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INFORMACION GENERAL DEL PROYECTO
p Desarrollo de la tecnologia para la edicidon génica para el mejoramiento del

PR L A0 35 O cultivo de papa a través de la herramienta CRISPR-Cas9

< Desarrollo en el INIA de la herramienta CRISPR/Cas9 para el incremento de la
PROPOSITO . " " . .

tolerancia a estreses bidticos y/o abidticos, en variedades comerciales de papa

DEPENDENCIA DEL INIA . .
|EJECUTORA Sede Central La Molina-Lima
|DURACIéN (meses) 18 Meses
|PRESUPUESTO S/.566,182.61

AMBITO DE INTERVENCION

DEPARTAMENTO PROVINCIA LUGAR
Lima Lima Sede Central-INIA
Cajamarca Cajamarca Banos del Inca
Junin Huancayo Santa Ana
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Resumen Ejecutivo

El proyecto tiene como objetivo desarrollar, en el INIA, la herramienta CRISPR/Cas9 para el incremento de la
tolerancia a estreses biéticos y/o abibticos, en variedades comerciales de papa; asi como fortalecer las capacidades
en el equipo técnico del INIA para el desarrollo de la tecnologia de edicién de genes.

El proyecto tuvo una duracion de 19 meses, desde setiembre del 2018 a abril del 2020.

A través de la Subdireccion de Biotecnologia se ha logrado establecer herramientas para la edicién génica de papa
generando protocolos para el disefio de ARN guias, construccion de vectores de edicion, aislamiento de protoplastos
a partir de hojas y mediante un experimento de expresiébn de genes se logré generar data para mejorar la
comprension de los genes involucrados en la infeccién del patdgeno de papa Phytophthora infestans en Solanum
tuberosum.

Se realizé el fortalecimiento de capacidades a través de eventos de capacitacion a nivel internacional contando con
participantes provenientes de paises como Colombia, Brasil, Costa Rica, Turquia y México. Asimismo, se ha llevado
a cabo talleres de capacitacion a productores de papa de comunidades altoandinas en cuanto al manejo agronémico
del cultivo de papa para mejorar su produccion. Finalmente, se realizé la difusién de resultados a través de un pdster
en un evento cientifico, logrando obtener el primer lugar al mejor péster de trabajo de investigacién.

Finalmente, el proyecto 172_PI que hace uso de la tecnologia de edicion génica CRISPR/Cas9, evidencia que el
INIA ha desarrollado la fase inicial de esta herramienta, usando como primer cultivo a la papa.

Instituto Nacional de innovacion Agraria
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Desarrollo de la tecnologia para la edicion génica para el mejoramiento del cultivo de
papa a través de la herramienta CRISPR-Cas9

Objetivos especificos:

1. Evaluacion genética y molecular de material de papa en las EEA Bafios del

Incay EEA Santa Ana
Realizar experimentos en campo para evaluar resistencia a Phytophthora infestans (Pi).

2. Recopilacién, seleccion y analisis de secuencias de los genes de

resistencia/tolerancia al estrés bidtico y/o abibtico
Buscar genes de interés asociados a la resistencia de Pi para disefiar y construir
vectores de edicién.

3. Entrenamiento en el disefio y la construcciéon de los vectores para edicion
génica y la potencial aplicacion de esta tecnologia en el mejoramiento
genético de papa.

Realizar eventos de capacitacion en el uso de la herramienta CRISPR/Cas9.
4, Evaluacion del potencial para producir embriones somaticos y/o protoplastos
en al menos 3 variedades de papa
Realizar experimentos para obtener protocolos de produccion de protoplastos en papa
a partir de hojas de plantulas in vitro.
5. Fortalecimiento de capacidades de investigacion
Formacion de profesionales (tesistas), realizacién de eventos de capacitacion y difusién
de resultados.
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Ecuador
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Objetivo 1: Evaluacion genética y molecular de material de papa en las EEA Baios del

Inca y EEA Santa Ana

UBICACION DE LOS
EXPERIMENTOS EN CAMPO

Experimento: Evaluacién de resistencia a
Phytophthora infestans de cinco variedades de
papaen Cajamarcay Junin

El tizon tardio es ocasionado por el oomiceto
Phytophthora infestans (Pi) y causa pérdidas de
rendimiento del 16% a nivel mundial.

