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Papa (Solanum tuberosum L.)

Low Calorie Vitamin B1

e 4.° cultivo alimenticio Source of Folc Acid | /

Low in Fat Fantastic
\ Fibre

* Produccion mundial:
388 mill. Tons (FAO, 2020).

Potassium

Vital Vitamin B6 — Provider

* Una de las principales fuentes de
carbohidratos, fibra, mineralesy
o olestero
vitaminas /

\ Iron

Bursting with
Vitamin C

Carbohydrate

Rich
Magnesium,

Zinc & Copper

Fuente: www.proudpotato.co.uk
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Papa (Solanum tuberosum L.)

Siglo XVIII
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- Adaptada a una gran variedad de ambientes -
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Mutacion inducida

Agentes quimicos Agentes fisicos Agentes biologicos
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Song et. al, (2012) Ramamoorthy et. al, (2017)

Mohapatra et. al, (2014)
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Transformacion genética

*  Manipulacion del genoma: DNA enddgeno o foraneo

oy T

=7 AN

Bacterium
(Bacillus
thuringiensis)

\_4\ 1 /

—_— Plant cell qup genome |

Fuente: www.bio1100.nicerweb.com
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Mutaciones dirigidas: Edicion genomica

*  Manipulacion del genoma: modificaciones de regiones blanco

WWW.SCiCl’lCCIleWS.OI'g

doi:10.1038/nature.2015.18448

www.technologyreview.com

Gen de la miostatina Receptores de hormonas Gene drivers
de crecimiento
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La edicion geénica se basa en mecanismos de

reparacion del ADN
DSB inducido por .
Knock-out nucleasas Knock-in
Reparacion mediada por RNH / \ RDH
¢ Seq.
donante

InDels Variables Modificacion de secuencia precisa
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Herramientas usadas en edicion genomica

LECCEEEDUE T

* Meganucleasas LT
Meg
ZF
* Nucleasas tipo dedos de zinc (ZFNs) [ L1111

* Nucleasas efectoras de tipo activador
de la transcripcion (TALENS)

Fuente: https://www.intechopen.com
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Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y

Regularmente interespaciadas (CRISPR) proteina asociada 9
(Cas9)

tracrRNA

ADN blanco

Modificado de: Guitart et al. (2016).
PMID: 27542298
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Autoincompatibilidad en papas diploides

Estilo-S Polen-$

A
o N

S-RNase SLF1 SLF2 SLF3

Autopolinizacion Polinizacion cruzada

\ -%-.__- RNA ‘ B -
RNA
degradation \ K K'Y K'Y ' fw
ﬁ-:/ S-RNase / S-RNase '\, -

|
SLF SCF SLF Protein ﬁ,
degradation L=

Cessation of tip growth

Estilo

Modificado de: Takayama & Isogai (2005).
PMID:15862104
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Edicion genética en papa para generar lineas
autocompatibles

Generar una mutacion dirigida del gen S-RNase en papas
auto-incompatibles mediante CRISPR/Cas9 para evadir la
degradacion de ARN polinico.
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Material vegetal

Doble monoploide Diploide heterocigoto
S. tuberosum < DM X RH = S. tuberosum
grupo Phureja grupo Tuberosum

DRH-195 DRH-310

N J
Y

Autoincompatibles
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Diseno y ensamblaje de sgRNAs para la
mutagénesis dirigida de S-RNase

0.1 kb

I I
-2\
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- p (I
AATTGCAACTGGTATTAACATEE | |
PAM ' !

| 1
gRNAI o oL
GGTCTTTGGCCGGATAAGGA NS CCTGATATCAAGTGTACTGANEE
PAM PAM
gRNA2 gRNA3

LB

RB
pHSE401 U6-26p | Spr-gRNA-SC L[ #)712x35Sp zCas9 rbeS-E9t mumm

Xing et al. (2014). PMID: 25432517
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Estrategia de sgRNA-dual permitio la seleccion
rapida de lineas KO S-RNase
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(a)

WT
195-104

195-105
195-128
195-137
195-142
195-158

195-160

(b)

WT
310-8 DM
310-21 DM
310-33 DM

Se observaron diferentes tipos de var

DM
RH
DM
RH
DM
RH
DM
RH
DM
RH
DM
RH
DM
RH
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lineas mutantes

sgRNA 1 PAM

ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATTAACATGGCCACCATCA
ATTTCGACAAATTGCAACTGGT ———————mmmmm e m e e
ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATTADVIVIOVIOVIIOVL
ATTTCGACAAATTGCAACTGGT ———————————————— e —
ATTTCGACAAATTGCAACTGGTA--—--CATGGCCACCATCA
ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATTARACATGGCCACCATC

ATTTCGACAAATTGCAACTGGT----ACATGGCCACCATCA
ATTTCGACAAATTGCAACTGGT----ACATGGCCACCATCA
ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATTA-CATGGCCACCATCA

ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATT-==—==——————————

ATTTCGACAAATTGCAAC—-==—====——=—=— TGGCCACCATCA

ATTTCGACAAATTGCAAC—-==—====——==— TGGCCACCATCA
sgRNA 1 PAM

ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATTAACATGGCCACCATCA
ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATT——========—=—————
ATTTCGACAAATTGCAACTGGT———--- CATGGCCACCATCA
ATTTCGACAAATTGCAACTGGTATT-—=======———————

/7
//
//
//
//
//
//
//
//
//
//
//
//
//
//

//
//

//

sgRNA 2 PAM

AGATGGATCCTGATATCAAGTGTACTGAAGGAGCACCGGA
------------------------ CTGAAGGAGCACCGGA
ILODOVVVYVIOVIGGTGGCCATGTTCTGAAGGAGCACCGGA
------------------------ CTGAAGGAGCACCGGA
AGATGGATCCTGATATCAAGTGT---GAAGGAGCACCGGA
AGATGGATCCTGATATCAAGTGTACTGAAGGAGCACCGGA

AGATGGATCCTGATATCAAGTG---TGAAGGAGCACCGGA
AGATGGATCCTGATATCAAGTGT-CTGAAGGAGCACCGGA
———————————————————————— CTGAAGGAGCACCGGA

AGATGGATCCTGATATCAAGTCT---GAAGGAGCACCGGA

sgRNA 2 PAM

AGATGGATCCTGATATCAAGTGTACTGAAGGAGCACCGGA
------------------------ CTGAAGGAGCACCGGA

3’
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o Corposacion colombiana de investigacién agropecuaria
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Se obtuvo autocompatibilidad en lineas mutantes
para S-RNase

DRH-195  DRH-310
C WT KO WT KO

658 bp—> — S-RNase

400 bp —> Se— G e e e Ll

DRH-195 T, WT
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El geno/fenotipo autocompatible se transm1te en
diferentes generaciones

(a)

— D ee— — | CS— [ —

——
738 bp —>
v s

214bp—>

L —

42bp—> - L X I X ] [

Cas9

DRH-195 T,
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Conclusiones

B. SR: resistencia SR: produccion

™
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