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Resumen y Abstract IX

Resumen

La edicion del genoma es una técnica utilizada pardificar con precision y eficiencia el ADN
dentro de una célula. Desde 2012, el sistema CR{&#Rse ha utilizado para la edicion de genes
(agregando, interrumpiendo o cambiando las seca®ule genes especificos) y para la regulacion
génica en varias especies. Para esta investigaeiariilizo esta metodologia para provocar la
eliminacion funcional del gen BU1 responsable dajudo de la hoja en cafia de azUcar y para
introducir una modificacion del gen ALS para coifeesistencia a herbicidas. Para probar el
sistema de edicion de genes en cafia de azUcaesaudin dos vectores, uno para el gen BU1 y otro
para el gen ALS + gen BUL, los cuales fueron desas por medio de una pistola genética en callos
embriogénicos de la variedad de cafia UFCP 82-IB&&pués del bombardeo, el tejido se puso en
seleccién con geneticina (20mg/L), a las plantas gabrevivieron se les hicieron pruebas
moleculares con PCR, ensayo TagMan y enzimas decog@n. Después de la seleccién con
geneticina sobrevivieron 89 plantas para el plasroah BUL y 98 plantas para el plasmido ALS +
BUL1, después de la evaluacion molecular de estas$asl, se encontrd la modificacion o insercion
del gen ALS en dos plantas (eventos ALS107 y AL$ 1A% cuales presentaron el nucleétido T en

la posicién 653, mientras que ninguna de las paatastod ser editada para el gen BUL.

Palabras clave: CRISPR/Cas9, edicion genética, muti&n, dngulo de la hoja, resistencia a
herbicidas, BU1, ALS.
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Abstract

Genome editing is a technique used to accuratalyefficiently modify the DNA within a cell.
Since 2012, the CRISPR/Cas system has been usegefa editing (adding, interrupting or
changing specific gene sequences) and for genéateguin several species. For this investigation,
this methodology was used to cause the functidmalretion of the BU1 gene responsible for the
leaf angle in sugarcane and to introduce a modidiceof the ALS gene to confer resistance to
herbicides. To test the sugarcane gene editingrsysivo vectors were designed one for the BU1
gene and one for the ALS + BU1l genes, which wermbd@adment with a genetic gun in
embryogenic calli of the UFCP 82-1655 sugarcan&tarAfter the bombardment, the tissue was
selected with geneticin (20mg/L), the plants thatived were subjected to molecular tests using
PCR, TagMan assay and restriction enzymes. Aftecten with geneticin, 89 plants containing
the plasmid with BU1 and 98 plants for the plasilds + BU1 survived, after the molecular
evaluation of these plants, the modification oreitisn of the ALS gene in two plants (events
ALS107 and ALS111) was found, these plants predemtieleotide T at position 653, while none
of the plants turned out to be edited for the Bdfhey

Keywords: CRISPR / Cas9, genetic edition, mutationleaf angle, herbicide resistance, BU1,
ALS.
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Introduccion

El mejoramiento convencional de cafia de azicam esoceso que toma aproximadamente 13 afios;
este tiempo podria reducirse mediante la implerséhtay uso de herramientas de biologia
molecular que permitan acelerar procesos de sélede variedades y fortalecer los programas de

mejoramiento genético convencionales (Pinto e2Gl0).

Editar un genoma es producir cambios/mutacionesiters especificos, dirigidos, permanentes y
heredables, en el genoma de una especie. Estaredgimediada por sistemas de reparacion del
ADN en la célula con la menor probabilidad de canetroresdff-targets y sin dejar secuencias
de ADN foraneo (New England Biolabs 2007). Al maddif la informacién genética de un
organismo se introducen o eliminan genes espesifiiterando su funcion, por ejemplo, inactivando
alguna ruta metabolica del organismo que permitalies su funcion, o para conferirle alguna nueva

capacidad, como la de producir cierta proteina[Dtlench et al. 2016).

La tecnologia CRISPR/Cas9 (en inglé&lustered Regularly InterspacedShort Palindromic
Repeatses la herramienta molecular mas utilizada acteatenya que actia en cualquier célula de
manera muy precisa y controlada. Este mecanisngitsem 2012, en el ambito cientifico como una
técnica de biologia molecular para utilizarla erdécion de genes (agregando, interrumpiendo o
cambiando las secuencias de genes especificas)pdetancia en plantas, animales e incluso como

terapia génica en humanos (Nekrasov et al. 201 8hal. 2013).

