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In silico design of CRISPR/Cas9 guide RNA for the knockout of the phytoene desaturase gene in sweet
potato (Ipomoea batatas L.)

Disefio in silico de ARN guia CRISPR/Cas9 para la inactivacion del gen fitoeno desaturasa en camote (/po-
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ABSTRACT

This study aimed to design in silico guide RNA (sgRNA) for CRISPR/Cas9-mediated knockout of the phy-
toene desaturase (PDS) gene in sweet potato (lpomoea batatas L.). The sequence of the coding region of the
IbPDS gene is 1791 base pairs (bp) long, and these, in turn, are equivalent to 572 amino acids. The amino acid
sequence of the IbPDS gene was compared with the homologous sequences of other nearby plant species,
showing that it presents a close similarity with PDS of Ipomoea triloba and Ipomoea nil with 98.60% and
97.73%, respectively. CRISPR RGEN Tools provided 113 results for the /bPDS gene, filtering to 24 and
selecting three sgRNA sequences for the design of the gene editing vector, which were sgRNA 1 (5'-AC-
CTCATCAGTCACCCTGTCNGG-3"), sgRNA 2 (5'- CCTCCAGCAGCAGTATTGGTTGGTTTGNGG -3")
and sgRNA 3 (5'- CTGAACTCTCCTGGTTGGTTGTTNGG -3"). The predicted secondary structures of the
selected sgRNAs present efficient sSgRNA structures for gene editing of the target gene. The PMH-Cas9-
3xsgRNA vector for CRISPR/Cas9-mediated knockout of the /bPDS gene was designed in silico with three
sgRNA sequences and one Hygromycin resistance marker.

Keywords: Gene editing, sgRNA, /bPDS, gene editing vector, Hygromycin.

RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo el disei6 in silico de ARN guia (sgRNA) para la inactivacion del gen fitoeno
desaturasa (PDS) mediada por CRISPR/Cas9 en camote (lpomoea batatas L.). La secuencia de la region co-
dificante del gen /bPDS presenta una longitud de 1791 pares de base (bp) y estos a su vez equivalen a 572
aminoacidos. Se comparo la secuencia de aminoacidos del gen IbPDS con las secuencias homodlogas de otras
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especies vegetales cercanas, demostrandose que presenta una similitud cercana con PDS de Ipomoea triloba
e Ipomoea nil con 98.60% y 97.73%, respectivamente. CRISPR RGEN Tools proporcion6 113 resultados de
sgRNA para el gen /bPDS, filtrando a 24 secuencias y seleccionando tres secuencias de sgRNA para el disefio
del vector de edicion genética, los cuales fueron: sgRNA 1 (5’-ACCTCATCAGTCACCCTGTCNGG-3’),
sgRNA 2 (5’- CCTCCAGCAGTATTGGTTTGNGG -3°) y sgRNA 3 (5’- CTGAACTCTCCTGGTTT-
GTTNGG -3”). La prediccion de las estructuras secundarias de los sgRNA seleccionados presentan estructuras
de sgRNA eficientes para la edicion genética del gen diana. Se disefio in silico el vector pMH-Cas9-3xsgRNA,
vector para la inactivacion del gen /bPDS mediada por CRISPR/Cas9 con tres secuencias de sgRNA y un
marcador de resistencia a Higromicina.

Palabras claves: Edicion genética, sgRNA, IbPDS, vector de edicion genética, Higromicina.

INTRODUCCION

La edicidon genética es una de las tecnologias mas importantes para la investigacion moderna. Esta implica
nucleasas especificas para generar mutaciones en regiones del genoma de organismos. Asi mismo, ha aumen-
tado su desarrollo en la edicion gendmica basada en CRISPR (Clustered Regulary Interspaced Short Palindro-
mic Repeats) /Cas9 (CRISPR Associated Protein 9) que ha revolucionado por completo la biotecnologia'.
Actualmente, es usada para crear mutaciones dirigidas en el genoma del organismo de interés con resultados
de amplia importancia en la biologia funcional.

