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Resumen

Las rosas son los arbustos ornamentales mas importantes del mundo, su edicién
genética busca mejorar caracteristicas fisicas para satisfacer la demanda comercial y
reducir las pérdidas de los cultivares por ataques de plagas o estrés ambiental. El
mecanismo de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas (CRISPR) es un sistema de la naturaleza conformado por un ARN guia
(sgRNA) y la endonucleasa Cas utilizados como una herramienta conjunta de edicién
génica. El presente proyecto de titulacién tiene como objetivo el implementar la
tecnologia CRISPR/Cas9 en la edicion genética de cuatro variedades de rosas en el
gen de la enzima Fitoeno desaturasa (PDS). Se implementé esta tecnologia para la
edicidn in vitro de los exones 5, 6, 7y 8 de PDS de rosas, como una prueba de
concepto que permita validar CRISPR/Cas9 en estas plantas. Primero se realizé la
extraccién de ADN y amplificacién del gen objetivo, posteriormente se analizé la
variabilidad alélica de la regién en todas los cultivares para disefiar los sgRNA. Las
guias obtenidas tuvieron altos porcentajes de especificidad y minimos efectos off-target,
en consecuencia, se obtuvo un experimento exitoso en escision in vitro de todos los
exones por CRISPR/Cas9. Se recomienda realizar estudios in vivo para evaluar la

eficiencia del ensayo y determinar los mutantes mediante estudios de restriccion.

Palabras clave:

e ROSA SPP.

e CRISPR/CAS9

e EDICION GENETICA

e FITOMEJORAMIENTO

e FITOENO DESATURASA (PDS)
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Abstract

Roses are the most important ornamental flowers in the world; genetic editing of these
plants seeks to improve their phenotype to meet commercial demand and reduce losses
due to pest attacks or environmental stress. The clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR) mechanism is a natural system consisting of a guide
RNA (sgRNA) and Cas endonuclease used as a joint gene editing tool. The objective of
this project was to implement CRISPR/Cas9 technology for the genetic edition of the
Phytoene desaturase (PDS) gene of four rose varieties. This technology was
implemented for in vitro gene editing of exons 5, 6, 7 and 8 of PDS in roses as a proof of
concept to validate CRISPR/Cas9 in these plants. First, DNA extraction and
amplification of the target gene was performed, then the allelic variability of the region
was analyzed in all cultivars to design the sgRNAs. The obtained guides had high
specificity percentages and minimal off-target effects, consequently, a successful
experiment was obtained in the in vitro excision of Cas9 in all exons. In vivo studies are
recommended to evaluate the efficiency of the assay and to determine mutants by

restriction assays.

Key words:

ROSE SPP.

e CRISPR/CAS9
e GENE EDITING
e PLANT BREEDING

e PHYTOENE DESATURASE (PDS)
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

La agricultura y las industrias que dependen de recursos vegetales buscan la
produccién de plantas con caracteristicas mejoradas utilizando sistemas especificos y
sencillos (Wada et al., 2020). Las tecnologias de edicion del genoma mediante
nucleasas especificas de secuencia son herramientas actuales para el estudio de
funcionalidad de genes y fitomejoramiento (Zhong et al., 2018) entre ellas se
encuentran las nucleasas de dedos de zinc (ZFN), las proteinas efectoras de tipo
activador de la transcripcion (TALEN), y el sistema de repeticiones palindrémicas cortas

(CRISPR) (Dalla et al., 2019).

El sistema ZFN es una combinacion entre i) los dominios proteicos dedos de
zinc que se unen al ADN reconociendo trinucle6tidos vy ii) el dominio catalitico de la
endonucleasa de restriccion Fokl que genera multiples cortes de doble cadena (DSB)
en el genoma (Bortesi & Fischer, 2015; Dalla et al., 2019; Pefia, 2017). Al igual que las
nucleasas de dedos de zinc, los TALENs funcionan como dimeros enteramente
proteicos donde la escision del genoma depende de Fokl, sin embargo nacen como
alternativa a ZFN ya que su construccion es mas sencilla y permite modificaciones

dirigidas del ADN (Bortesi & Fischer, 2015; Peiia, 2017).

El sistema CRISPR es la herramienta para edicion de genomas mas estudiada
por su simplicidad y especificidad en la edicion genética (Madrid & Gabriela, 2018). A
diferencia de ZFN y TALEN consta de un ARN quimérico y una Unica proteina
monomeérica encargados del reconocimiento y escision del ADN, respectivamente;
ademads, no requiere de ingenieria de proteinas por lo que es posible probar varios ARN

para cada gen objetivo (Bortesi & Fischer, 2015).
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CRISPR puede desarrollarse de novo o adaptarse a un sistema anteriormente
estudiado para una especie evolutivamente cercana, sin embargo, con el fin de evaluar
este sistema de edicion génica, es necesario la aplicacion de pruebas de concepto
antes de disefar la modificacion de caracteristicas de fitomejoramiento. Generalmente,
la desactivacion de un gen cuyo mutante tiene un fenotipo de facil deteccion visual es la
primera aplicacion de la tecnologia CRISPR en plantas (Dalla et al., 2019; S. Shan

et al., 2020).

Justificacion del problema

Las rosas son consideradas como el cultivo floricola mas importante y
representa aproximadamente el 30% del mercado mundial (Foucher et al., 2015). Sus
caracteristicas ornamentales, terapéuticas y cosméticas las convierten en plantas
altamente demandadas con siembras anuales que superan los 240 millones y generan

mas de 888 millones de délares en el mercado minorista (Davey et al., 2000).

El género Rosa tiene aproximadamente 200 especies de las cuales mas del
50% son poliploides. Los cultivares modernos son hibridos interespecificos derivados
de 8 a 20 especies entre las que destacan R. canina, R. chinensis, R. gallica, R.
gigantea, R. moschata, R. multiflora, R. phoenicea, R. rugosa y R. wichurana; y que han
generado rasgos diversos como la capacidad de floracion, color, fragancia, tamafio

entre otros (Nguyen & Nhung, 2019; Raymond et al., 2018).

El mejoramiento de Rosa spp. mediante el método convencional (cruce sexual)
es dificil de alcanzar debido a la elevada heterocigosidad y la ausencia de lineas
endogamicas (Davey et al., 2000) ademas de causar problemas en la hibridacion
sexual, formacion y germinacion de semillas y prologando tiempo en la obtencion del

producto (Nguyen & Nhung, 2019). Técnicas de edicidon genética precisas como
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CRISPR, podrian ser consideradas como una alternativa a los métodos tradicionales
debido a la alta especificidad con la que se pueden realizar alteraciones genéticas y la

rapidez con la que se pueden producir nuevos cultivares (Nishihara et al., 2018).

Objetivos

Objetivo General

¢ Implementar la primera fase de la técnica de CRISPR/Cas9 en Rosa spp. para la

edicion del gen de la enzima fitoeno desaturasa (PDS).

Objetivos Especificos

e Determinar la variacion alélica del gen de la enzima fitoeno desaturasa (PDS)
mediante PCR, secuenciacién y analisis bioinformatico

e Disefiar el ARN guia para la edicién de la enzima fitoeno desaturasa (PDS) en
Rosa spp.

e Efectuar un ensayo para seleccionar ARN guias efectivos mediante la escision

in vitro de CRISPR/Cas9.
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Capitulo Il: Marco tedrico

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 fue identificado por primera vez en Streptococcus pyogenes
como parte del sistema inmunolégico para protegerse de bacteriéfagos invasores
(Wiedenheft et al., 2012). La tecnologia funciona mediante dos fases, adquisicion e
interferencia. Durante la primera etapa se da la inyeccién de ADN exdgeno (espaciador
de 32 nucledtidos) por el fago invasor a la célula huésped, esta secuencia se inserta en
la regién CRISPR (repeticiones en tAndem de 29 nucleétidos) del organismo procariota

y activa el sistema de defensa celular (Barrangou et al., 2007; Thurtle & Lo, 2018).