Hay dos componentes principales en el sistema GRIS&#9: una enzima Cas9 que corta el ADN,
como un par de tijeras moleculares; y una pequegi@cua de ARN que dirige a la enzima a una
secuencia especifica dentro del ADN para hacesr&d.cAl suministrar la proteina Cas9 y los ARN

guia (ARNg) apropiados a una célula, el genomastke guede cortarse en los lugares deseados,
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cuyas secuencias serdn complementarias a las dAROk guia utilizados. Esto permite la
eliminacion funcional de genes (pérdida de funcibajliante el mecanismo de reparacion conocido
como NHEJ KNon-homologous end joinifhgen espafiol: union de extremos no-homologos, o la
introduccion de mutaciones (ganancia de funciorgiamte el mecanismo de reparacion conocido
como HDR HomologyDirected Repair),en espafiol: reparacion dirigida por homologiaapar
estudiar sus efectos. Modificaciones recientesidgééma CRISPR/Cas9 permiten también actuar
sobre la transcripcion de los genes, modificandcal® su nivel de funcionamiento, pero no la

informacion genética (Eid and Mahfouz 2016).

El uso de esta tecnologia de edicion gendmicaasrigs permitira mejorar el rendimiento, conferir

resistencia a enfermedades producidas por patogeptagas, permitir tolerancia a la sequia y

mejorar las propiedades nutricionales de los @stientre otros. También existe la posibilidad de
reducir el uso de productos quimicos como loslifeatites y fitosanitarios usados en agricultura, lo

que a su vez traeria ventajas para el ambienteayl@aalud humana (Schiml and Puchta 2016).
Varias investigaciones recientes han descritosggutesis exitosas dirigidas por CRISPR/Cas9 en
plantas (Mikami, Toki, and Endo 2015; Shan et @lL2 Baltes and Voytas 2015).

CRISPR y su aplicacién en edicion genémica abribjidades para editar un genoma tan complejo
como el genoma de cafia de azlcar para determirfand&n de genes, introducir fuentes de
resistencia a patdgenos, convertir alelos silvesrealelos “mejorados” o viceversa, aumentar la
produccion de micronutrientes, producir nuevasedailes con diferentes composiciones en lignina,
conferir tolerancia a herbicidas, o facilitar cno@ntos con especies silvestres, entre muchas otras
posibilidades (Belhaj et al. 2013).

Por medio de esta técnica, el Centro de Investigade la Cafia de Azucar de Colombia, Cenicafia,
ha iniciado proyectos de investigacion en estalpera mantener altos niveles de productividad y
competitividad bajo factores adversos asi comorsiiicar el cultivo por su alto potencial como

bioféabrica. En esta investigacion se hizo la prudbaconcepto para ambos mecanismos de
reparacion (NHEJ y HDR). Para el mecanismo de udé&axtremos no-homodlogos se indujo una
mutacion del gen de cafia asociado con el &ngulosgecion de la hoja, gen BUL, para obtener
pérdida de su funcion. Adicionalmente, para el mstao de reparacion homoéloga se hizo la
insercién de una copia modificada del gen ALS, parderir resitencia a herbicidas, es decir para
obtener ganancia de funcién. Ambas ediciones serbiten la variedad de cafia UFCP82-1655

producida por la Universidad de la Florida, comauema de concepto de la metodologia
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CRISPR/Cas9 para luego aplicarla en variedadeaitte groducidas por Cenicafa. En esta prueba
de concepto se pudo editar el gen ALS y se obtowidos plantas para el mecanismo de reparacion
HDR, el cual ha sido reportado como complejo, etréodose la insercidn del gen ALS en ambas
plantas. Sin embargo, no se obtuvo edicion delRjgh y por ende no se logré ninguna planta

editada por el mecanismo de NHEJ.
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1.MARCO TEORICO

1.1 Angulo de la hoja

Mejorar la eficiencia con la cual las plantas ioégtan la radiacion solar es uno de las alterrativa
para mejorar la sostenibilidad de la productividados cultivos y es una de las caracteristicas que
mas interés suscita entre los mejoradores. Pararlagha mayor eficiencia fotosintética, los
investigadores han estudiado un rasgo muy impertasbciado con esta caracteristica que es el

angulo de insercion de la hoja.

La inclinacion de la hoja, es decir, el angulo en#r ldmina de la hoja y el culmo, es un rasgo
agronomico importante en las plantas monocotilead®econtribuye a la arquitectura de la planta
y los rendimientos de grano (Sinclair and Sheel®@1Bloshikawa 1989). La base fisiologica para
el impacto de los angulos de inclinacion de la tjda produccién puede ser explicada por la
distribucion vertical alterada de la radiacién sela el dosel (Truong et al. 2015). Este parametro,
ha generado atencion considerable debido a la eejotta eficiencia fotosintética y la reduccion
del estrés en plantas, esto debido a la redistébute la radiacion solar desde los niveles sopesi

a los inferiores de los doseles (Drewry, Kumar, aondg 2014; Mansfield and Mumm 2013;
Tollenaar and Wu 1999).

Se ha encontrado una correlacidén positiva entrmemor angulo de las hojas y el rendimiento de
los cultivos de cereales; por ejemplo, en cultis@le arroz que tenian angulos de inclinacion de hoj
mas pequefos se obtuvieron rendimientos relatimeemmas altos (mas grano) (Yoshida 1972;
Sinclair and Sheehy 1999; Sakamoto et al. 2006).