El sistema CRISPR/Cas9 de edicion genética es capaz de cortar ADN cromosdmico en regiones especificas.
Posterior al corte, la célula utiliza mecanismos de reparacion en el corte del ADN. Estas nucleasas inducen
una rotura de doble cadena (DSB) en la secuencia del gen. El DSB se repara mediante mecanismos de recom-
binacion homologa (HDR) o de unidon no homoéloga propenso a errores (NHEJ), siendo este ultimo el mas
predominante, debido a que genera pérdida de informacidn genética a través de inserciones y deleciones (in-
dels). Si esta se produce en regiones codificantes de un gen puede resultar en pérdida de su funcionalidad?.
CRISPR/Cas9 tiene la capacidad de generar la pérdida o ganancia de funciones de genes, expresando carac-
teristicas de interés en plantas®. Actualmente la técnica de inactivacion de genes mediante CRISPR/Cas9 es la
mas usada por su facil manipulacién y alta precision®. El mejoramiento de plantas mediado por la edicion
genética ha permitido afiadir caracteristicas genéticas de interés industrial en cultivos como especies oleagi-
nosas ricas en acidos grasos omega 3 y el arroz de alto rendimiento°.

Los de ARN guias (sgRNA) permiten dirigir a la enzima Cas9 a regiones especificas del ADN, estas secuen-
cias blanco seran cortadas de manera especifica. Asi el disefio in silico de sgRNA garantizara la sintesis co-
rrecta de una nueva molécula de ARN para redireccionar a la nucleasa hacia diferentes regiones del gen de
interés. En ese sentido, CRISPR se distingue de las nucleasas porque no requiere disefiar una nueva enzima
por cada secuencia que se desee editar con precision. De manera que se obtiene una alta probabilidad de
variaciones genéticas que puedan alterar a genes funcionales®.

El camote (Ipomoea batatas L.) es una de las especies mas cultivadas en Perq, lo que ha posicionado al pais
como el cuarto mayor exportador a nivel mundial. La concentracion alta de almidon en sus raices hace de
estas una de las principales fuentes de nutricién humana’. El cloroplasto es la organela que lleva a cabo la
sintesis de almidon por medio de cinco enzimas centrales, ademas, de codificar los carotenos de pigmentacion,
convirtiendo al genoma plastidico en un indicador cualitativo 6ptimo para pruebas de edicion genética®.

El gen fitoeno desaturasa (PDS) tiene como principal objetivo la biosintesis de carotenoides y su funcioén
compromete muchos rasgos fenotipicos caracteristicos como el color. Incluso, la secuencia de la proteina PDS
se ha mantenido evolutivamente constante a lo largo del tiempo, lo que sugiere que este gen, en especifico, es
de gran aporte para los métodos de edicion genética’. Es decir, que al inducir la disfuncionalidad del gen PDS
permitird determinar de forma rapida el grado de éxito en la edicidon genética, ya que compromete rasgos
fenotipicos de gran notoriedad en la planta. Por lo tanto, el adecuado silenciamiento genético del gen PDS en
Ipomoea batatas, considerada una planta de gran valor alimenticio y econdmico, aportara en el conocimiento
global en edicién genética, que es de gran interés cientifico, industrial y alimenticio!®.

Para el desarrollo de plantas editadas genéticamente es crucial presentar protocolos de regeneracion de plantas
a partir de diferentes explantes iniciales mediante el uso de metodologias de cultivo de tejidos vegetales,
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IL12 “anteras'®, microsporas, protoplastos, callos

')

teniendo alternativas como la regeneracion mediante callos
embriogénicos'4, embriones sométicos, embriones cigdticos o directamente del explante inicia
La obtencion de caracteristicas deseadas en las plantas mejoradas a partir de las ediciones genéticas dirigidas
por CRISPR/Cas9 no transfiere transgenes al individuo, por lo que los individuos obtenidos por este método
no pueden ser consideradas plantas transgénicas. Como resultado obtenemos plantas de multiples aplicaciones
comerciales. La técnica de edicion libre de T-DNA puede impulsar los procesos de mejoramiento genético en
plantas, por ello se verifica la respuesta de especies comerciales como la Ipomoea batatas al ser editadas
genéticamente'®.