5 variedades mejoradas de papa del Peru: INIA
302-Amarilis, INIA 303-Canchan, INIA 309-
Serranita, INIA 326-Shulay y Yungay (Campafa
agricola 2018-2019)

Localidades: Chucmar, Chota-Cajamarca vy
Huaripampa, Tarma-Junin

La resistencia a Pi se determiné calculando la
susceptibilidad de cada variedad mediante el uso
de las variables AUDPC (aérea bajo la curva del
progreso de la enfermedad), rAUDPC (AUDPC
relativo) y escala de susceptibilidad.
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Inca y EEA Santa Ana

* Lavariedad Shulay demostrd ser resistente seguido de la
variedad Serranita.

* Lasvariedades Amarilis, Yungay y Canchan fueron susceptibles.

* Lavariedad Shulay fue seleccionada para llevar a cabo
experimentos de expresidon de genes en condiciones
controladas de invernadero en la Sede Central, Lima.

Tabla 5. Regisiro del parcentsje de . infestans y cilculo de susceptibilidad, parcels experimentsl de Chucmar.

Instituto Nacional de innovacion Agraria

Objetivo 1: Evaluacion genética y molecular de material de papa en las EEA Baios del

Dias Valor valores de la
Bloque despuésde 21 43 66 80 94 107 113 120 AUDPC rAUDPC masalto constante _ 5¢alade
la siembra de escala susceptibilidad
Semanta 00 00 05 08 10 30 30 100 15237 0.01538 0.50
Yungay 00 10 10 30 30 500 500 750 14485 0.14631 5.68
1 Canchan 0.0 10 30 10.0 100 910 970 1000 2548 025737 10 38.8540 10.00
Shuy 00 00 00 00 00 00 00 05 35 0.00035 0.0t
Amariis 0.0 05 1.0 30 100 $1.0 $70 1000 24018 0.24260 9.43
Canchan 0.0 10 30 150 150 970 970 1000 27425 027702 10 36,0585 100
Semanita 00 00 10 30 30 150 200 250 5485 0.05540 20
i Yungay 0.0 10 1.0 53 100 667 750 910 20085 0.20288 7.32
Amariis 0.0 05 1.0 30 30 750 910 970 20953 021164 78
Shulay 00 00 00 00 00 0.0 02 05 4605 0.00047 0.02
Yungay 00 10 30 30 100 500 500 500 1405 014182 5.07
Shuay 00 00 00 00 00 00 05 05 675 0.00068 0.02
] Amariis 0.0 0.5 3.0 10.0 100 990 990 1000 26256 0.26523 9.47
Canchén 0.0 10 30 150 150 980 100.0 1000 27715 027995 10 357207 100
Semanita 0.0 00 1.0 77 100 250 250 250 83588 0.08443 3.02
Shuay 00 00 00 00 00 00 05 05 675 0.00068 0.02
Yungay 0.0 10 30 10.0 150 990 100.0 1000 2711 027384 100
IV Semanta 00 00 17 53 100 250 250 250 61552 0.08238 301
Canchan 0.0 1.0 3.0 10.0 150 930 100.0 1000 2711 027384 10 365179 100
Amariis 0.0 05 3.0 53 100 720 823 960 2167.3 0.21892 7.99
10.00
10.00 8.62
2.00
5.00 702
7.00
£.00
5.00
400
216
3.00
2.00
100 0.02
S
0.00
INIA 303 - INIA 302 - Yungay INIA 309 - IN1A 326 -
Canchan Amarilis Serranita Shulay
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Experimento: Analisis de expresion de genes en dos variedades de
papainoculadas con Phytophthora infestans (Pi) POX67

» Obtener el perfil transcripcional en una variedad resistente
(Shulay) y una susceptible (Yungay) durante la infeccién con
tizon tardio utilizando el secuenciamiento por RNAseq.