El maiz moderno también se caracteriza porquegas presentan angulos de inclinacion pequefios
como una consecuencia de la seleccion para inctamaoduccion de grano en los programas de
mejoramiento (Duvick 2005; Lee and Tollenaar 208@mmer et al. 2009; Tian et al. 2011;
Mansfield and Mumm 2013). De igual manera, se maocd¢rado que un rasgo erecto de la hoja en
el arroz mejora la eficiencia de la captura deitasolar y aumenta los depdsitos de nitrégeno para
el relleno de grano, y hace que las plantas seanadgcuadas para plantaciones densas (Sinclair
and Sheehy 1999; Sakamoto et al. 2006).
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La union de la lamina contribuye significativameatgue la hoja se doble horizontalmente desde el
eje principal, y el desarrollo anormal del collar& como resultado un cambio en los angulos de la
hoja. La falta de elongacién longitudinal en ellaxotio lugar a la hoja erecta (Hong, Ueguchi-
Tanaka, and Matsuoka 2004); a la inversa, el auntinka expansion celular de las células adaxiales
del collar dio lugar a una mayor inclinacion déwtga (Cao and Chen 1995; Duan et al. 2006), lo
que indica la importancia del desarrollo del cobarla formacion del angulo de la hoja. Se ha
demostrado que el cuello de la hoja contribuyeifiigivamente a la formacion del angulo de la
hoja y los angulos de la hoja mas grandes puediefarealteraciones en el desarrollo del cuello
(Yamamuro et al. 2000; Cao and Chen 1995).

El cuello de la hoja conecta la lamina de la hoja yaina, lo que contribuye significativamente al
rasgo del angulo de la hoja y los brasinostero{B& son los principales reguladores del rasgo,
mientras que otros reguladores de crecimiento, aelnetileno, la giberelina y la auxina, también
influyen en el &ngulo de la hoja (Gan et al. 20WB)a hoja mas erecta facilita la captacion de4a lu

solar, mejorando la eficiencia fotosintética (Sakenet al. 2006).

1.2 Angulo de la hoja en cafia

Las hojas de la cafia se componen de vaina, culdhoiga. La ldmina foliar es de forma lanceolada
y estrecha y se encuentra unida a la yagua. Serlifa principalmente por su longitud, anchura y
disposicién. Segun la disposicion la ldmina fopalede ser erecta: que permanece rigida, con la
punta curvada, arqueada: cuando forma un arco m@&nos amplio, curvada en la base: cuando el
arco que forma es mas o menos cerrado (Centrosdstigacion de la Cafia de Azucar de Colombia-
Cenicafia 1995).

El cuello es la parte que une la lamina foliar ydina. La vaina o yagua es la parte inferior de la
hoja, que se abraza al tallo para sostener la &fuliar y proteger los tejidos jovenes del tallas
hojas inferiores se reducen a vainas triangularesnyienvolventes (Figura 1). En las hojas bien
desarrolladas la vaina es cilindrica y abiertaghiasbase. La ligula es transparente y de consiaten
membranosa. Las auriculas son cortas y redondebdaslacion larga/ancho de la lamina es
constante y diferente segun el clon (Centro desliyacion de la Cafia de Azucar de Colombia-
Cenicafa 1995).
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Figura 1. Morfologia de la hoja de cafia de aztaaente: (Centro de Investigacion de la Cafia de
Azlcar de Colombia-Cenicafia 1995)

En Saccharum spontaneugnsus hibridos naturales c@& officinarumlas hojas tienen vainas
envolventes que permanecen adheridas a los tallosntrario de las cafias nobles en las cuales se

separan y caen (Brumbley et al. 2008).

La hoja es la parte de la planta en donde ocutradaformacion del agua, el €@los nutrimentos

en carbohidratos, en presencia de la luz solar.fluasiones principales de la hoja son: 1) la
fotosintesis y la translocacion de nutrimentoslaZjespiracion, 3) la transpiracion. Cada uno de
estos procesos implica un intercambio de gasee ehinterior y el exterior de la planta, que es
controlado por los estomas. Las partes mas imgedase la hoja son la epidermis, los haces

vasculares, el tejido fotosintético y el parénquiiMaore and Botha 2013).

1.3 Gen BU1

El gen BU1:Brassinosteroid Upregulatetl (BU1) es un factor de transcripcion hélice-btadtice

involucrado en la sefializacion de brasinosterqiB& (Tanaka et al. 2009). Los brasinoesteroides
(BR) son reguladores esenciales del crecimientojiicrados en muchos procesos fisioldgicos; por
ejemplo, expansion y division celular, diferenciecide haces vasculares, esquizomorfogénesis,

floracién, senescencia, estrés bibtico y esteneotifNakashita et al., 2003; Szekeres et al., 1996;
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Yu et al., 2008). Los principales componentes dedfalizacion de BR se han identificado
principalmente erabidopsis thaliangBelkhadir and Chory 2006). Las BR se percibeniardd
una quinasa receptora rica en leucinas (Leu) édaamommoBrassinosteroid Insensitive(BRI1)
(Kinoshita et al. 2005; J. Li and Chory 1997).