En este sentido, el presente estudio tiene como objetivo el diseio in silico de ARN guias especificos para la
inactivacion del gen fitoeno desaturasa del camote (/bPDS) mediante edicion genética con el sistema
CRISPR/Cas9.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion de secuencias de aminodcidos del gen IbPDS

La secuencia de aminoacidos del gen fitoeno desaturasa del camote (/bPDS) estuvo basada en la secuencia
presentada por Seo et al.?, y se compard con otras secuencias de aminoacidos de PDS en otros organismos que
presentaron un porcentaje de similitud superior al 80%, las secuencias se obtuvieron de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias se alinearon utilizando el programa Bioedit y se formé un
arbol filogenético mediante el método de union de vecinos (Neighbor-Joining) con 1000 repeticiones de ana-
lisis de arranque (Bootstrap) con el programa MEGA 11.

Diserio in silico de sgRNA para el gen IbPDS

El disefio de los sgRNA para la region de destino del gen /bPDS se realizé empleando la herramienta en linea
CRISPR RGEN Tools (http://www.rgenome.net/) en el genoma Ipomoea batatas Pasi3. En este proceso se
empled la funcion Cas-Designer con el objetivo de realizar reconocimiento y mutacion de cambio de marco
en la secuencia objetivo. Las secuencias objetivos aptas RGEN (5'a 3") obtenidas se evaluaron con los criterios
de contenido de GC entre 40% a 60%, puntuacion fuera de cuadro mayor igual a 66 y desajustes de 1-0-0.
Para las secuencias seleccionadas de Cas-Designer, se realizé una busqueda potencial fuera del objetivo con
la funcion Cas-OFFinder para evaluar su objetivo, numero de objetivos encontrados, posicion, desajuste y
cromosoma objetivo de las secuencias on-target y off-target, seleccionado las secuencias sgRNA que posea 0
en desajustes y 1 en nimero de objetivos encontrados.

Prediccion in silico de la estructura de sgRNA para IbPDS

La prediccion de las estructuras de los sgRNA seleccionados se realizd empleando la herramienta en linea
RNAfold webserver perteneciente The ViennaRNA Web Services (http://rna.tbi.univie.ac.at/#webservices).
La prediccion se enfoco a las estructuras secundarias de los sgRNA seleccionados en conjunto con un RNA
scaffold establecido para la metodologia de edicién genética mediada por CRISPR/Cas9. La seleccion de los
sgRNA basados en sus estructuras secundarias fue establecido por la formacion de dos horquillas y tres bucles,
en cada extremo, superior ¢ inferior, respectivamente.

Diserio in silico del vector de inactivacion del gen IbPDS mediada por CRISPR/Cas9

Con los sgRNA seleccionados se continuo con el disefo del vector edicion genética del gen /bPDS, para esto
se realizo el disefo in silico con el software Snapgene. Se descargo la secuencia del vector pMH-Cas9-gate
(Plasmid #113742) de la plataforma virtual de addgene (https://www.addgene.org/) (Figura 1). El vector fue
modificado seglin lo establecido por Mallet et al.!’, para la insercion de los tres sgRNA seleccionados me-
diante las reacciones de recombinacion direccional mulisitio Gateway LR, opcion integrada en el software
Snapgene. Cada sgRNA previa a su insercion en el vector de destino se encuentran integrados con el promotor
AtU6-26.
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Figura 1: Mapa del vector de destino pMH-Cas9-gate que contiene los sitios Gateway.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de secuencias de aminoacidos del gen IbPDS