» Ubicacion: INIA (Sede Central) y Centro Internacional de la
Papa (CIP, Lima).

noculacion
N S N N N B I

POX67 (Pi) i 3rep 3rep 3rep 3rep ! 3rep 3rep 3rep 3rep
1 1

Control (H,0) ' 3rep 3rep 3rep 3rep ' 3rep 3rep 3rep 3rep
i i

. 24 muestras : 24 muestras

Total : 48 muestras

Las colectas de muestras de foliolos se realizaron en las mismas plantas para diferentes tiempos:
TO: tiempo antes de la inoculacién (12 horas antes)
T1: tiempo después de la inoculacién (24 horas después)
T2: tiempo después de la inoculacién (48 horas después)
T3: tiempo después de la inoculacién (72 horas después)

Instalacion del experimento en
Invernadero de la DRGB (Sede Central)
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Experimento: Analisis de expresion de genes en dos variedades de
papa inoculadas con Phytophthora infestans (Pi) POX67

Sample Quality

Control Library Quality Control Data Quality Control

Sample Preparation s o Library Construction

Flujo de trabajo del secuenciamiento de ARN (NOVOGENE Inc, EEUU)

QC Report

R
R

Infecaon con Pi en invernadero

de bioseguridad en el CIP .

_Extraccién con RNeasy Plant Mini Kit de QIAGEN it |

mu-h

e e
815 s17 519 $25* S26 S33* Y18* Y20 Y24 Y28 Y37* Y39 1Kb
Al» .
;-,....
o | ETmEEn .
\ e LR
Toma de muestras de foliolos y Verificacion de la calidad de ARN Andlisis de Datos por herramientas bioinforméticas

extraccion de ARN
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Experimento: Andlisis de expresidn de genes en dos variedades de
papa inoculadas con Phytophthora infestans (Pi) POX67

15
- Los resultados de los Andlisis de 7
Componentes Principales (PCA) demuestran g 5
que hay un componente genético que se ¥ o | 1
estd expresando en la variedad Shulay a 3 oo
partir de las 48 horas (circulo) producto de la 5 $17.70
infeccion con P. infestans en comparacion o ¢
con los tratamientos control (TO) y con el $15_%0
tratamiento a las 24 horas. T | | . | | |
30 20 10 0 10 20 30 40

PC1 (62.49%)

Andlisis de componentes principales (PCA) de
las muestras Shulay (S) del experimento

TO: tiempo antes de la inoculacién (12 horas antes)

T1: tiempo después de la inoculacién (24 horas después)
T2: tiempo después de la inoculacién (48 horas después)
T3: tiempo después de la inoculacién (72 horas después)
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Objetivo 2: Recopilacion, seleccion y analisis de secuencias de los genes de

resistencia/tolerancia al éstres biotico y/o abiodtico
Vectores para edicién (05)

* S|
b Dotato Genomios Resource

° Recopilacién

S

Fam
5 CTTCTTCACTAGATATGATAAGG 3' SBARNL
5 TRAGTTATCGAMCAMACGAGAGE ¥ SBARNZ

Ve o 7Qe o ) -
"3 Analisis saaias) . .
MR TTy € »addgene

o

.

v

v

“db_crispr”
Servidor del LBMG

égTTransferencia de
genético (ATM)

2° Seleccion
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Recopilacion y descarga de las secuencias
del genoma de papa, modelos de genes en

el genoma y marcadores genéticos
vinculados.

v

Construccion de la base de datos local
“db_crispr”.

Recopilacion y seleccion

Blsqueda bibliografica de genes
relacionados a resistencia de Phytophthora
infestans y tolerancia a salinidad en
Solanum tuberosum

Instituto Nacional de Innovacién Agraria

v

Seleccion de los genes objetivo para el
disefio de sus respectivos sgARNs

Obtencion de las secuencias de los genes
utilizando la base de datos local “db_crispr”

Available Tracks
[ X filter tracks

¥ Genes_NCBI_resistance
¥ Genes_NCBI_stress

¥ Genes_PGSC

# Markers_DAIT

¥ Markers_SNP60911

¢ Markers_SSR

" Reference sequence

¥ Reference sequence

& C @ localhost/db_

3.000 24386125

= Génes PGSC

prfloc=chi02%3A24385999. 243864598t racks=DNA%2CGenes_NCBI_resistance%2CGenes_NCBI_stressk