El cuello de la hoja, que es la regidon que unarana foliar y la vaina, es un 6rgano especialmente
sensible a los brasinoesteroides (Wada et al. 19&t)aka et. al., (2009) reportaron la identifiéac

y caracterizacion del gen de arBmassinosteroid Up RegulatedBU1), que codifica la proteina
abHLH pero presumiblemente carecia de una regi$icd&llos encontraron que los mutantes que
perdieron la funcion de la biosintesis de BR, df1¥, tenian hojas erectas debido a la deficiencia
de BR (Hong et al. 2003b; Tanabe et al. 2005b) & los mutantes de arroz deficientes en BR
tuvieron granos mucho mas cortos que el tipo dilegMori et al. 2002; Hong et al. 2003a; Tanabe
et al. 2005a).

La expresion del gen BU1 en el cuello de la h@a,anprobo por dos experimentos independientes,
los cuales sugirieron fuertemente que BUL estéliisvado en la flexion del cuello de la hoja en
plantas silvestres. Estos resultados indicarorBiife estaba involucrado en la sefializacion de BR,
pero no en su biosintesis. Ademas, para los imakires, fue claro que BU1 controla la flexion de
la articulacion de la lamina (Tanaka et al. 20@g@jicionalmente, el patron de expresién de BU1
revelado por el ensayo histoquimico de GUS questni estos investigadores, sugirio que BU1
puede estar involucrado no solo en la flexiéon darticulacion de la lamina, sino también en la
diferenciacion vascular en la lamina de la hojagliaa de la hoja y los 6rganos florales y que BU1
puede estar localizado en los haces vascularesr@pen la lamina de la hoja y la panicula (Tanaka
et al. 2009).

La caracterizacion del mutante de pérdida de fund@®BRI1 y sus homdlogos, BRL1 y BRL3, en
Arabidopsisy OsBRI1 en arroz mostr6é que la BR juega un papportante en la diferenciacion
vascular, mejora la diferenciacion del xilema ehbeHa diferenciacion de floema (Nakamura et al.
2006; Cano-Delgado 2004). Finalmente, Tanaka yboo&dores (2009), concluyeron que con la
sobreexpresion de geBrassinosteroid Upregulated (BU1), se da como resultado una mayor
flexion de la articulaciéon de la ldmina, mientrag das plantas en las que el BUL fue suprimido

mostraron el fenotipo de la hoja erecta.
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1.4 Gen ALS

La acetolactato sintasa (ALS; EC 4.1.3.18) catabitapaso inicial en la biosintesis de los
aminoacidos de cadena ramificada: valina, leucinaokucina. ALS se ha conservado entre
especies, y se pueden observar similitudes de rsgiausustanciales entre las enzimas de las
bacterias, levaduras y plantas superiores (Sr8ithjoss, and Mazur 1989). Esta enzima es el
objetivo principal de dos clases de herbicidassldfonilureas (LaRossa and Schloss 1984) y las
imidazolinonas (IM) (Shaner, Anderson, and StidHz384). ALS representa el objetivo principal
de al menos cinco clases de herbicidas estructerdém distintos, incluidos los M,
pirimidinilcarboxilatos, sulfonilureas, triazolopitidina sulfonamidas y sulfonil-aminocarbonil-
triazolinonas. (Endo and Toki 2013).

ALS es una familia de genes bien caracterizadagusta de dos genes, ALS1 y ALS2, que pueden
editarse para conferir resistencia a los herbiaigds clase de sulfonilureas (Svitashev et al5201
Las sulfonilureas son un grupo de compuestos dubdn la enzima biosintética de aminoacidos
ramificados acetolactato sintasa (ALS) (LaRossaSuidoss 1984). Varios herbicidas comerciales

inhiben ALS como su sitio primario de accion.

Las mutaciones en el gen ALS reportadas por doritéerancia a los herbicidas que inhiben la

accion enzimatica de la ALS se ilustran en la Eidu(Endo and Toki 2013).

P195
P197 W574

ﬂ nggé l (
—

M124

Figura 2. Mutaciones en el gen ALS Alebidopsisy de otros cultivos que confieren tolerancia a
herbicidas inhibidores de ALS. Las sustitucioneaménoacidos se numeran de acuerdo con un

sistema de numeracion Beabidopsis Fuente: (Endo and Toki 2013)
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1.5 Edicién de genoma mediante CRISPR/Cas9

Las bacterias y las arqueas, en respuesta a lecidfieviral han desarrollado una gama de
mecanismos de defensa, y muchos de estos sistentastpres, como los sistemas de modificacion
de restricciones, la infeccion abortiva y la mawitiion de los receptores del virus, proporcionan

inmunidad innata (Samson et al. 2013).