La secuencia del fitoeno desaturasa del camote (/bPDS) presenta un tamafio total de 4741 bp, dividiéndose en
14 exones y 13 intrones, de los cuales 1791 bp representan su region codificante y estos a su vez equivalen a
572 aminoécidos, las cuales representan los datos obtenidos de Seo et al.’. La secuencia de aminoacidos de
fitoeno desaturasa de camote presenté mayor porcentaje de similitud con Ipomoea triloba con 98.60%, se-
guido de Ipomoea nil con 97.73% y la secuencia que presentdé menor porcentaje de similitud de las secuencias
seleccionadas fue Carica papaya con 80.90% (Tabla 1). La cercania de las secuencias de aminoécidos del gen
fitoeno desaturasa en camote con I[pomoea triloba e Ipomoea nil se evidencia también en el arbol filogenético
(Figura 2) y presentan similitud entre las tres especies con la presencia de gaps entre el aminoacido 15 y 23,
en comparacion con las otras secuencias que no presentan dicha caracteristica (Figura 3). Este alto porcentaje
de similitud entre las secuencias se atribuye a la divergencia evolutiva que presenta el camote con Ipomoea
triloba e Ipomoea nil, especificamente este ultimo presenta una divergencia del linaje que contiene con Ipo-
moea triloba, de esta manera considerando a [pomoea nil como el posible ancestro comun entre ambas espe-
cies's.

Ne Accesion Nombre cientifico Abreviacion del gen Porcentaje de identidad
(o)
1 XP 031092200.1 Ipomoea triloba 1tPDS 98.60
2 XP 019198822.1 Ipomoea nil InPDS 97.73
3 VFQ70543.1 Cuscuta campestris CcPDS 85.91
4 ABE99707.1 Nicotiana benthamiana NbPDS 84.66
5 XP_019244024.1 Nicotiana attenuata NaPDS§S 83.97
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6 XP 009803390.1 Nicotiana sylvestris NsPDS 84.14
7 AHN92038.1 Lycium chinense LcPDS 83.79
8 XP _016498101.1 Nicotiana tabacum NtPDS 83.97
9 KAH6821829.1 Perilla frutescens PfPDS 82.24
10 KZV46264.1 Dorcoceras hygrometricum DhPDS 83.10
11 XP_002264267.1 Vitis vinifera VwPDS 82.90
12 XP_027125971.1 Coffea arabica CaPDS 81.62
13 XP 006342880.1 Solanum tuberosum StPDS 84.17
14 NP _001234095.1 Solanum lycopersicum SIPDS 83.99
15 XP _021888908.1 Carica papaya CaPDS§ 80.90

Tabla 1: Accesiones del gen PDS de especies vegetales seleccionadas para alineamiento multiple de secuencias de aminoaci-
dos para el gen IbPDS.

NsPDS

PfPDS LcPDS
S LY,
ca®P “s

saduj
90"90

Figura 2: Analisis de arbol filogenético de union de vecinos de la proteina PDS de camote y especies cercanas.
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Figura 3: Comparacion de las secuencias de aminoacidos de PDS de camote y especies cercanas.

Diseiio in silico de sgRNA para el gen IbPDS

En el disefio in silico de los sgRNA se identificaron 113 secuencias candidatas para la edicion genética en la
region del gen /bPDS. Mediante el filtrado de las secuencias se redujo a un total de 24 sgRNA o RGENs
candidatos (Tabla 2), el filtrado aplicado estuvo constituido por la evaluacion en 0 para Desajustes 1 y poste-
rior se agregaron filtros adicionales en 0 para los Desajustes 1 y 2 en nimero de objetivos encontrados, per-

mitiendo la reduccion hasta de 19 sgRNA secuencias final.
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Las consideraciones para la aplicacion de filtros estuvieron basadas en Malik et al.'’, quienes mencionan que

la eficacia de la escision sgRNA se ve influida positivamente por el aumento del contenido de guanina (G) y
citosina (C), pero no obstante el aumento del contenido GC disminuye las actividades de escision notable-
mente. La eleccion de los valores de puntuacion fuera de cuadro es importante elegir sitios de alta puntuacion
porque aumenta la probabilidad de obtener clones mutantes permanentes. Establecemos que el contenido de
GC para este trabajo debe presentar un rango de 40-60% porque son valores eficientes demostrado por Bae et
al.?%, siendo el primer filtro y seguido del segundo filtro mediante la aplicacion discriminante de puntuacion
fuera cuadro de edicion gendmica, el cual debe presentar un valor superior a 66 como recomienda la herra-
mienta en linea CRISPR RGEN Tools.