Genome Track View Help

10,000,000 15,000,000 20,000,000 25,§00,000 30,000,000

@ E)) Q Q Q Q chio2| = | chr02:24385959. 24386458 (461 b) co &

enes_PGSC:

acHarkers DA, @ %

35,000,000 40,000,000

4,386,250

Reference séquence 1 11 1111

Genes_NCBI_resistance

Genes_NCBI_stress

Markers DAIT

n
Markers SNP§0S11 2 33958 solcap_snp_c2_33956

I
solcap_snp_c2_33954
solcap_snp_c2_33955

15
solcap_snp_c2_33957

Markers_SSR

solcap_snp_c2_33953

Vista de la base de datos de secuencias de papa “db_crispr” usando el

interfaz de Jbrowse
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Ejemplo: StDMR6 (Sotub03g017040) Institato Nacional e lnnovacién Agraria

l

Determinacion estructural de los genes
utilizando el programa en linea de acceso

libre Splign
Coverage 100.00% CDs 0.00% Mismatches and indels 0
Model 1 Overall  100.00% In-frame 0.00% Exons (min/max/ave), bp 248/ 1866 / 636
Exon  100.00% Primary transcript 3181 bp Introns (min/max/ave), bp B5 / 4432/ 1380

DMHG #)

1

1 3181
chr() (+) chr3:46444661. 46464560

13718

Visualizacion del gen StDMR6 en la herramienta en linea Splign. A)
Los circulos verde y rojo, indican el inicio y final de la secuencia
codificante, respectivamente. La linea verde indica el primer
marco de lectura. B) Los espacios entre los recuadros amarillos

pertenecen a las secuencias intrénicas y los recuadros a los
exones.

l

Determinacion de los marcos de lectura

(ORF) de los genes utilizando el programa
ApE

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

MFPQ*LTIT*VAETEKLEK* SV LEKLVELMVSITFRZ®*ILI
ECSY¥N¥*LRLRRPSISFSNNPSISNWRSISLSNLWEFELSGN®*S

BRI RN I IR BN BRI B R IIPRIIII I IIII I BB I I IR III I IIIIIIIIY
CDs

pOSSERRORIIEEEREIIIIIIIIIIIIDADIPISIESRIPESEEIIIIIIIIIIIIIIIIIIDP PSS IEIIIEISIEIIIIIIRSF SIS
Exon 1

FEEDIIIY
Exon 2

Fragmento del marco de lectura del gen StDMR6 donde se indica la
region CDS, el exdn 1 ( celeste) y el exdn 2 ( azul)
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*Busqueda de genes objetivo ‘target’ it o e et A

Participa en la sintesis de carotenoides, cuya deficiencia da como resultado la despigmentacién de las
plantas. Por ello, este gen puede servir como un buen modelo para la visualizacién y evaluacion de la
eficiencia de los métodos de edicion génica (Khromov et al. 2018).

Dentro de los genes S, segun el estudio de Sun et al. (2016). Este gen se encuentra anotado en la base de
datos del consorcio (PGSC, por sus siglas en inglés), facilitando la obtenciéon de sus secuencias. Su
inactivacién (knockout) le transfiere resistencia a la planta contra P. infestans.

Dentro de los genes S, segun el estudio de Sun et al. (2016). Este gen se encuentra anotado en la base
de datos del consorcio (PGSC, por sus siglas en inglés), facilitando la obtencidon de sus secuencias. Su
inactivacion (knockout) le transfiere resistencia a la planta contra P. infestans.

DO DE

Su inactivacion (knockout) le transfiere resistencia a la planta contra P. infestans. Debido a la falta de
estudios sobre su relacion con la resistencia a P. infestans en papa y el que aun no haya sido anotado en
la base de datos del consorcio, nos abre la posibilidad de generar mayor conocimiento sobre su rol en el
cultivo de papa

-Khromov, A. V., Gushchin, V. A., Timerbaev, V. I, Kalinina, N. O., Taliansky, M. E., Makarov, V. V. (2018). Guide RNA Design for CRISPR/Cas9-Mediated Potato Genome Editing. In Doklady Biochemistry and Biophysics

479(1), 90-94

-Sun, K., Wolters, A. M., Vossen, J. H., Rouwet, M. E., Loonen, A. E., Jacobsen, E., Visser,G.F., Bai, Y. (2016). Silencing of six susceptibility genes results in potato late blight resistance. Transgenic research, 25(5), 731-742.

doi:10.1007/s11248-016-9964-2
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Construccion de vectores con los genes
seleccionados