En 1987 se publico un articulo en el que se ddscriddmo algunas bacterias incluyendo
Streptococcupyogenesse defendian de las infecciones virales. Estaeias tenian unas enzimas
que eran capaces de distinguir entre el matenadtg® de la bacteria y el del virus y, una vezhlaec

la distincién, destruian al material genético dalis/ (Suttle 2007). Pero fue Francisco Mojica el
primero en vislumbrar el sistema inmune microbiand.992. Mojica revisé datos de secuencia de
genoma ddHaloferax mediterraneiy observé 14 secuencias inusuales de ADN, cadaama0
bases de longitud, éstas leian mas o menos lo niama atras y hacia adelante, y se repetian cada
35 bases aproximadamente. Estas repeticiones esta@paradas entre si mediante unas secuencias
denominadas “espaciadores” que se parecian adetndsus y plasmidos. Posteriormente, en 2005,
tres grupos reconocieron gue las secuencias dea@spaciadores CRISPR fueron idénticos a las
secuencias de los elementos genéticos moviles (Mi@&)yendo virus y plasmidos conjugativos
(van der Oost et al. 2014; Mojica et al. 2005) aEstecuencias son responsables de la inmunidad
adaptativa y se conocen como CRISPR-Cas loci @eadrClustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeatsen espafiol: Repeticiones Palindromicas Cortasigegtas y Regularmente

Interespaciadas) (Makarova, Wolf, and Koonin 2013).

Mas adelante se encontré una correlacion posititie ¢a posesion de espaciadores derivados de
virus y la resistencia al virus correspondientej{béoet al. 2005), lo cual sugirio que el loci CRFS
podria participar en un sistema inmune basado idosioucleicos. Esta hipotesis fue probada por
experimentos con fagos, los cuales revelaron gsidold de CRISPR adquieren fragmentos del
invasor y que estos nuevos espaciadores dan cautado una resistencia secuencia-especifica al
fago correspondiente. Ademas, se encontré queetossgCas son requeridos para este proceso (van
der Oost et al. 2014; Barrangou et al. 2007).

Durante los afios subsiguientes se continuo lafiigaeson sobre este sistema, pero no fue sino hasta

el afio 2012 en el que se dio el paso clave pansedimeste descubrimiento, en una herramienta
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molecular Gtil que cambiaria el rumbo de las irigesiones en edicién de genomas. En agosto de
ese afio un equipo de investigadores dirigido poirtestigadoras Emmanuelle Charpentier de la
Universidad de Umea en Suecia y Jennifer Doudné#a tiniversidad de Berkeley en California-
EE. UU., publicaron un articulo en la revista Sceerl que se demostraba cdmo convertir esa
maquinaria natural en una herramienta de edicidoghamable”, que servia para cortar cualquier
cadena de ADNh vitro. Es decir, lograban programar el sistema paraeurigiera a una posicion

especifica de un ADN cualquiera (no solo viricé) gortaran (Jinek et al. 2012).

Para que el sistema CRISPR/Cas9 funcionara enaliaiviar, se propuso entonces la fusion de los
dos ARN presentes en el sistema natural: crARN (ABRISPR) y tracrARN (transactivador
crARN) en una solo molécula denominada ARNsg (uglEs:single-guide RNAen espafiol: ARN
guia Unico). Los crARN contienen las secuenciaséhogas a genes de interés presentes en el
genoma a editar, mientras que los tracrRNA sirverakclaje a la proteina Cas9 (Gomez-Mena
2020). Con el ARNsg se demostro que el sistema PRISas9 es funcional y dirige a la proteina
Cas9 a la zona del genoma donde se encuentraoeh gtlitar (Gasiunas et al. 2012; Jinek et al.
2012). Adicionalmente para el trabajo con estaitécde edicion es muy importante definir la
secuencia blanco y tener claro cual es la modificague se quiere realizar, por eso es necesario

tener secuenciado y caracterizado el genoma dahisrgo a modificar (Aglawe et al. 2018).

1.5.1 ¢ Cbmo funciona CRISPR-Cas?

Cuando un virus entra dentro de la bacteria ton@oedrol de la maquinaria celular y para ello
interacciona con distintos componentes celulareso s bacterias que poseen este sistema de
defensa tienen un complejo formado por una prot€asmunida al ARN producido a partir de las
secuencias CRISPR. Entonces, el material génicaids puede interactuar con este complejo. Si
ocurre eso, el material genético viral es inactiveaghosteriormente degradado. Pero el sistema va
mas alla; las proteinas Cas son capaces de coggreguieia parte del ADN viral, modificarlo e
integrarlo dentro del conjunto de secuencias CRISPR esa forma, si esa bacteria (0 su
descendencia) se encuentra posteriormente conissemlase de virus, ahora inactivara de forma
mucho mas eficiente al material genético viral (Fég3). Es, por lo tanto, un verdadero sistema

inmune que poseen las bacterias (Rath et al. 2015).
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Figura 3. Funcionamiento del sistema CRISPR/Cagénte:(Rath et al. 2015)

El sistema CRISPR-Cas mas utilizado como herramient edicion genética es el de tipo Il y
procede dé&treptococcus pyogendsn este sistema participan la endonucleasa Cas8 pequefia
molécula de ARN guia 0 ARNsg, que dirige a Cas9lékeRoyo, Martinez-Garcia, and Centeno
Martin 2020).