La fase de interferencia involucra el silenciamiento del ADN extrafio gracias a los
DSB generados por la endonucleasa Cas, de esta forma se induce la inmunidad
adaptativa tipo Il en las células contra futuras infecciones virales (Karvelis et al., 2013;

Thurtle & Lo, 2018).

Elementos del sistema CRISPR/Cas9

El sistema CRISPR de tipo Il se compone de pequefios ARN CRISPR
interferentes maduros (crRNA) que se unen a ARN CRISPR transactivantes (tracrRNA)
para activar y dirigir a la endonucleasa Cas9 (Bortesi & Fischer, 2015). El proceso de
edicion genética mediante CRISPR/Cas9 (Figura 1) inicia con el disefio de un ARN guia
pequefio (sgRNA) que posee una horquilla con la misma funcion que el complejo
tracrRNA-crRNA, lo que permite generar el emparejamiento de bases entre el SQARN y

el ADN diana (S. Shan et al., 2020).

La especificidad de unién esta determinada por la secuencia del motivo

adyacente al protoespaciador ([PAM]: NGG) que es identificada por el complejo sgRNA-
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Cas9 y se encuentra junto la secuencia diana, es decir, si el espaciador es
complementario al ADN de interés yuxtapuesto a PAM, la nucleasa Cas9 creara DSB

tres nucledtidos aguas arriba de PAM (X. Liu et al., 2017; Qi et al., 2013).

Figura 1

Esquema del mecanismo de edicion del genoma por CRISPR/Cas9

Target sequence

Cas9
PAM
RuvC } NGG

LTI - (LTI
|||||||||H|| Il

HNH
suRNA
Guide st -qucnu:

20 nt

Nota. La endonucleasa Cas9 realiza DSB en el ADN con dos dominios de escision.
RuvC es el dominio que escinde la hebra no homdéloga (opuesta al ADN bicatenario)
mientras que HNH corta la hebra complementaria al crRNA. Adaptado de Application of
CRISPR/Cas9 in plant biology, 7(3), 292-302, Liu, X., Wu, S., Xu, J., Sui, C., & Wei, J.

(2017), Acta Pharmaceutica Sinica B.

Si la escision es efectiva, inicia un mecanismo de reparacion celular (Figura 2)
mediante dos vias: i) la uniéon de extremos no homaologos (NHEJ) o ii) la reparacion
dirigida por homologia (HDR) (Zaidi et al., 2020). NHEJ es la m&s comun y se
caracteriza por que la union de los extremos de ruptura genera inserciones o deleciones
(indeles) de uno o mas nucleétidos (Noman et al., 2016); ademas, este proceso deriva
en la pérdida de funcion proteica o eliminacion del gen (Dalla et al., 2019). Por otro lado,

el sistema HDR es el mecanismo de reparacion precisa, ya que se activa solo si se
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proporciona una plantilla de ADN exdgeno, originando knock-in o reemplazo de genes

(Zaidi et al., 2020).
Figura 2

Mecanismos de reparacion de DSB formadas por nucleasa sitio especifico

& + ST CE— ‘~~~
no donor DNA + donor DNA + donor DNA + donor DNA
3 c—————— ——— —_ | —— = ——— ——a|
[————— ] ————3 | —3 — [== "]
+g + co=eem——— 1
gene knockout gene inserlion gene modification gene insertion
(a) (b) (c) (d)

Nota. NHEJ resulta en a) insercion o delecion de nucleétidos para la eliminacion de

genes o b) insercidn de genes mediante un ADN donante. La modificacién de genes por
HR se da por c) introduccion de nucleétidos precisos o d) insercion de genes completos.
Tomado de The CRISPR/Cas9 system for plant genome editing and beyond. 33(1), 41—

52. Bortesi, L., & Fischer, R. (2015). Biotechnology Advances.

CRISPR/Cas9 en plantas

La edicion gendmica mediante CRISPR en plantas inicia con la eleccion del gen
de interés ubicado aguas arriba de la secuencia PAM y el disefio de un sgRNA
especifico y complementario a la secuencia objetivo (Lowder et al., 2016).
Posteriormente los constructos de sgRNA-Cas9 se clonan en vectores de expresion
binarios (dependiendo si se trata de tecnologias in vitro o in vivo), y finalmente, se

realiza la entrega del sistema a las células vegetales. Las plantas editadas son
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identificadas mediante secuenciacién y ensayos de restriccidn incluso en generaciones

posteriores (Dalla et al., 2019).

Disefio y evaluaciéon de sgRNA

La construccion de la guia de ARN es un gran desafio debido a que se deben
cumplir los criterios de especificidad y eficacia, para ello se usan modelos predictivos y
softwares bioinformaticos que identifican los sitios de destino y evaltan los efectos off-
target (Cui et al., 2018). Existen varias consideraciones en el disefio que permiten
obtener resultados deseados, por ejemplo, se recomienda que la longitud del
espaciador en el sgRNA sea de aproximadamente 20 nucleétidos y que no contenga
polyT para evitar la terminacion de la transcripcion de la ARN polimerasa Ill; ademas, se
sugiere un alto contenido de GC (50-70%) del gen de escision para mejorar el

emparejamiento de bases (S. Shan et al., 2020).

Las herramientas computacionales han permitido disefiar sgRNA de alta
eficiencia y faciles de usar en multiples organismos, entre los softwares mas comunes
para la edicion del genoma vegetal se encuentran CRISPR-P, CRISPOR, CRISPR-

PLANT y CRISPR-GE (G. Liu et al., 2020).

CRISPOR es una plataforma web que trabaja con mas de 417 genomas para la
validacion de secuencias guia. Este programa se caracteriza por ser de facil manejo y
permitir seleccionar protoespaciadores éptimos en tres pasos: i) ingresar la secuencia a
analizar de hasta 2000 pb, ii) elegir un genoma para examinar los sitios fuera del
objetivo y iii) elegir la nucleasa y sus variantes (Concordet & Haeussler, 2018). Los
resultados se presentan en formato grafico y de tabla que contienen informacién sobre
las secuencias de los protoespaciadores, sus posiciones con las cadenas de ADN

indicadas, sitios PAM vy la referencia a los “cebadores de clonacién / PCR”. Ademas, los
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sgRNA propuestos se clasifican por especificidad y su eficacia se evalia mediante dos

algoritmos diferentes (Gerashchenkov et al., 2020).

Influencia de variabilidad alélica

Los sistemas CRISPR se basan en el emparejamiento de bases de Watson-
Crick para mediar la escisiébn gendémica, por lo tanto, la variacion alélica de genes de
edicion afecta la focalizacion de sgRNA-Ca9 disminuyendo la homologia de secuencia
en los sitios dentro y fuera del objetivo (Canver et al., 2018). La presencia de variantes
de secuencia pueden afectar los ensayos de varias formas: i) generar desajustes entre
los sgRNA y el gen objetivo, ii) atenuar la actividad de Cas9, iii) alterar las secuencias
PAM por mutaciones o destruccion de la regién y iv) provocar toxicidad celular (Pinello

et al., 2016).

El analisis de variabilidad alélica inicia con la identificacion del gen objetivo mediante
PCR y sigue con el procesamiento mediante herramientas bioinformaticas como Basic

Local Alignment Search Tool del NCBI (BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Este

método permite comprar una regién de ADN o proteina con secuencias de bases de
datos determinadas y entrega alineamientos con puntajes de identidad y significancia
estadistica (Marin, 2013). Finalmente, se identifican las zonas conservadas mediante
alineamientos multiples para disefiar las guias del sistema CRISPR (Canver et al.,

2018).