FaM
5 CTTCTTCACTAGATATGATAAGE 3 SEARNL

5 TGAGTTATCGAACAMCGAGAGE 3' SBARNZ 4
& TCCTTCTGTCAMGRARACAGAGE 3' SBARNG ...maS adelante

", 5 TOGGAGAMAANGIGATACAGAGE ¥ SgARNA. v -

BETT 20985
- - oo —
cosers -G T - =
—

‘ 0w — = ‘

Gel de agarosa al 1.0% (90 minutos de comida en buffer TBE 1X, 50 V) para
corroborar que el vector StPDST contenga el inserto del ARNg| 1. L: 1 KB DNA Ladder, 1:
BIanDo;Q: plasmido sin ligacion del ARNg PDS1 (control negativo), 3: plasmido que contiene el Fig.1. Albino phenotype in first generation (T)
inserto ARNg PDS1 (423 pb) chimeric tomato shoots carrying CRISPR-cas9
assembly targeting pds gene (NT-Non
transgenic, Chimeric shoots -A, B, C, D, E)
Fuente: Vilas Parkhi et al., 2018

Secuenciamiento
Validar secuencia del vector construido

Parkhi Vilas, Bhattacharya Anjanabha, Choudhary Shalu, Pathak Rahul, Gawade Vrushali, Palan Bhavesh, Alamalakala Leela, Mikkilineni Venugopal, Char Bharat. (2018). Demonstration of CRISPR-cas9-mediated pds gene editing in a
tomato hybrid parental line. Indian Journal of Genetics and Plant Breeding. Volume: 78, Issue:1
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Objetivo 3: Entrenamiento en el disefio y la construccion de los vectores
para edicion genica y la potencial aplicacion de esta tecnologia en el
mejoramiento genético de papa.

Instituto Nacional de innovacién Agraria

B s 2] |

PROGRAMA

Lunes 23 de marza

08:00 - 08:15 Registro de particip:
08:15 - 08:30 Palabras de Inaugu:
u

ana, lefe del INIA
y consideraciones del cursa
: desde meganucleasas hasta el sistema

08:30 - 09:00

+ *Curso de capacitacion: “Fundamento de CRISPR/Cas9 ‘
y sus aplicaciones en programas de mejoramiento 0001005 Orgen du s

10:15 - 10:30 Refrigerio

genétlco” del 23 al 27 de marzo de 2020 10:30-11:15 zc!ig:edr:i;n::sg;rmes de CRISPR/Cas9: seleccion de targets y
° |nSt|tU Clones Organ Izadoras: :: ::: E;:Jns\deranunes generales de CRISPR/Cas9: Sistemas de expresion

Disefio de sgRNAs mediante herramientas bioinformaticas (P).

* Instituto Nacional de Innovacién Agraria - INIA
» Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia e artes 24 meze

08:00 - 09:15 Consideraciones generales de CRISPR/Casd: métodos  de

1A ANt _ transf i . lantas (T).
Innovacion Tecnolégica — CONCYTEC NI e g Bo P/ it i e

de mutaciones (T)

* Universidad Nacional Agraria La Molina — .

11:00 - 12:00 Ejemplos de dos sistemas de clonado en vectores binarios
Introduccidn al trabaja practico (T)
UNALM 12:00 - 13:00 Almuerzo
13:30 - 17:00 Amplificacion y purificacién de los ARN guias. Ensamblado Golden

» Capacitadores profesionales invitados del Instituto sare )

Miércoles 25 de marzo

Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de GEo0-usm0  Estado delarte de o Edkki gk o plarkss (T

. 09:00 - 10:45 Edicidn génica en Solanum tuberosum (T)
Argentma. 1015 - 10:30
11:00 - 12:00 nica en Argentina (T).
12:00 - 13:00
13:30 - 17:00 Transformacion de £. coli DH5alfa ().

Jueves 26 de marzo

*Suspendido por la emergencia sanitaria

08:00 - 09:45 Aspectos regulatarios de edicion génica en el mundo (T)

09:45 - 10:15 CRISPR y mas allé: Otras aplicaciones de la tecnologfa CRISPR en
Plantas (T)

10:15 - 10:30 Refrigerio

10:30 - 12:00 PCR colonia (P).
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Objetivo 4: Evaluacion del potencial para producir embriones somaticos y/o

protoplastos en al menos 3 variedades de papa

Experimento: Induccién de callos embriogénicos en 06 variedades de papa
» Variedades: Shulay, Desirée, Amarilis, Yungay, Serranita y Canchan

» Para las pruebas de induccién a callos embriogénicos de papa se uso la
fitohormona 2,4-D .

» El cultivar Desirée fue la que mayor callogénesis formé con una concentracion
de 3 mg/L de 2,4-D.

+ Se ha encontrado que las respuestas son diferentes en las variedades
utilizadas en los ensayos.