Esta herramienta de edicibn gendmica ha sido reimiaria gracias a la capacidad de modificar
regiones gendmicas de interés con alta precisidragos genomas de plantas, animales e incluso
en ADN humano. Para la edicion de genes el sis@RISPR utiliza una enzima (Cas9) que corta
el ADN como un par de tijeras moleculares y unaipég molécula de ARN guia (ARNg) que dirige
las tijeras a una secuencia especifica de ADN pacar el corte, este ARN guia es sintético
(disefiado con diferentes plataformas) y es dirigidma localizacidén especifica dentro del genoma
(Kumar and Jain 2015; Eid and Mahfouz 2016).

El Sistema CRISPR-Cas9 permite realizar lo sigatent

= Eliminacion de genes &hock-out”
El silenciamiento génico usando CRISPR involucrasel de un ARN guia Unico (ARNsg) en los
genes de interés y el fraccionamiento de la dadliechusando la endonucleasa Cas9. Estas rupturas

son luego reparadas por un mecanismo innato deaapa de ADN: unién de extremos no-
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homdlogos (NHEJ). Sin embargo, NHEJ es propengooaes y da como resultado deleciones o
inserciones gendmicas, lo que luego ocasionaemcidmiento permanente del gen de interés (Cong
et al. 2013; Addgene 2019).

= Edicién de genes libre de ADN
CRISPR se puede usar para la edicion de genesdéw®DN sin el uso de vectores de ADN,
requiriendo solo componentes de ARN o proteinassistema de edicion de genes sin ADN puede
ser una buena opcion para evitar la posibilidadlteraciones genéticas indeseables debido a la
integracion del ADN plasmidico en el sitio de cartmtegraciones aleatorias de vectores (Cong et
al. 2013; Horizon 2018; Addgene 2019)

= Inserciones de genes Kriock-irf
La ruptura de doble cadena inducida por CRISPR itamd® puede usar para crear un "knock-in" o
ganancia de funcién de un gen, aprovechando laaeipa homdloga directa de las células. La
insercion precisa de una molécula molde donantdepakerar la regién de codificacion de un gen,
se usa para "arreglar" un gen defectuoso, introdunz etiqueta de proteina o crear un nuevo sitio
de restriccion. Estudios anteriores han demostgagoel ADN monocatenario puede usarse para
crear inserciones precisas utilizando el sistem&sR-Cas9 y cuando se usa con un ADN de doble

cadena, se lleva a cabo la reparacion por homottigieta (HDR) (Cong et al. 2013; Horizon 2018).

= Silenciamiento transitorio de genes
Al modificar la proteina Cas9 para que no pueddaccgl ADN, también se puede hacer el
silenciamiento transitorio del gen o la represtangcripcional. EI Cas9 modificado, dirigido por un
ARN guia, se dirige a la regién promotora de un geeduce la actividad transcripcional y la
expresion génica. La activacion transitoria o lgutacion positiva de genes especificos se puede

hacer de manera efectiva (Cong et al. 2013; Hor2a1r8)

1.5.2 Diversidad de CRISPR-Cas

Los sistemas CRISPR-Cas son altamente diversagyadbprobablemente sea debido a la rapida
evolucion de los sistemas inmunes bacterianos eosmesultado de la dinamica de las presiones de
seleccién que son impuestas por la invasion desl@esentos genéticos moviles (MGES). Los
sistemas CRISPR-Cas han sido clasificados enipes principales y varios subtipos (Makarova et

al. 2011). Cada uno tiene una proteina Cas especlfis sistemas tipo | contienen la helicasa-
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nucleasa Cas 3, los sistemas tipo Il son definidoda nucleasa Cas9 y los sistemas tipo lll tienen
Cas 10, la cual es una gran proteina de funciécodesida (Makarova et al. 2011). Los sistemas
tipo | y tipo lll parecen estar distantemente rielaados, mientras que los sistemas tipo Il son
estructural y filogenéticamente diferentes (Heldead Vogel 2013). A pesar de su diversidad, todas
las proteinas Cas pueden ser agrupadas en 4 dagefymcionales: nucleasas y/o recombinasas, las
cuales estan involucradas en adquisicion de esjpaes; ribonucleasas que catalizan el
procesamiento de crARN (CRISPR-ARN) guias; protee se ensamblan con los ARN guia para
formar los complejos crRNP (CRISPR-ribonucleoprwmgipara la verificacion del objetivo; y
nucleasas que son responsables de la degradadasAi@N o ARN blancos (Van der Oost, Westra,
Jackson, & Wiedenheft, 2014).