Posicion de . < Desajustes

RGEN candidatos (5' a 3") Posicion es(cg/soi)()n Direccion Cé'git;(;o fufrl;n;l;iclizgro 0 Jl )
TTGCCGTCTTCCTCTAGAGTTGG 34 5 + 50 76.1 1 0 0
AACACGACAACCAACTCTAGAGG 44 4.9 - 45 71.8 1 0 0
GTGTTATGCCCAAATTAGGGAGG 146 16.2 + 45 67.6 1 0 0
TGTTATGCCCAAATTAGGGAGGG 147 16.3 + 40 75.4 1 0 0
GTTATGCCCAAATTAGGGAGGGG 148 16.4 + 45 75.1 1 0 0
TTATGCCCAAATTAGGGAGGGGG 149 16.5 + 45 69.7 1 0 0
CGGTACCCCCTCCCTAATTTGGG 154 15.9 - 55 72.1 1 0 0
CAGAACGAAATGAAGAGGACAGG 252 25.8 - 45 66.7 1 0 0
CCATTGGAAGTTGTTATTGCTGG 292 30.9 + 40 69.5 1 0 1
CCAGCAATAACAACTTCCAATGG 292 29.8 - 40 71.6 1 0 1
CCTCCAGCAGTATTGGTTTGTGG 363 36.9 - 50 75.1 1 0 0
GACGGGGACTGGTATGAGACTGG 430 44.7 + 60 66.5 1 0 0
CCGAATATACAGAACCTGTTTGG 478 49.5 + 40 73.4 1 0 1
TGATGCCTAGTTCTCCAAACAGG 492 49.8 - 45 73.4 1 1 0
GCATCAATGATCGCTTGCAGTGG 509 52.6 + 50 80.1 1 1 0
TTTGCGATGCCAAACAAACCAGG 550 56.7 + 45 73.9 1 0 0
CTGAACTCTCCTGGTTTGTTTGG 559 56.5 - 45 73.8 1 0 0
TCAAATCGGCTGAACTCTCCTGG 568 57.4 - 50 78 1 0 0
CTGTTGCCAGCAATGCTTGGTGG 691 70.8 + 55 73.6 1 0 0
ATGGGATATCTGTTAAGGACTGG 737 75.5 + 40 71.9 1 0 0
TAAGGACTGGATGAGAAAGCAGG 750 76.8 + 45 67.3 1 0 0
ACCTCATCAGTCACCCTGTCTGG 778 78.5 - 55 69.3 1 0 0
TGGCGGATTTCCGTCTAAAAAGG 914 92.1 - 45 74.8 1 0 0
ATCGGCAAGCAAAGCCTTTCTGG 934 94.1 - 50 66.4 1 0 0

Tabla 2: Secuencias de sgRNA para la edicion del genomica en la region del gen IbPDS.

Namero de
Secuencia objetivo Cromosoma Tamafio Desajuste objetivos
encontrados
AACACGACAACCAACTCTAGNGG LGS 0 0 1
ACCTCATCAGTCACCCTGTCNGG LGS 0 0 1
ATCGGCAAGCAAAGCCTTTCNGG LG8 0 0 1
ATCGGCAAGCAAAGCCTTTCNGG LG6 0 3 1
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ATGGGATATCTGTTAAGGACNGG LG8 0 0 1
ATGGGATATCTGTTAAGGACNGG LG9 0 3 1
CAGAACGAAATGAAGAGGACNGG LG8 0 0 1
CCTCCAGCAGTATTGGTTTGNGG LG8 0 0 1
CGGTACCCCCTCCCTAATTTINGG LG8 0 0 1
CTGAACTCTCCTGGTTTGTTNGG LG8 0 0 1
CTGAACTCTCCTGGTTTGTTINGG LG6 0 3 1
CTGTTGCCAGCAATGCTTGGNGG LG8 0 0 1
CTGTTGCCAGCAATGCTTGGNGG LG9 0 3 1
GACGGGGACTGGTATGAGACNGG LG8 0 0 1
GTGTTATGCCCAAATTAGGGNGG LG8 0 0 1
GTTATGCCCAAATTAGGGAGNGG LG8 0 0 1
TAAGGACTGGATGAGAAAGCNGG LG8 0 0 1
TCAAATCGGCTGAACTCTCCNGG LG8 0 0 1
TGGCGGATTTCCGTCTAAAANGG LG8 0 0 1
TGTTATGCCCAAATTAGGGANGG LG8 0 0 1
TTATGCCCAAATTAGGGAGGNGG LG8 0 0 1
TTATGCCCAAATTAGGGAGGNGG LG9 0 3 1
TTGCCGTCTTCCTCTAGAGTNGG LG8 0 0 1
TTGCCGTCTTCCTCTAGAGTNGG LG9 0 3 1
TTTGCGATGCCAAACAAACCNGG LG8 0 0 1