Induccion

>

Adquisicién de material in vitro

Multiplicacién in vitro

Promedio de las Inducciones del cultivar Amarilis - Entrenudos
1600
1400
1200

10.00
8.00
6.00
4.00
2.00 I
, o -
Evaluacion 1 E 2 3

L1 7.30 230 1.00
=2 430 430 430
=3 830 1130 8.00

4 9.30 13.60 930

Formacion de callos

w
"o
s w o~ oo

uuuuuuuuu

La mejor dosis de 2,4-D para formacién de callo fue de
4 mg/L para los cultivares de Amarilis, Canchan,
Serranita, Yungay y 3 mg/L para los cultivares Desirée
y Shulay
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Objetivo 4: Evaluacion del potencial para producir embriones somaticos y/o

protoplastos en al menos 3 variedades de papa

2" Colocar os foliolos en 20 mi de la solucién de Sorbdtol al 0.5 M con
1* Extaer - 1 3 de fojdo folar de pidntuias i vitro e 4 - 6 semanas de edad ‘el limbo foliar hacia arriba durante 2 horas.
. o i3

Experimento: Obtenciodn de
protoplastos en las variedades de papa
seleccionadas

Figura 2 Foliolos en Sorbitol al 0.5 M con el imbo folier hacia ariba

+ Variedades de papa: Desirée, Canchan & S SO0 R
y Serranita (plantulas in vitro). e fves do na mladenond 40y ydscateros b elian

+ Se basé en los protocolos del trabajo de
investigacién: Fusién de protoplastos en
especies cultivadas y silvestres del
género Solanum de Espejo, R. (2000)
con algunas modificaciones.

* La viabilidad de los protoplastos se
realizd mediante la tincion con azul de

Figura 4: A) Filtracién de la suspensién de tejido foliar digerido. B) Suspensidn post-fitrado,

Figura 5: Suspension luego de |

iz6 i * Centrifugar a urar i centrifugacion: A) Precipitado
Evans y el C‘?nteo se realiz6 mediante :-gem\oss;?:ﬂ::.mgzl21-/.yaﬁamrsoouuemma|13% “";”:;m;fm’:::s’
el uso de la camara de Neubauer 10* Centigar 2 800 pm durane 5 min :

Figura 7: Suspension final de protoplastos.

Espejo, R. (2000) Fusion de protoplastos entre especies cultivadas y silvestres del género Solanum. Trabajo de tesis. Universidad Nacional Agraria La Molina.

3* Transferir los foiolos a 10 mi de la solucion enzimética, escindirios finamente e incubar por 18
horas en oscuridad a 80 rpm de agitacion y 20 *C.

B) Tojido foliar Sigerido
solucidn enzimdtica.

6° Resuspender el precipitado en 1 ml de manitol al 13 %.
7° Agregar 500 L de sucrosa al 21%.

Figura 6: Precipitado resuspendido en Manitol y Sucrosa.

enla
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Obtencion de protoplastos en las variedades de papa seleccionadas

» Produccion de protoplastos a partir de hojas:

Variedad de papa | [ protoplastos/mL ]
A) Canchan 1x 108
B) Desiree 8x 104
C) Serranita 16 x 108

4

* Se logré estandarizar un protocolo de aislamiento
de protoplastos, para las variedades Canchan,
Desirée y Serranita, sin embargo, aun requiere la
optimizacion de los medios de regeneracion.

\

Canchan

Protoplastos de la variedad Protoplastos de la variedad

Serranita

Protoplastos de la variedad Desirée
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Objetivo 5: Fortalecimiento de capacidades en investigacion

Participacion de la Bach. Andrea Jara en el Il Simposium Internacional
IENNVSEJTIE@,%UL’:,GMYBmmmsmm de Biotecnologia y Agrobiodiversidad, llevada a cabo en la ciudad de
Trujillo del 26 al 29 de agosto del 2019. Obteniendo PREMIO MEDALLA
BIOREDNORTE — PERU 2019.

TRUJLLO - PERD

CONSTANCIA

El Presidente del Comité Organizador del Il SIMPOSIUM mvmm\cnoun
DE BIOTECNOLOGIA Y AGROBICOVERSIDAD, con bese én o indorre det
Clontifco Evehuador del Concirso de Posters 2019, umﬂnclln
hace constar que el trabajo de investigacion:

“Disefio de SGARNS (single guide RNAS) comrespondiente al gen SIERF3
de Phytophenor

Infestans”
Presentado por

Andrea Jara Quispe, Juan Herrera, Reinhard Simon, Eliz mr«nm
Maria Romdn, Sandra Manvique Trujillo, Dina L.