La inmunidad CRISPR/Cas involucra tres mecanismiereshtes: adaptacion, expresion e
interferencia (Makarova et al. 2015). La etapadigptacion implica la incorporacion de fragmentos
de ADN extrafio (conocidos como espaciadores) des\invasivos y plasmidos en la matriz
CRISPR, como nuevos espaciadores (Makarova eD&ab)2Estos espaciadores proporcionan la
memoria de secuencia para una defensa dirigidaacomtasiones subsiguientes por el virus o
plasmido correspondiente. Durante la etapa de siorda matriz CRISPR se transcribe como una
transcripciéon precursora (pre-crARN), que se pragemadura para producir ARNs CRISPR mas
pequefios (crARN). Durante la etapa de interferers#acortan los acidos nucleicos de virus o
plasmidos afines, proceso dirigido por los crARMg)dados por las proteinas Cas, que funcionan

como guias (Barrangou 2013; van der Oost et aP;200ylinski et al. 2014).

De todos los sistemas CRISPR conocidos a la fetlséstema mas usado es CRISPR-Cas9 por su
simplicidad y versatilidad en la edicion de genomia; embargo, los microrganismos tienden a
mezclar y unir diferentes sistemas CRISPR y asinmigan descartando los previos (Barrangou et
al. 2007). Con la tecnologia CRISPR/Cas9 se ininEnueva era de ingenieria genética en la que
se puede editar, corregir o alterar el genoma dijaier célula de una manera facil, rapida, barata
y, sobre todo, altamente precisa. En plantas, jpan@o, CRISPR ofrece un método facil y exacto
para alterar genes que permitan crear rasgosdaias resistencia a factores bidticos y abioticos
con mayor probabilidad de hacer los cultivos maslpetivos (Belhaj, Chaparro-Garcia, Kamoun,
& Nekrasov, 2013).



Marco teérico 31

1.5.3 CRISPR-Cas en plantas

Los primeros estudios que utilizaron CRISPR-Cas® e edicion de genes en plantas se han
centrado en caracteristicas agrondémicas importgateda agricultura. Los investigadores se dieron
cuenta que el sistema podia usarse en cultivosypgaar caracteristicas, como el rendimiento, la
arquitectura de la planta, la estética de la pjdatmlerancia a las enfermedades, entre otrgosas

gue siempre han sido blanco para el mejoramieatticional de los cultivos.

Con el uso de CRISPR es posible afadir o eliminaaggo de forma mas rapida, mas precisa, mas
facily, en la mayoria de los casos, mas baratdegueécnicas de mejoramiento tradicional o métodos
previos de ingenieria genética. Aunque los ciemtfipueden usar CRISPR para agregar genes de
otras especies a una planta, muchos investigadeiesn enfocado en mayor medida en aprovechar
la gran diversidad de genes que existen dentramdenisma especie vegetal. De hecho, la mejora
de muchos de los rasgos mas valorados en la dgriculo requiere la adicion de ADN de otras
especies. Diversas investigaciones se han llevadb@con CRISPR-Cas9 en plantas. Por ejemplo,
en arroz Qryza sativa se ha modificado el gen BEIBéntazon Sensitive Lethajue confiere
resistencia a herbicidas, dichas plantas editadasranon susceptibilidad al benzaton (R. Xu et al.
2014). También en arroz, el equipo de Ying Wan&yegentaBiotechnology@n China lograron
editar el genoma de arroz, modificando el gen DERhse and erect panicleén la linea de
arroz Indica IR58025B. En las plantas mutantes ymolhs mediante CRRISPR se observaron
mejoras en el rendimiento, medido como paniculasatey erectas y reduccién en la altura de la
planta (Wang et al. 2017).

Por medio de CRISPR-Cas9, investigadores de lagko@dChina de Ciencias Agricolas, el Centro
Nacional para el Mejoramiento de Variedades deid®firy la Universidad Southwest han
desarrollado plantas de citricos resistentes ala@bauna enfermedad causada ganthomonas
citri subspcitri (Xcg. El equipo editd el promotor del gen CsLOB1, guemueve el desarrollo de
chancro en los citricos. Las lineas desarrolladzsnaron una mayor resistencia a la enfermedad en
comparacion con los citricos silvestres (Peng @Cdl7). En soya3lycine ma, cientificos también

de la Academia China de Ciencias Agricolas lidesguo Yupeng Cai, usaron el sistema CRISPR-
Cas9 para inducir mutaciones en el ggmFT2a un integrador en la ruta de la floracion en el
fotoperiodo de la soya. Las plantas editadas mostféoracion tardia, lo que resulté en un mayor

tamario vegetativo (Cai et al. 2018).
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La floracion también fue manipulada por investigadale varias instituciones, inclui@ald Spring
Harbor, EE. UU., en plantas de tomatSo{anumlycopersicurh Mediante CRISPR-Cas9, los
investigadores generaron mutaciones en el supdesfboracion SELF-PRUNING5G (SP5G) para
manipular la respuesta al fotoperiodo del tomates mutaciones provocadas por CRISPR-Cas9
causaron una floracion rapida y mejoraron el hagtorecimiento compacto de los tomates, lo que

resulté en una rapida produccion de flores (SoyK.€2017).