*Secuencias de color azul fueron las secuencias de sgRNA seleccionadas.
Tabla 3: Secuencias objetivo/fuera de objetivo para edicion del genoma de region del gen I6PDS.

Los 19 sgRNA seleccionadas de la (Tabla 1) proporcionaron mediante la funcion Cas-OFFinder 50 secuencias
objetivas (Tabla 2) con 323 sitios incision probables en el genoma entre sitios objetivos y sitios fuera del
objetivo que difieren en varios nucledtidos de los sitios en el objetivo. Mediante el filtro de las secuencias
objetivos se redujo a 25 secuencias (Tabla 2), el filtro aplicado se considera las secuencias objetivo que pueden
poseer “1” en numero de objetivos encontrados. Ademas, se identificaron las 19 secuencias objetivo-finales
que son equivalente a 19 sgRNA (Tabla 3), ya que poseen solo un sitio objetivo en el gen /bPDS ubicado en
el cromosoma 8 y no poseen sitios fuera del objetivo. Cho et al.?!, mencionan que las RGEN pueden distinguir
los sitios de interés de los que no lo son con desajustes de dos bases, pero no aquellos con un desajuste de una
sola base. En su investigacion trabajo con células K562 y demostré que dos RGENs indujeron indels en fre-
cuencias del 75% (C4BPB) y del 60% (CCRS) en los sitios correspondientes en las células K562, ademas los
RGEN no pueden escindir eficientemente al DNA cromosdmico si poseen desajustes de dos o mas nucledti-
dos. Por otra parte, RGEN pueden distinguir los sitios objetivo de los sitios fuera del objetivo que difieren en
al menos dos bases, permitiendo elegir sitios objetivo-linicos que no tengan secuencias homologas en otras
partes del genoma.

Prediccion in silico de la estructura de sgRNA para IbPDS

Las estructuras secundarias de los tres sSgRNA seleccionados fueron predichas presentando la formacion de
dos horquillas en el extremo superior y una doble horquilla en el extremo del tallo inferior (Figura 4). La
determinacion de estas estructuras secundarias es importante porque permite identificar las secuencias de
sgRNA que pueden presentar variaciones estructurales que mermen la capacidad de reconocer y editar la
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region diana®>%3. Sin embargo, dentro de estas potenciales variaciones, se establece la presencia de un motivo
conservado en el sgRNA, que determina la formacion de estructuras en forma de horquillas estables en posi-
ciones establecidas, permitiendo la obtencion de estructuras que estan en concordancia con ser reconocido
como un componente clave en el disefio de sgRNAs?*,

d

Figura 4: Estructuras secundarias de los sgRNA para la edicién genética del gen IbPDS: (a) sgRNA 1, (b) sgRNA 2y (¢)
sgRNA 3.

Diseiio in silico del vector de inactivacion del gen IbPDS mediada por CRISPR/Cas9