Como pster en el Il Simposio Intemacional “INVESTIGACION EN
BIOTECNOLOGIA Y AGROBIODIVERSIDAD: ENCUENTRO ENTRE
AGRICULTURA. AGROINDUSTRIA ¥ NUTRICION". desamoiiado en la

Truio del 2631 29 de ¥ organizaco
por el Convenio Interinstitucional CIAT de Colombia - Universidad Nacional
de Trufilio, LA PERU 2019

Trufio, ;snem 0 del 2019

—71 uﬂd@l

PRESIDENTE DEL COMITE ORGANZADOR




Instituto Nacional de innovacion Agraria

»"gm
(2’8 PERU | Ministerio
de Agricultura y Riego

Objetivo 5: Fortalecimiento de capacidades en investigacion

INTERNATIONAL COURSE
BIOINFORMATICS APLICATIONS TO SUPPORT THE ANALYSIS
OF PLANT BIOTECHNOLOGICAL RESEARCH

Desarrollo del Curso Internacional

“APLICACIONES BIOINFORMATICAS EN APOYO AL ANALISIS DE
INVESTIGACIONES EN BIOTECNOLOGIA DE PLANTAS” con
financiamiento del ICGEB y apoyo de CONCYTEC, llevada a cabo del
04 al 15 de marzo de 2019.

CURSO TEORICO - PRACTICO
HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS Y MOLECULARES

APLICADOS AL MEJORAMIENTO GENETICO EN PLANTAS
04 - 08 Noviembre 2019 | Lima -Peri

) CRISPR
Participacion en el Curso “TEORIA Y APLICACION DE CRISPR” e it
organizado por SENASA, el 09 y 10 de octubre de 2019; y en el
Curso Tedrico — Practico “HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS
Y MOLECULARES APLICADO AL MEJORAMIENTO GENETICO EN
PLANTAS” con financiamiento del INIA y CONCYTEC, llevada a @ l""fw : m

cabo del 04 al 08 de noviembre de 2019.

SENASA  cumanin
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Objetivo 5: Fortalecimiento de capacidades en investigacion

Act5.2. Propuestas del proyecto de tesis

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE AGRONOMIA

Se han presentado 03 propuestas de proyecto tesis ﬂ

01 ha sido aprobada y sustentada e o e e
02 proyectos de tesis en proceso de aprobacion.

INGENIERO AGRONOMO

Presentado por el Bachiller:
NEBIL HERRERA GONZALES

- Se ha sustentado 01 Tesis

Asesores:
Dr. MANUEL SALOMON RONCAL ORDONEZ
Ing. ROSMERI VERONICA PANDO GOMEZ

CAJAMARCA — PERU

2019
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6. Gestion del proyecto

* Se ha presentado 5 Informes Técnico y Financiero
(ITF).

*  Se han elaborado documentos técnicos como Linea
de Base, Linea de salida, Plan de cierre, entre otros.

* Se han adquirido equipos para el desarrollo del

Proyecto.
RELACION DE EQUIPOS ADQUIRIDOS
ITEM NOMBRE
DENOMINACION PROVEEDOR
1 Microscopio estereoscopio BAIRES S.A.C.
2 Microscopio estereoscopio BAIRES S.A.C.
3 Disco duro interno 2TB ICLOUDATEL SOLUTIONS S.A.C.
4 Disco duro interno 2TB CLOUDATEL SOLUTIONS S.A.C.
5 Dispensador digital MERCK PERUANA S.A.
6 ITermomezclador (Thermomixer) IMERCK PERUANA S.A.
7 Set de micropipetas IMERCK PERUANA S.A.
8 Pipetor multicanal IMERCK PERUANA S.A.
9 Workstation Dell Precision 5820 Tower CTO  ([CLOUDATEL SOLUTIONS S.A.C.
15 Micropipeta 1000-5000 uL MASED REPRESENTACIONESS.A.C.
16 Pipetor 10 mL MASED REPRESENTACIONESS.A.C.
11 Monitor LED 21.5" EAC Consulting S.A.C.
12 Disco duro externo 1TB USB 3.0 EAC Consulting S.A.C.
13 [TERMOHIGROMETRO IARMOTEC CONTRATISTAS GENERALESS.A.C.
14 LUXOMETRO DIGITAL IARMOTEC CONTRATISTAS GENERALES S.A.C.
10 g’a‘g;ess;erfm:')“f”"Ci""a' Epson L5190 (EEA |\ ¢ res DE REOMERO BLANKA ELENA
17 Pipeta variable 0,1-2,5 uL IMERCK PERUANA S.A.
18 Pipeta variable 0,5-10 uL IMERCK PERUANA S.A.