Mecanismos de entrega a plantas

Posterior al disefio y construccion de sgRNA-Cas9 se da la clonacién en
vectores de expresion de plantas bajo promotores ideales, sin embargo, este paso

depende si el sistema es in vitro o in vivo, pues es recomendable realizar la validacion


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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in vitro primero. Después, los constructos se administran a la planta a través de
mecanismos de entrega (Figura 3) mediados por ADN o ARN, o por complejos proteicos

de ribonucledtidos (Dalla et al., 2019; Lowder et al., 2016).

Figura 3

Mecanismos de entrega de CRISPR-Cas9 en células vegetales

O 1-0nA (CRISPR/Cas9) \ O ona AU mRNA - T3 RNP
Agmba% Gene gun Transfection
_ N
4; )
P 1'24:*
}}.".{f.»’s‘,‘
== Wy

Cell Transformation

{_mr— — ) S ——
== —> O

k(‘;—,.;—;"-'r) 6-\\—_ r=/‘) =
Callus induction Regeneration o—)

Root induction

Nota. La obtencién de plantas modificadas con ingenieria genética implica métodos
transgénicos 0 no transgénicos, siendo el mecanismo de ribonucleoproteinas (RNP) el
mas destacado por su especificidad, eficiencia y no transgénesis. Tomado de DNA-free
genome editing with preassembled CRISPR/Cas9 ribonucleoproteins in plants. 28, 61—

64. Park, J., & Choe, S. (2019). Transgenic Research.

El sistema de entrega comun en plantas es la transformacién de casetes de
expresion CRISPR/Cas9 mediada por Agrobacterium a través de embriones, callos,

hojas y 6rganos florales. Es el método mas prometedor debido a la alta eficiencia y
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estabilidad de la edicién, sin embargo, necesita de un vector binario preciso y su

desarrollo genera plantas transgénicas (Lowder et al., 2016; Sandhya et al., 2020).

Los casetes CRISPR/Cas9 pueden administrarse a las células utilizando
plasmidos de expresion o complejos ribonucleoproteicos (RNP: [sgRNA-Cas9]) en lugar
de ADN transferido (T-DNA) con Agrobacterium; para ello, las tecnologias mas
comunes son: la entrega de particulas con biobalistica o la transformacion de

protoplastos con polietilenglicol (PEG) (Park & Choe, 2019; Sandhya et al., 2020).

La primera consiste en la transferencia de genes usando una “pistola de
biobalistica” que generalmente utiliza particulas de oro, tungsteno o plata portadoras de
RNPs (Svitashev et al., 2015). A pesar de ser un método altamente demandado por la
ausencia de un vector binario CRISPR/Cas9, posee limitantes como la necesidad de
condiciones estrictamente controladas, menor eficiencia de edicion y altos costos

(Sandhya et al., 2020).

El uso de protoplastos por otra parte, permite pruebas rapidas y rutinarias.
Consiste en la entrega de RNPs o del plasmido con sgRNA-Cas9 a protoplastos
incubados con PEG como agente de fusién (Sandhya et al., 2020). Su principal limitante
es la dificil regeneracién de plantas enteras que aun no se ha logrado en algunas
especies; aun asi, su ventaja mas apetecida es que permite obtener plantas editadas

sin ADN extrafio (Kuluev et al., 2019).

Edicién genética en Rosa spp.

La tecnologia de secuenciacion del genoma ha mejorado considerablemente a
lo largo del tiempo, lo que ha permitido obtener informacion relevante para el

mejoramiento de los rasgos de plantas ornamentales. En los Ultimos afios ya se han
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reportado la secuencia genémica de Rosa chinensis, Rosa multifiora y Rosa roxburghii
(Ahn et al., 2020) y con ello estudios acerca de genes relacionados a caracteristicas

potenciales a optimizar (Nanjaraj et al., 2018).

La edicion genética en rosas busca mejorar caracteristicas fisicas para
satisfacer la demanda comercial al igual que reducir el uso de agroquimicos durante la
cosecha y poscosecha. Los requerimientos para transformacion genética vegetal son: i)
Sistema de cultivo de tejidos para generar plantas completas y fértiles; ii) Vectores
apropiados para la transformacion; iii) Protocolo de edicién completamente funcional; iv)

Herramienta de analisis para detectar transformantes (Arzate et al., 2014).

Enzima fitoeno desaturasa (PDS)

Antes de iniciar con el disefio de la edicién genética para la mejora de la especie
de interés es necesario una prueba de concepto. La desactivacion de un marcador, es
decir, un gen que al mutarlo da como resultado un fenotipo que permite una deteccion
visual sencilla, es la mas comun. Uno de los marcadores mas utilizados en plantas es el
gen de la enzima fitoeno desaturasa (PDS) debido a que el mutante de pérdida de
funcién tiene un fenotipo albino y tiene la ventaja de ser un gen de copia Unica en los

genomas de las plantas (Dalla et al., 2019; S. Shan et al., 2020).

PDS es una de las enzimas esenciales de la via de biosintesis de carotenoides,
se encarga de la desaturacion del fitoeno incoloro en {-caroteno para formar licopeno.
Debido a que PDS interactia con multiples metabolitos como el acido giberélico (GA), el
acido abscisico (ABA), la cadena fitol de la clorofila, entre otros; su desactivacion afecta
la fotosintesis y produccién de carotenoides, lo que conduce al albinismo y lento

crecimiento de la planta (Nishitani et al., 2016; Tian, 2015).
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A pesar de que CRISPR ya ha sido implementada en plantas ornamentales
como orquideas (Kui et al., 2017) y petunia (Xu et al., 2020; Yu et al., 2020) ,y en
especies de la familia de las rosaceas como manzana, pera (Charrier et al., 2019;
Osakabe et al., 2018) y fresa (Wilson et al., 2019); no se han reportado estudios en
rosas, sobre todo en la desactivacién de un marcador; por lo tanto, es necesario
implementar pruebas de concepto para demostrar el éxito de ediciéon del genoma de

esta planta mediante tecnologia CRISPR/Cas9.

Hipotesis

El sistema CRISPR/Cas9 in vitro puede ser implementado en Rosa spp. para la

edicion del gen de la enzima fitoeno desaturasa (PDS).
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Zona de estudio

El presente proyecto de titulacion fue desarrollado en el laboratorio de
diagnéstico molecular IDgen ubicado en la ciudad de Quito en la provincia de Pichincha
con una duracién de 7 meses desde su planteamiento en marzo 2021 hasta su

presentacion en septiembre 2021.

Recoleccion de muestra vegetal

El material vegetal fue proporcionado de la empresa Conectiflor S.A.
representantes de International Rose Breeder en Ecuador. La recoleccion consistié en
obtener cuatro variedades de Rosa spp. con hojas jovenes y en desarrollo.
Posteriormente, las hojas seleccionadas se cortaron y almacenaron a -20°C por

periodos maximos de 20 dias.

Extracciéon de ADN

El protocolo de extraccién de ADN de hojas jévenes de rosa se baso en
(Ferdous et al., 2012) como un método de extraccion de ADN rapido sin nitrdgeno
liguido a temperatura ambiente. Las soluciones utilizadas corresponden al buffer de
extraccion, solucion CTAB 2X, cloroformo: alcohol isoamilico: fenol, isopropanol y etanol
(70%). El proceso no se detallada debido a la ley de confidencialidad manejada por

“‘Royal Flower”

Cuantificacién de ADN y analisis de calidad

Se utilizo el espectrofotémetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 que entrega

valores de concentracion y calidad del acido nucleico. Se utilizé 1 uL de ADN extraido y
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se analizaron los valores de concentracion (ng/uL) junto con la relacién de absorbancia

A260/280 y A260/230.

La integridad del ADN se visualiz6 mediante un gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio y TBE 1X, se cargaron 5 uL de ADN con 3 uL de buffer de carga Blue
Juice 10Xy la corrida mantuvo las condiciones de 95V y 250 mA durante 35 minutos. El

gel resultante se visualizé en un Transiluminador UV.