Se disefi6 el vector de destino pMH-Cas9-3xsgRNA para la edicion genética del gen IbPDS, la insercion de
los tres sgRNA se realizo in silico mediante las reacciones de recombinacion direccional mulisitio Gateway
LR, especificamente en los sitios att/ y att2 del vector inicial. El vector presenta, a parte de los tres sgRNA,
el marcador de seleccion de resistencia a Higromicina, el cual cuenta con el promotor 35S; también esté pre-
sente la secuencia de la endonucleasa Cas9 con su promotor Ubi y terminador 35S (Figura 5). El vector de
destino fue disenado para la transformacion genética de protoplastos de camote, segin la metodologia esta-
blecida por Nishimaki y Nozué?, para la obtencion de los protoplastos de camote y modificada para la apli-
cacion del vector segun la metodologia establecida por Steiner?®, quienes establecieron metodologias para un
alto rendimiento de obtencion de protoplastos y la regeneracion de pequefias colonias a partir de los proto-
plastos hasta obtener plantas completas, asi como una eficiencia de transformacion cercano al 90%.
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Figura 5: Mapa del vector de destino pMH-Cas9-3xsgRNA para la edicion genética del gen IbPDS.

El disefio de vectores in silico, es una herramienta que permite predecir con precision los sitios de restriccion
necesarios para la insercion de la maquina de edicién genética, como es el caso de los tres sgRNA con sus
respectivos promotores y terminadores. En otras investigaciones también utilizan SnapGene como herra-
mienta para la construccion de un vector de expresion insertado con la secuencia de sgRNA pero en este caso
emplearon un promotor T7 y otros promotores virales que codifican tanto el sSgRNA como la proteina Cas12?’.
Este tipo de herramientas computacionales permite manipular las secuencias que codifican genes para la pro-
teina Cas como para las resistencias a antibidticos, lo que representa una ventaja a tener en cuenta para las
futuras etapas experimentales en laboratorio, evitando de esta manera futuros errores y por lo tanto reduciendo
o evitando también perdidas en el uso de reactivos y tiempo por posibles fallos durante el clonamiento de este
tipo de vectores®®. Las herramientas del disefio de vectores in silico permiten ademas seleccionar y manipular
diversos tipos de vectores, dependiendo del organismo a trabajar, asi se presentan metodos efectivos para
disefiar vectores de expresion transitoria o por métodos Gateway?.

El uso de las herramientas computacionales o in silico son cruciales para prever la precision y el éxito de la
edicion génica mediada por CRISPR/Cas9 del gen /bPDS en camote. Todas las herramientas utilizadas pre-
sentan el enfoque computacional, gracias a los avances y mejoras de algoritmos, el disefio de los sgRNA
permite predecir la varianza individual relacionada con las actividades dentro y fuera del objetivo®’. De esta
manera los métodos in silico cubren las caracteristicas mas especificas, como el entorno de la cromatina, la
accesibilidad y la expresion de exones, y ofrecen predicciones mds precisas®!'. Considerando también la com-
binacion del predictor de microhomologia y la alineacion local con la referencia puede allanar un nuevo ca-
mino para cuantificar las mutaciones inducidas en la secuencia del gen /bPDS*?. El disefio in silico de sgRNA
proporciona un paso clave para el sistema CRISPR y permite que los estudios CRISPR aprovechen la bioin-
formatica y las técnicas computacionales, precisamente mediante el uso de estas herramientas computaciona-
les se permite el disefio de sgRNA in silico con una alta eficacia en el objetivo y una reduccién de los efectos
fuera del objetivo™.

CONCLUSIONES

Se disend in silico tres sgRNA para la inactivacion del gen /bPDS mediada por CRISPR/Cas9. Se compard6 la
secuencia de aminodcidos de PDS de camote con otras especies vegetales y se demostré que presentan una
similitud cercana con PDS de Ipomoea triloba e Ipomoea nil con 98.60% y 97.73%, respectivamente. La
prediccion de las estructuras secundarias de los sgRNA seleccionados presentan estructuras de sgRNA efi-
cientes en edicion genética. Asi mismo, se disefido el vector pMH-Cas9-3xsgRNA, vector con las tres
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secuencias de sgRNA diseniadas. Este vector de edicion genética fue disefiado mediante herramientas compu-
tacionales in silico, al igual que los sgRNA y las predicciones de estructuras secundarias. Estas herramientas
son importantes en la prediccion de la precision y €xito de la edicion genética del gen objetivo, mediante este
enfoque permite a los estudios moleculares enfocados a edicion genética aprovechar la bioinformatica y téc-
nicas computacionales para disefar y predecir de manera practica moléculas de ADN o proteinas.
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