i
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CONCLUSIONES

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
Norte 2o s Unisersida® Perany

*  Se ejecutd el 87.19% del presupuesto asignado. B Sl o 2025 2384 e 53

. e ;. FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
*  Ejecucién de metas fisicas al 77%: la Académico Profesional de Ag
v" Objetivo 1 - 100% ACTA DE SUSTENTACION DE 1ESIS
‘/ Objetlvo 2 9 100% Ex Capamerca, o bos disciséin diex del mes de nctubee del Afo dos mil dlecinseve, se reusicron
ad de Cleocias Apmaris, los tegrsites del Jurado

v' Objetivo 3 - 0.0% (Taller de capacitacién interrumpido)
v Objetivo 4 > 100%
v" Objetivo 5 = 80% (Taller de presentacion de resultados interrumpido)

L imolas Agranas, pan Resol, o dc Conscjo de
A-UNC. Fecha 19 de Agosto ded 2019, con el objern de Fvadaar b
9o de Tesis tiulado: “EVALUACION DE RESISTENCIA A
w lnfestans Mout De Bary DE CINCO VARIEDADES DE PAPA EN

+  Se desarrollé dos herramientas para la generacion de vectores de edicion CAIAMARCA ¥ JUNIS", &1 achiler HERRERA GONZALES NEWIL en Crnacs
y para el aislamiento y produccién de protoplastos. i g s i
+  Se logro obtener tres vectores para la edicion de los genes PDS, StSR4 y e et 1 i 5 i, A
NRL1 de Solanum tuberosum “papa’ utilizando el método de clonacion R s S e s g e B i
Golden Gate b oy b st A s il
+  Se realiz6 dos eventos para el fortalecimiento de capacidades. (1) Dia de = R AT
campo en la localidad de Huaripampa, provincia de Tarma donde se e Y N I
capacitd a productores de papa de la zona, (2) Taller internacional de e = e mwo —
capacitacion “Aplicaciones Bioinforméaticas en apoyo al andlisis de S i
Investigaciones en Biotecnologia de Plantas”. e £ Ny {( :
«  Productos: pa S v

v 01 Tesis licenciatura sustentada Bmidnd )

v 02 Proyectos de tesis por aprobar a8, Rusmers Vestaica Fanda Gémer
v 01 Manuscrito Ap—
v

01 Manual de bioseguridad.
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Equipo Técnico
Blga.Mcs. Elizabeth Fernandez - Investigador Responsable del Proyecto IO E LA TECNOLOG

. on PARA LA EDICION GENETICA
Dra. Dina Gutiérrez Reynoso - Colaboradora PN ENB PR ENTO IDEL CULTIVO

i T - DE PAPA A TRAVES DE LA HERRAMIENTA
Dra. Sandra Manrique Trujillo - Colaboradora : 29 VA

Mcs. Reinhard Simon - Colaborador

Blgo. Juan Herrera - Asistente de Investigacion

Blga. Mcs. Maria Lupe Roman - Consultora en Biotecnologia
Bach. Almendra Astete - Asistente técnico

Bach. Andrea Jara - Tesista

Equipo Técnico — Estaciones Experimentales Agrarias

Ing. Rosmeri Pando - Responsable en la EEA-Bafios del Inca

Ing. Pacifico Mufioz - Asistente en la EEA-Bafios del Inca

Dra. Noemi Zufiiga - Responsable en |la EEA- Santa Ana

Bach. Jheferson Gutiérrez - Asistente en la EEA-Santa Ana

Bach. Nebil Herrera - Tesista

Apoyo

Bach. Jesus Ancieta - Administrador del Proyecto >

Tec. Yris Tenazoa - Técnica de Laboratorio LBMG Sede Central wweini.gob.pe [EL Pero Prmeo
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