Amplificacion del gen de la enzima PDS por PCR convencional

Eleccion de laregidn objetivo

Para que se dé un correcto silenciamiento genético, es importante apuntar al
dominio de la proteina objetivo. El dominio proteico de la enzima fitoeno desaturasa fue

determinado con el software UniProt (https://www.uniprot.org/) con namero de

identificacion Q1KMK?7 para Rosa chinensis. Posteriormente se eligio la region de
silenciamiento. Estudios recientes de (Osakabe et al., 2018) mostraron que la mayor
eficiencia de mutacion se logré al apuntar al exén 7 del gen PDS de manzana 'y
parcialmente en el exén 6, por lo que se consideraron los exones 5, 6, 7 y 8 para los

ensayos.

Disefio de cebadores

Se disefiaron dos pares de primers mediante la herramienta bioinformatica

Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y su analisis mediante el

software OligoAnalyzer™ Tool (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). El

primer par de primers amplifica para los exones 5y 6 (region 5-6) mientras que el
segundo para los exones 7 y 8 (region 7-8). Los criterios utilizados para la eleccién del

set de cebadores fueron: longitud de 18-22 nucle6tidos, contenido de CG de 40-60%,


https://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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extremo 3’ con C o G, temperatura de fusion (Tm) entre 60°C y 75°C con una diferencia

de 5°C entre si, extremos 3’ de los primers no complementarios para evitar la

produccién de primers-dimer, y energia de Gibbs entre -1.6 a -9.0 kcal/mol. La

especificidad de los cebadores se evalué mediante Primer-Blast.

Amplificacion de ADN

La amplificacion del gen de la enzima PDS se realizé6 mediante PCR

convencional utilizado 2X PCR Tag Master Mix with Dye junto con los reactivos

mostrados en la Tabla 1. Ademas, se compararon lo resultados con el disefio in silico

realizado en la plataforma web Benchling (https://benchling.com)

Tabla 1

Componentes para una reaccién de PCR convencional

Reactivo Concentracion  Concentracion Volumen de
stock final trabajo
2X PCR Taq Master Mix 2X 1X 12,5 uL
with Dye
Primer Forward 10 uM 1uM luL
Primer Reverse 10 uM 1uM luL
ADN - 100-200 ng/ul luL
Agua libre de nucleasas - - 8,5uL
Volumen final 25uL

Nota: Basado en User Guide: 2X PCR Tag Master Mix with Dye. Applied Biological

Materils Inc., 2019

Las condiciones del programa del termociclador se muestran en la Tabla 2. Para

determinar la temperatura de hibridacion (Ta) optima de los pares de primers, se realizé


https://benchling.com/
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un gradiente de temperatura en el programa en base a la Tm de los cebadores
disefiados. Finalmente se visualizaron los productos de PCR en un gel de agarosa al
1% TBE 1X con bromuro de etidio y un marcador de 100 pb, con condiciones de 95V y

250 mA durante 35 minutos. El gel resultante se visualizé en un Transiluminador UV.

Tabla 2

Programacion del termociclador para PCR del ADN obijetivo

Etapa Temperatura (C°) Tiempo (s)
Desnaturalizacion inicial 95 180
Desnaturalizacion 95 30
Hibridacion Gradiente 30
Extension 72 60
Extension final 72 300

Nota: Basado en User Guide: 2X PCR Tag Master Mix with Dye. Applied Biological

Materils Inc., 2019

Andlisis de variabilidad alélica

Los amplicones obtenidos en la PCR convencional fueron secuencias mediante
tecnologia Sanger para confirmar las secuencias de nucleétidos y disefiar los ARN guia.
El analisis de secuencias se realizo a través de la Benchling, primero se hizo la limpieza
de los extremos 5’ y 3’ de baja calidad de las secuencias forward y reverse, se
identificaron las posibles regiones indicadores de heterocigosidad (dobles picos) y se
construy6 una secuencia consenso en la que se identificaron los exones de interés
(Figura 4). Una vez obtenida la secuencia consenso por variedad de rosa, se realizo el
alineamiento con el software Sequence Identity And Similarity (SIAS) para identificar el

grado de similitud. Finalmente, se generd una secuencia consenso general para cada
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region de exones, se alinearon en BLAST para identificar homologia con la base de

datos y se identificaron las regiones conservadas para el disefio de los ARN guias.

Figura 4

Limpieza de extremos de secuencia para el gen de enzima PDS
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Nota. Secuencia forward del gen PDS correspondiente a una variedad de Rosa spp.

mediante el software Benchling.

Edicion del gen de la enzima PDS con CRISPR/Cas9 in vitro

Disefio de ARN guias

El disefio del sgRNA para cada exon se realizo con base en la secuencia

consenso general con la identificacion de ubicacién de los exones. Se utilizo la

plataforma web CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) con el organismo Rosa chinensis
(faRoseObdhl) y la endonucleasa Cas9 como datos de entrada. El sgRNA se
selecciond con base en los criterios de: altas puntuaciones predictivas (>95), elevados
valores de especificidad (>40) y, baja evaluacion fuera de marco y efectos off-target.
Ademas, se evalud la presencia de la region PAM en la secuencia consenso y la region

entregada por el software.


http://crispor.tefor.net/
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Transcripcién in vitro de sgRNA

La transcripcion del sgRNA se llevé a cabo con el Kit Guide-it™ sgRNA In Vitro
Transcription (Takara Bio USA, Inc.). Primero se realizé la amplificacion por PCR de la
plantilla de sgRNA utilizando los reactivos de la Tabla 3. Para ello se colocaron las
reacciones en un termociclador con el programa recomendado en el kit. El producto de
PCR fue analizado en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, TBE 1X y un
marcador de 100 pb con condiciones de 95V y 250 mA durante 35 minutos. El gel

resultante se visualizé en un Transiluminador UV.

Tabla 3

Componentes de amplificacion de sgRNA para una reaccion

Reactivo Cantidad
PrimeSTAR Max Premix (2X) 12.5uL
Plantilla Scaffold Guide-it luL
Cebador sgRNA disefiado 0.5uL
Agua libre de RNasas 11uL
Volumen final 25 uL

Nota: Basado en Guide-itTM sgRNA In Vitro Transcription and Screening Systems User

Manual

El producto de amplificacion se utiliz6 como molde para el ensayo de
transcripcion. Se colocaron los reactivos de la Tabla 4 en tubo y se incub6 en Bafio
Maria a 37°C por 4 horas, luego se agregaron 2 uL de ADNasa y se incubé a la misma
temperatura por 15 minutos. Finalmente, el sgRNA transcrito se almacen6 a -20°C

hasta su uso posterior
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Tabla 4

Componentes de la transcripcion de sgRNA para una reaccion

Reactivo Cantidad
sgRNA amplifcado 5
Buffer de transcripcion in vitro 7
Guide-it Polimerasa T7 Mix 3
Agua libre de RNasas 5

Volumen final 20 uL

Nota: Basado en Guide-itTM sgRNA In Vitro Transcription and Screening Systems User

Manual

Purificacién in vitro de sgRNA transcrito

Para la purificacion del sgRNA se utiliz6 el Kit Guide-it™ /VT RNA Clean-Up
(Takara Bio USA, Inc.). Se agregaron 78 UL de agua libre de ARNasa al sgRNA
transcrito y se transfirio el total a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, posteriormente
se colocaron 30 pL de tampdn de union IVT y se agitdé durante 5 segundos en vortex.
Se afiadieron a la mezcla 130 pL de isopropanol y se volvié a agitar. Mas adelante, se
utilizé una columna de centrifugacion de limpieza de ARN IVT en un tubo de recoleccién
y se carg6 la muestra por inversién. Se centrifugd a 11000 xg durante 30 segundos a

temperatura ambiente y se elimindé el flujo continuo.

