Edicién genémica y su contribucion al mejoramiento genético de la papa

Resumen de la conferencia:

La papa (Solanum tuberosum L.) juega un papel importante en la nutricién humana. Junto con el frijol, es considerada
como la fuente més econémica de carbohidratos, fibra, minerales y vitaminas necesarias en la nutricion infantil. Sin
embargo, durante mas de tres décadas, no se han observado avances significativos en cuanto a su rendimiento y
produccion a nivel global. La generacién de lineas endocriadas a nivel diploide, puede permitir incrementar las
ganancias genéticas en el cultivo de la papa. No obstante, las papas diploides poseen barreras precigéticas que
dificultan la generacion de lineas endocriadas. Este sistema, conocido como auto-incompatibilidad gametofitica, es
controlado por el locus S, el cual contiene un determinante femenino (S-RNasa) y multiples determinantes masculinos
(SLF’s), que se expresan en el estilo y polen de la planta, respectivamente. Durante la polinizacién cruzada, SLF
reconoce proteinas S-RNasa foraneas y las degrada via ubiquitina-proteosoma. Sin embargo, durante la auto-
polinizacion, SLF no es capaz de reconocer sus propias S-RNAsas, las cuales degradan ARN relacionado con el
desarrollo del tubo polinico, lo que conlleva a la no fertilizacion del dvulo. Por esta razon, el objetivo principal de este
proyecto fue generar lineas de papa diploides mutantes para el gen S-RNasa usando Repeticiones Palindrémicas
Cortas Agrupadas y Regularmente interespaciadas asociadas a Cas9 (CRISPR/Cas9, siglas en inglés), como un
esfuerzo para evitar la degradacién de polen en papas diploides. Se identificaron tres variantes alélicas del gen S-
RNasa en dos lineas diploides de papa (DRH-195 y DRH-310), a través de la busqueda de secuencias homélogas de
genes reportados en las bases de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI, siglas en inglés).
Posteriormente, usando cebadores disefiados para uno de los alelos identificados, se mapeo S-RNasa en una region
cercana al centrémero del cromosoma |. Estos resultados resaltan el papel de S-RNasa en la promocién de la
polinizacion cruzada, al evitar la recombinacion entre alelos de diferentes poblaciones de papa. A través de una
estrategia en la que se utilizaron dos RNA guias, disefiados a partir de regiones conservadas entre los alelos
detectados, se generaron lineas mutantes para S-RNase en DRH-195 y DRH-310. Se comprobd, usando
secuenciacion Sanger, que estos transformantes presentaban codones de parada cerca al inicio del marco abierto de
lectura para cada alelo del gen S-RNasa. Adicionalmente, estos resultados fueron corroborados a través de analisis
de expresion (RT-PCR), en los que se observo la presencia de S-RNasa en las lineas silvestres, pero no en los
mutantes. Estos resultados fueron posteriormente verificados en ensayos de invernadero, donde se observo que al
auto-polinizar las lineas mutantes, estan producian frutos y ademas eran capaces de transmitir este fenotipo a la
siguiente generacion. Los resultados de este estudio sugieren que la generacién de lineas mutantes para el gen S-
RNasa, pueden contribuir a la generacion de lineas auto-compatibles, como un insumo basico para la generacion de
cultivares diploides comerciales.
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