La columna se colocé nuevamente en un tubo de recoleccion y se adicionaron
600 pL de tampon de lavado IVT, después se centrifugé a 11000 xg durante 30
segundos a temperatura ambiente y se desecho el flujo continuo. Finalmente, se
empled un nuevo tubo de correccidn, se afiadieron 250 pL de tampon de lavado IVT y

se centrifugd por 2 minutos. Para diluir el sgRNA se colocé la columna en un nuevo
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tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se afiadieron 15 pLde agua libre de ARNasa y se
centrifug6 a 11000 xg durante 1 min a temperatura ambiente. La pureza de la guia se
analiz6 utilizando 1 uL de la muestra en el espectrofotometro Thermo Scientific™

NanoDrop 2000.

Ensayo de escision in vitro con CRISPR/Cas9

El screening de sgRNA y escisién del gen objetivo se realizé con el Kit Guide-it
SgRNA Screening (Takara Bio USA, Inc.). Se inicié con la amplificacion del gen de la
enzima PDS utilizando los reactivos mostrados en la Tabla 5 para una reaccién y el
programa de la Tabla 6. Los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1%
con bromuro de etidio TBE 1X y un marcador de 100 pb con condiciones de 95V y 250

mA durante 35 minutos. El gel resultante se visualizé en un Transiluminador UV.

Tabla b

Componentes de amplificacion del gen PDS

Reactivo Cantidad
2X TERRA PCR direct buffer (Mg2+, dNTP) 25uL
Primer Forward luL
Primer Reverse luL
Terra PCR Direct Polymerase Mix (1.25 U/ul) luL
Agua libre de RNasas 20 uL
ADN (100-200 ng/uL) 1 uL

Volumen final 50 uL

Nota: Basado en Guide-itTM sgRNA In Vitro Transcription and Screening Systems User

Manual
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Tabla 6

Programacion del termociclador para PCR del ADN objetivo

Etapa Temperatura (C°) Tiempo (s)
Desnaturalizacion inicial 98 120
Desnaturalizacion 98 10
Hibridacion 62 15
Extension 72 60
Extension final 72 60

Nota: Basado en Guide-itTM sgRNA In Vitro Transcription and Screening Systems User

Manual

El ensayo de escision in vitro inicia con la formacién del complejo sgRNA-Cas9.
Se incorporaron 1 uL del sgRNA purificado con 0.5 uL de Guide-it Recombinant Cas9
Nuclease (500 ng/pul), posteriormente, se incubd la mezcla a 37°C durante 5 minutos en
un termociclador. Mas adelante se colocaron los reactivos de la Tabla 7 en un tubo de
PCR y se incub6 en un termociclador de acuerdo a las recomendaciones del kit. El
producto de PCR corresponde al amplicon generado en el paso anterior. La solucion fue

incubada con 3 uL de RNAsa a 37°C por 30 min para eliminar los restos de sgRNA

El andlisis de escision por la Cas9 del gen PDS se realiz6 en un gel de agarosa
1% con bromuro de etidio y TBE 1X con condiciones de 85V y 250 mA durante 45
minutos. El gel resultante se visualizé en un Transiluminador UV. Ademas, se comparé

la eficiencia de corte con el disefio in silico con el software Benchling.



Tabla 7

Componentes para ensayo de escision
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Reactivo Cantidad
Producto PCR 5uL
15X Cas9 Reaction Buffer luL
15X BSA luL
Agua libre de nucleasas 6.5 uL
SsgRNA-Cas9 1.5uL
Volumen final 15uL

Nota: Basado en Guide-itTM sgRNA In Vitro Transcription and Screening Systems User

Manual
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Capitulo IV: Resultados

Extraccion y cuantificacion de ADN

Para el presente proyecto de investigacion se utilizaron cuatro variedades de
Rosa spp. nombradas como K, CB, SB y BT. No se colocaron los nombres de las
especies debido a la ley de confidencialidad manejada por “Royal Flower”. Se extrajo el
ADN de todas las variedades obteniendo valores de A260/280 de 1.7-2.1, A260/230 de
1.5-1.9 y una concentracion media de 200-500 ng/uL. En la Figura 5 se muestra el

espectro de cuantificacion obtenido para una de las variedades de rosa.

Figura 5

Espectro de cuantificacion de ADN para la variedad K

4 S R &8 3
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Nota. El eje Y representa la longitud de onda (nm) y el eje X la absorbancia de la

muestra. Imagen generada en software NanoDrop 2000
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Amplificacion del gen de la enzima PDS por PCR convencional

Eleccion de la regién objetivo

Se determiné el dominio de la region PDS objetivo (Figura 6) con 441
aminodcidos; dentro de este, se escogio la zona de edicidn genética con base en los
estudios anteriores de la enzima PDS en manzana, pera (Charrier et al., 2019; Osakabe

et al., 2018) y fresa (Wilson et al., 2019).

Figura 6

Dominio proteico de la enzima fitoeno desaturasa de Rosa chinensis

16 28 38 48 58

MSQWACVSAT NLSYQANLIN TQWPQTTPRY DALSFHGSEI VARNFGFLSS

6e 78 8e a8 168

QATTSIGKRL RKGALPLEWV CVDYPRPELD NTVNFLEAAL LSSS5FRASSR

11e 128 138 148 158

PAKPLKVVIA GAGLAGLSTA KYLADAGHKP ILLEARDVLG GKIAAWKDKD

160 17e 188 198 280

GDWYETGLHI FFGAYPNIQN LFGELGIDDR AMPNKPGEFS

229 230 240 258

PLNGIWATLK NNEMLTWPEK VKFAIGLVPA ILGGDAYVEA

27e 2908 3ee

RKQGIPDRVT LNFINPDELS MQCILIALNR

328 340 358

AFLDGSPPER SLGGEVRLNS RLQKIELNND

360 378 388 398 468

GTVKSFVLON NSVIEADAYV SASPVDIFKL LVPENWKEIP YFKKLDKLVG

41e 428 438 448 458

VPVINVHIWF DRKLKNTYDH LLFSRSPLLS VYADMSVTCK EYYNPNQSML

460 478 488 498 tae

ELVFAPAEEW ISRSDSEITD ATLKELAKLF PDEIAADQSK AKILKYHVVK

5le 528 538 548 550

TPRSVYKTIP DCEPCRPLQR SPLEGFYLTG DYTKQKYLAS MEGAVLSGKL
566 578

CAQATVODYE LLVARGOKRL AEAGAR

Nota. La zona amarilla corresponde al dominio funcional de la proteina y la zona verde

representa a la zona de edicién escogida. Tomado de la plataforma UniProt.
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Con base en los criterios termodinamicos y caracteristicas presentados en la

seccion 3.4.2. para el disefio y seleccion de cebadores (Tabla 9), se obtuvieron las

secuencias de los primers (se mantienen bajo reserva de confidencialidad). Ademas, la

PCR in silico gener6 productos de amplificacion mostrados en la Tabla 8 para cada

region.

Tabla 8

Primers disefiados para la amplificacion del gen PDS de Rosa spp.

Nombre

Tamafio de amplicon

PDS_ROSA E5,6 F
PDS_ROSA _E5,6 R
PDS_ROSA E7,8 F
PDS_ROSA E7,8R

1171 pb

979 pb

Nota: El tamafio de producto corresponde al disefio in silico en la plataforma Benchling

Tabla 9

Caracteristicas termodindmicas de los primers utilizados

Nombre Tm CG Horquillas Heterodimero  Autodimero
(°C) (%)
AG (Kcal/mol)
PDS_ROSA E56F 63.3 42.9 -0.63 -5.02 -4.67
PDS_ROSA E5,6 R 64.6 52.6 -0.49 -4.88 -3.9
PDS_ROSA E7.8F 53.1 42.9 -0.7 -5.02 -5.24
PDS _ROSA E7,8R 52.5 42.9 -0.28 -5.02 -4.67

Nota: Obtenido de la plataforma web OligoAnalyzer
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Amplificacion de ADN

Para determinar la temperatura de union (Ta) de los primers se realiz6 un
gradiente de temperatura de 52.5°C a 58.3°C en base a la temperatura melting (Tm) de
los mismos. Se identificé que la temperatura adecuada para los cebadores
PDS_ROSA E7,8 Fy PDS_ROSA _E7,8 R de 55.7°C (Figura 7), sin embargo, los
primers de la regién 5-6 no generaron producto a esas temperaturas. Se realiz6 un
nuevo gradiente de temperatura de 54.8°C a 63.7°C, obteniendo una banda definida a

Ta de 60°C para los primers PDS _ROSA E5,6 Fy PDS ROSA E5,6 R.

Figura 7

Amplificacion del gen PDS mediante gradiente de temperatura
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Nota. Visualizacion de gel de agarosa 1% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador

molecular BioLit ProxiO 1kb DNA Ladder. Imagen procesada en el software Image Lab.

Finalmente, se realiz6 la PCR con las condiciones de la Tabla 2. En la Tabla 10
se presentan los tamafos de productos de PCR y en la Figura 8 los amplicones

generados para la region 7-8.
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Tabla 10

Productos de PCR para el gen PDS

Par de primers Variedades de rosa
K CB SB BT
PDS_ROSA E56F 1271 pb 1439 pb 1419 pb 1271 pb

PDS_ROSA_E5,6 R

PDS_ROSA E7,8 F 932 pb 919 pb 912 pb 912 pb
PDS_ROSA_E7,8R

Nota: Los fragmentos obtenidos tienen tamafios similares a los analizados en el disefio

in silico de la Tabla 8
Figura 8

Amplificacion del gen PDS en los exones 7-8

ladder K7-8 CB7-8 SB7-8 ETY-B

—

932bp 919bp 912bp 912bp

Nota. Visualizacion de gel de agarosa 1% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador

molecular 100bp Opti-DNA Marker. Imagen procesada en el software Image Lab.
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Analisis de variabilidad alélica

Las secuencias consenso obtenidas de cada region por variedad de rosa se
mantienen en confidencialidad. El analisis de variabilidad entregd un resultado promedio
de identidad de 97.5% para la regién 5-6 y de 84.78% para la region 7-8. De la misma
forma, los coeficientes de similitud por pares de secuencias son superiores a 0.90 para
la regién 5-6, sin embargo, para la regién 7-8 los coeficientes tienen valores de 0.59 a
0.88, siendo el alineamiento de las rosas BT con K el mas bajo. La Figura 9 y Figura 10

presentan el detalle de resultados de identidad y similitud para cada region.

Figura 9

Resultados de identidad y similaridad para la regién 5-6

5 %
CB56 K56 BT56  SB56 ey | 100%
CB56 1 0.95 0.97 0.95 K56 9762% 100%
K56 09 . 0.9 001 BT5 6 9854% 9692%  100%
— ok ; e SB5 6 97.69% 96.92% 97.28%  100%
SB5 6 096 0.94 0.95 1 CB5 6 K56 BT5 6 SB5 6
GLOBAL SIMILARITY STATS IDENTITY STATS
min = 9.91 min = 96.92
max = 9.97 max = 98.54
mean = @.941666666666667 mean = 97.495
stddev = @.0177169096878911 stddev = B.5557508243664665

Nota. Los valores de similaridad (derecha) se presentan como coeficientes

El alineamiento de las secuencias consenso de la region 5-6 y region 7-8
(mediante BLAST entreg6 resultados de homologia para el gen de la enzima fitoeno
desaturasa de tres especies diferentes de rosa de la base de datos y méas de 20
resultados para otras plantas. Para la region 5-6 se obtuvieron valores de identidad de
100%, 99.36% y 98.73% con Rosa chinesis, Rosa multiflora y Rosa hybrida de la

enzima PDS, respectivamente. De la misma forma, los alineamientos con la secuencia
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consenso de la region 7-8 generaron valores de identidad de 99.07% para Rosa
chinesis, Rosa multiflora. Estos resultados confirman la amplificacién del gen de interés

y permiten continuar con los ensayos CRISPR/Cas9.

Figura 10

Resultados de identidad y similaridad para la region 7-8

K7-8  100% K7-8 BT7-8 CB7-8  SB7-S
BT7-8 8014%  100% K78 1 0.71 088 0.79
CB7-8 9124% 7824%  100% BT7-8 059 1 0.65 0.8
SB7-8 8468% 9226% 8215%  100% CB1S 079 07 1 0.76
K78 BT78 CB78 SBT3 SB78 072 088 0.78 1
IDENTITY STATS GLOBAL SIMILARITY STATS
min = 78.24 .

max - 92.26 E; - g'::
Zzgzev z §4é;§§135353?519 mean = ©.754166666666667
: stddev = @.0821834239372648

Nota. Los valores se similaridad (derecha) se presentan como coeficientes

CRISPR/Cas9 in vitro del gen de la enzima PDS

Disefio de ARN guias

Los sgRNA disefiados se mantienen bajo confidencialidad, sin embargo, los
criterios utilizados para seleccion se presentan en la Tabla 11 junto con el andlisis de
puntuaciones predictivas, especificidad, eficiencia y valores fuera de marco; las guias
se disefiaron en las regiones conservadas del andlisis de variabilidad alélica. Los
elementos fuera de objetivo fueron analizados en base el nimero de desajustes, es
decir, el sgRNA_5 posee cinco efectos off target con cuatro desajustes en el genoma de
Rosa chinensis. Los sgRNA escogidos presentan efectos fuera de objetivo en su

mayoria en regiones intergénicas e intrénicas, sin embargo, en el caso del sgRNA 5 un
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off-target con cuatro desajustes corresponde a un exén del cromosoma 6 de Rosa

chinensis perteneciente a un gen no caracterizado.

Por otra parte, para sgRNA_6 se tienen dos off-target, de nueve, con cuatro
desajustes correspondientes a exones del cromosoma 7 y cromosoma 3 de las
proteinas extensina 'y UPF0481 At3g47200, respectivamente. De forma similar, el
sgRNA 7 posee dos off-target, de diez, el primero con tres desajustes en el cromosoma
5 para la proteina que contiene repeticiones de anquirina NPR4, y el segundo con
cuatro desajustes para el cromosoma 7 para una proteina no identificada. Finalmente,

el sgRNA_8 no posee efectos off-target en regiones codificantes.

Tabla 11

sgRNA disefiados para ensayos in vitro CRISPR/Cas9 en rosas

Nombre Especificidad Eficiencia Efectos off target
sgRNA 5 99 63 0-0-0-0-5
sgRNA_6 98 45 0-0-0-0-9
SgRNA_7 99 69 0-0-0-2-8
sgRNA_8 98 46 0-0-0-0-9

Nota: Los valores de especificidad y eficiencia se presentan en porcentaje

Las secuencias disefiadas fueron modificadas para formar un primer de PCR de
56 a 58 nt que posee: i) cuatro bases CCTC seguidas de la secuencia promotora de T7
en el extremo 5’, ii) sitio de inicio de la transcripcién de 0-2 residuos de guanina, iii)
sgRNA disefiado y, iv) secuencia scaffold de 15 nt en el extremo 3'. En la Tabla 12 se
presentan los cebadores utilizados para los ensayos de transcripcién y escision de

CRISPR/Cas9 in vitro manteniendo las secuencias sgRNA bajo reserva.
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Tabla 12

Cebadores para la transcripcion in vitro de sgRNA

Nombre Secuencia 5’-3’

sgRNA 5 F CCTCTAATACGACTCACTATAGX XXX XX XXX XXX XXX XX XXX
SgRNA 6 F CCTCTAATACGACTCACTATAGGXX XXX XXX XXX XXKXXXKXXX
sgRNA 7 F CCTCTAATACGACTCACTATAGGAXXXXXX XXX XXX XXX XXX

SgRNA 8 F CCTCTAATACGACTCACTATAGGX XXX XXX XXX XXX KXAXAXXXXX

Nota: Los colores representan las modificaciones del sgRNA. Promotor T7 (morado),

residuos de guanina (rojo), sgRNA (verde), scaffold (anaranjado)

Transcripcién, purificacion y escision in vitro CRISPR/Cas9

La amplificacion de sgRNA para cada exdn generd fragmentos de
aproximadamente 130 pb ideales para la transcripcion in vitro de la guia de ARN. En la
Figura 11 se presentan las plantillas de sgRNA generadas por PCR correspondiente a

la region 5-6 (carriles 1y 2) y region 7-8 (carriles 3y 4)

Posterior a la transcripcion de sgRNA de cada exon, se realizo la purificacion de
las guias obteniendo los valores de concentracion y calidad presentados en la Tabla 13.
Estos indicadores de pureza por absorbancia permiten utilizar los transcritos para los
ensayos de escision in vitro debido a que mantienen los valores de 1.8-2.5 para

A260/280 y A260/230.
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Figura 11

Plantillas de sgRNA amplificado para cada exén

S‘.gRNA_S SgRNA_6 sSgRNA_7 sgRNA_8

Lo
I

134 bp 130 bp 132bp 132 bp

MR e

Nota. Gel de agarosa 2% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador molecular 100bp

Opti-DNA Marker. Imagenes procesadas en el software Image Lab.

Tabla 13

Cuantificacion de transcriptos sgRNA purificados

Nombre Concentracion A260/280 A260/230
(ng/ul)
sgRNA_5 800.5 2.17 1.96
SgRNA_6 955.6 2.14 2.44
SgRNA_7 1002 2.18 2.25
SgRNA_8 855.7 2.14 1.91

Nota: Valores obtenidos del software NanoDrop 2000
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La amplificacion de las regiones 5-6 y 7-8 del gen de interés entreg6 valores
similares a los obtenidos como productos de PCR de la seccion 4.2.3. (Tabla 10). Para
la regidn 5-6 se consiguieron amplicones de 1166-1206 bp, mientras que para los
exones 7-8 los amplicones formados tenian un tamafio de 915-932 bp. La Figura 12
presenta los amplicones formados de la primera region, la visualizacion de una sola

banda clara permite una correcta evaluacion posterior de escision por la Cas9.

Figura 12

Amplificacion de la regién 5-6 del gen PDS de las variedades de rosa

1206 bp 1174bp 1116 1206 b
p p & bp, bp

Nota. Geles de agarosa 1% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador molecular

100bp Opti-DNA Marker. Imagen procesada en el software Image Lab.

El ensayo de escisién mediante CRISPR/Cas9 in vitro entregd dos bandas
definidas por cada exén tratado. Las Tabla 14 -Tabla 17 presentan el tamafio de
secuencias generadas y su comparacion con los fragmentos del disefio in silico; se
observa que los tamafios son similares por lo que se considera un ensayo exitoso;

ademas, el fragmento de control de la Figura 16 incluido en el kit de tiene un tamafio de
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614 pb, formd dos fragmentos de 350 bp y 264 bp al ser escindido por sgRNA-Cas9 lo

gue asegura la ausencia de contaminacion en el ensayo.

Figura 13

Ensayo de escisién in vitro mediante CRISPR/Cas9 del exén 5

Nota. Geles de agarosa 1% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador molecular

100bp Opti-DNA Marker. Imagen procesada en el software Image Lab

Tabla 14

Tamano de fragmentos generados para el exon 5

In vitro In silico
Variedad de
rosa
Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 1l Fragmento 2
K 969 pb 181 pb
CB 959 pb 158 pb
937 pb 113 pb
SB 980 pb 192 pb

BT 955 pb 149 pb




Figura 14

Ensayo de escision in vitro mediante CRISPR/Cas9 del exén 6

ladder K6 CB6 SB6 BT6

-1500
-1200
768bp 759bp 768bp 727 bp :%9
-700
-600
- 500
—450
269bp 261bp 272bp 232bp 300

Nota. Geles de agarosa 1% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador molecular

100bp Opti-DNA Marker. Imagen procesada en el software Image Lab

Tabla 15

Tamafio de fragmentos generados para el exdn 6

In vitro In silico
Variedad de
rosa
Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 1  Fragmento 2
K 765 pb 269 pb
CB 759 pb 261 pb
787 pb 263 pb
SB 768 pb 272 pb

BT 727 pb 232 pb
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Figura 15

Ensayo de escision in vitro mediante CRISPR/Cas9 del exon 7

797,bp ' 800 bp 794 bp
e

424bp . 129bp . 119bp " . 126bp

Nota. Geles de agarosa 1% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador molecular

100bp Opti-DNA Marker. Imagen procesada en el software Image Lab

Tabla 16

Tamanfo de fragmentos generados para el exon 7

Variedad de N Vvitro nsilico
rosa
Fragmento 1  Fragmento 2  Fragmento 1 Fragmento 2
K_5 802 pb 124 pb
CB 5 797 pb 129 pb
756 pb 101 pb
SB_5 800 pb 119 pb

BT 5 794 pb 126 pb




Figura 16

Ensayo de escision in vitro mediante CRISPR/Cas9 del exon 8

717 bp 718 bp

Nota. Geles de agarosa 1% con bromuro de etidio TBE 1X con marcador molecular
100bp Opti-DNA Marker. Carriles 6 y 7 representan los controles del ensayo general.

Imagen procesada en el software Image Lab

Tabla 17

Tamafo de fragmentos generados para el exén 8

50

In vitro In silico
Variedad de
rosa
Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 1l Fragmento 2
K5 720 pb 236 pb
CB_5 717 pb 226 pb
656 pb 201 pb

SB 5 718 pb 234 pb

BT 5 695 pb 231 pb
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Capitulo V: Discusién

Analisis del gen de la enzima PDS en Rosa spp.

La edicion genética en plantas se basa en la existencia de la secuencia del
genoma completo. El primer paso es el aislamiento de los 4cidos nucleicos para su
andlisis, sin embargo, su obtencién en plantas y especialmente en rosaceas, se ve
comprometida por contaminantes como metabolitos secundarios, degradacién por
endonucleasas, polisacaridos y polifenoles (Kumar et al., 2012). EI ADN resultante para
(2016), sin embargo, los valores 260/230 son inferiores a 2.0, por lo que es posible la

presencia de proteinas, sales o fenoles como contaminantes minimos.

La amplificacion del gen de interés y analisis de su variabilidad alélica entre
especies se dividio en regiones exdnicas debido a que el objetivo de la prueba de
concepto con CRISPR/Cas9 es alterar la funcién génica de la enzima PDS; para ello se
recomienda utilizar varias sgRNA que apunten a diversas regiones codificantes y
permitan evaluar su eficiencia posteriormente (Concordet & Haeussler, 2018). Se
obtuvieron valores de identidad de 97.5% y 84.78% considerados aceptables para
andalisis de filogenia y funcion proteica, ademas de validar la presencia de homologia

entre las secuencias (Bardoli, 2006).

Los porcentajes de variacion de 1.5% y 15.22% podrian ser resultado de errores
de secuenciacion o heterocigosis considerando la poliploidia presente en rosas
(Uitdewilligen et al., 2013), sin embargo, es complicado estimar mediante estadistica
simple de secuencias la presencia de heterocigosis, por lo que es necesario aplicar
estudios de poblacién y variantes polimérficas donde se descarten posibles errores se

secuenciacién (Bryc et al., 2013; Canver et al., 2018)
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El alineamiento de secuencias entre las rosas estudiadas permitié encontrar las
regiones conservadas del gen PDS para el disefio de sgRNA en los exones 5, 6, 7y 8.
mutacion en el exdn 7 y parcial en el exdn 6 del gen PDS en manzana, por lo que se
espera que la modificacion de los cuatro exones tratados generen cambios fenotipicos

en las variantes de rosas en estudios posteriores.

CRISPR/Cas9 in vitro del gen de la enzima PDS

En el presente trabajo se llevd a cabo la validacion del sistema CRISPR/Cas9 en
el genoma de cuatro variedades de rosas mediante técnicas in vitro. La confirmacion del
éxito de CRISPR/Cas9 con la formacion de complejos ribonucleoproteicos (SgRNA-
Cas9) no necesita estudios previos en lineas celulares, es suficiente con ensayos de
escision in vitro para validar la edicion del genoma en varios organismos (Mehravar
et al., 2019) por lo que este ensayo es la base para la aplicacion de fitomejoramiento

basado en CRISPR/Cas9 en rosas.

Disefio de ARN guias

La eleccidén de los sgRNA por CRISPOR se bas6 en los valores independientes
de especificidad, eficiencia y efectos off-target, en ese orden de importancia. El primer
criterio define cuanto puede un sgRNA generar la escision fuera de la secuencia diana
(Concordet & Haeussler, 2018), por lo tanto, debido a que las guias escogidas poseen
altos valores de especificidad (>90%), los efectos off-target tendrian impactos minimos

en ensayos in vivo.

Por otro lado, la eficiencia predice que tan bien puede cortarse el gen objetivo
(Concordet & Haeussler, 2018). Para este parametro se utilizé la puntuacion de

Moreno-Mateos (2016) debido a que es la ideal en la expresion in vitro de las guias con
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el promotor T7. A pesar de tener porcentajes de eficiencia menores al 70%, el resultado
de escision in vitro fue exitoso, sin embargo, es necesario de estudios in vivo para

confirmar su aplicacién en rosas.

Una de las mayores limitaciones del sistema CRISPR/Cas9 es la mutagénesis
fuera de objetivo que se genera como resultado de secuencias homadlogas en loci
diferentes (baja especificidad). Los sgRNA escogidos poseen efectos off-target de
minimo tres desajustes de pares de bases; se conoce que mientras mas desajustes
tenga la secuencia fuera de objetivo en relacion con la guia de ARN, es menos probable

gue se afecte el sistema CRISPR (Concordet & Haeussler, 2018).

El andlisis de los efectos fuera de objetivos indicd que tres proteinas se verian
posiblemente afectadas de forma no deseada. Para el sgRNA_6 es probable un
silenciamiento en regiones de la superfamilia de las extensinas que son proteinas
estructurales encargadas del mantenimiento de la pared celular; sin embargo al tener
cuatro desajustes la secuencia diana con la guia, su complementariedad es baja y el
riesgo de la edicion genética en dicha regién se reduce considerablemente (Lamport

et al., 2011; Wada et al., 2020).

Otra proteina involucrada en los efectos off-target del SgRNA_6 es la
At3g47200, encargada del mantenimiento integral de la membrana plasméatica de las
raices, tronco, flores y polen (Prince et al., 2015). De la misma forma que el anterior
péptido, su silenciamiento es poco probable debido a los cuatro desajustes en su
secuencia nucleica con la guia de ARN. Finalmente, el sgRNA_7 posee un efecto off-
target relacionado con la proteina que contiene repeticién de anquirina (ANK),
encargada de la aclimatacion de la planta, desarrollo celular, fisiologia y diferenciacion

del cloroplasto (Lépez et al., 2020; Sharma & Pandey, 2016). Debido a que solo existen
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tres desajustes del gen fuera de objetivo con el sgRNA_7, es probable que en estudios
in vivo se afecte la codificacion de la proteina, sin embargo, al ser la rosa una especie
poliploide que posee genes con copias homdlogas en todo el genoma, el knockout de
un solo gen en un determinado loci no causa un cambio fenotipico sustancial (Q. Shan

& Wang, 2014), por lo que se presume que el efecto de silenciamiento no sea alto.

Ensayo de escisién in vitro

Los complejos ribonucleoproteicos de sgRNA junto con la Cas9 generaron
ensayos de escision exitosos para todos los exones del gen objetivo. El corte por la
nucleasa fue visualizado en geles de electroforesis siendo positivos los experimentos
gue formaron dos bandas de ADN. Para el exén 5 de la variedad SB, se observa una
banda extra de 1214 pb, de la misma forma sucede con la variedad K del exén 8 y el
fragmento control, donde se visualiza una banda de 979 pb y 627 pb respectivamente.
De acuerdo con los ensayos de Takara Bio USA Inc., el volumen de producto de PCR
utilizado para la escision in vitro no debe exceder 100-250 ng/uL porque podria inhibir la
actividad de la Cas9 o generar fragmentos no seccionados, por lo tanto, es probable
gue las bandas mencionadas correspondan a restos del amplicén utilizado en los

ensayos que no fueron tratados por la Cas9.

Otra posibilidad es la presencia de copias homélogas de PDS por la
caracteristica de poliploidia en las rosas, por lo tanto, la escision de la Cas9 en locus
determinado no engloba las copias simultdneas generando las bandas de amplicones
no seccionados en el gel de electroforesis. Ante esta situacion, nace la necesidad de
analizar exhaustivamente el nUmero de copias de genes diana y sus polimorfismos para

crear sgRNA eficaces (Q. Shan & Wang, 2014).
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Capitulo VI: Conclusiones

Se realiz6 la extraccion de ADN de cuatro variedades de rosas y la PCR del gen
de la enzima PDS generando fragmentos de tamafio de 1271 pb — 1439 pb para

los exones 5y 6, y un tamafio de 912 pb — 932 pb para los exones 7 y 8.

La secuenciacion Sanger y analisis de variabilidad alélica de las secuencias
amplificadas permitieron obtener valores promedio de identidad de 97.5% y
84.78%, y coeficientes de similitud de 0.9 y 0.59-0.88, de las regiones 5-6 y 7-8
respectivamente. Ademas, se identificaron las zonas conservadas del gen para
todas las plantas permitiendo disefiar sgRNA especificos para los ensayos

CRISPR/Cas9.

Se disefiaron cuatro sgRNA altamente especificos (>90%) y con baja
probabilidad de generar riesgo por los efectos off-target en regiones
codificantes. Se identificd que el sgRNA 5 posee cinco off-target con 4
desajustes, el sgRNA_6 y sgRNA_8 tienen nueve off-target con 4 desajustes, y
finalmente el sgRNA_7 posee diez off-target de los cuales ocho de ellos tienen 4
desajustes y dos con 3 desajustes. Todas las guias poseen valores de eficiencia

moderados (<70%), por lo que deben ser evaluadas en ensayos in vivo.

Los sgRNA disefiados fueron amplificados y transcritos bajo el promotor T7,
ademds fueron purificados obteniendo valores de calidad de 1.91-2.25

considerados ideales.
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La tecnologia CRISPR/Cas9 para la edicién del gen de copia Unica PDS en
cuatro variedades de rosa es exitosa en ensayos in vitro. Se confirma la validez
del ensayo mediante la visualizacion de dos bandas en el gel de electroforesis

resultados de la escision génica por la Cas9.

Capitulo VII: Recomendaciones

Se propone validar la cantidad de amplicon a utilizar en el ensayo de escision
para eliminar la banda extra presente para lo exones 5y 8 de las variedades SB
y K, respectivamente. Ademas, analizar la presencia de copias homdélogas por

poliploidia de la planta

Se recomienda realizar ensayos de digestion enzimatica para verificar la
escision del gen con enzimas que se superponen 3 pb aguas arriba de la regiéon

PAM. Esto facilitaria la identificacién de mutantes en estudios posteriores.

Disefiar a futuro el sistema de entrega de complejo RNP a plantas para realizar

la edicién genética in vivo.
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