Investigadores del laboratorio de Mejoramiento @eni@plasma Vegetal de Beijing, dirigido por
Shouwei Tian, utilizaron CRISPR-Cas9 para editgeelCIPDS la fitoeno desaturasa de la sandia
(Citrullus lanatug, para lograr el fenotipo albino. Todas las samdiiitadas mostraron un fenotipo
albino completo o mosaico. Este estudio sirvi6 cqmeeba de concepto del uso del sistema
CRISPR-Cas9 en el mejoramiento de sandias (Tiah 2017).

Recientemente, un grupo del Centro Nacional deeBimilogia en Madrid reporto la edicion del gen
SIJAZ2 de tomate, el cual esta relacionado coasshpnato. Esta edicion confiere proteccion a la
planta frente a hongos patdgenos mediante un newarisociado al cierre estomatico (Ortigosa et
al. 2019).

Un ejemplo de edicién genética con importante i@modn en la salud humana es el desarrollo de
plantas de trigo con bajo contenido en proteinhgldien, responsables de diferentes trastornos del
sistema digestivo. Esta investigacion fue exitosalaeintroduccion de mutaciones de manera
especifica y simultdnea y se obtuvieron plantasbam contenido en gluten y una disminucion en
la inmunoreactividad del 85% (Sanchez-Leon et@l82. Todas estas investigaciones demuestran

el enorme potencial de usar edicion mediante CISB$9 en el mejoramiento de los cultivos.

1.6 Regulacion de cultivos editados genéticamente

Los cultivos editados genéticamente tienen el midérde hacer que las plantas sean mas

productivas, resistentes a la sequia, resistergafeamedades, mas nutritivas o con mejor sabor.

Los novedosos sistemas de edicion del genoma ayadaftroducir modificaciones puntuales
heredadas de manera estable en el genoma de 1a, plda region transgénica se puede eliminar
después de editar un gen objetivo. Esto permitegiacion de plantas consideradas no transgénicas

y variedades mejoradas (Y. Gao and Zhao 2014; Rufet al. 2015; Nagamangala Kanchiswamy
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et al. 2015). Estas tecnologias son mas rapidasraparacion con los métodos de mejoramiento
tradicionales y ayudan a obtener las lineas segteganutadas que han perdido la insercion del
transgen (Woo et al. 2015; Araki and Ishii 2015s [plantas con mutaciones dirigidas desarrolladas
por la tecnologia de edicibn del genoma son casitichs a las plantas obtenidas por el

mejoramiento clasico, y su seguridad debe evaldarsendo en cuenta el producto resultante en
lugar del proceso utilizado para crearlos (Hartand Schiemann 2014; Y. Gao and Zhao 2014,

Jones 2015). En este contexto, los productos gandtinte editados son en muchos casos
indistinguibles de los productos mejorados convaralimente; por lo tanto, dichos productos no

deberian regularse de la misma manera que los giasdgenerados por métodos de ingenieria
genética (Sauer et al. 2016; Shah et al. 2018).

La edicidn genética también puede dar lugar plambasansgénicas, con modificaciones similares
a las mutaciones espontaneas o a las producidesgpotes mutagénicos y que, por lo tanto, no
pueden ser distinguidas de las plantas obtenidam@mdos de mejoramiento tradicionales. Por lo
tanto la mayoria de paises, exceptuando la Uniéopea (UE), consideran que las plantas editadas
genéticamente no transgénicas fueran sometidas iegulacion distinta y menos restrictiva que los
cultivos transgénicos (Melero Royo, Martinez-Garatad Centeno Martin 2020). Europa tomo la
decision de regulacion de cultivos editados geagtente en 2018 por el Tribunal de Justicia de la
UE donde se concluyé que los estados miembragdpsarian de la misma forma que los cultivos

biotecnoldgicos ya existentes (Holman 2019).

En Estados Unidos el USDA establecié que no sarématcomo organismos transgénicos aquellos
gue hubieran podido obtenerse igualmente por meétadomejora tradicionales. Esto incluye:
deleciones, substituciones de unos pocos pareas@s hinserciones de secuencias provenientes de
plantas compatibles para la reproduccion, o descea que no contenga el transgén gracias a la

segregacion (Holman 2019).

En Canada el sistema de regulacion se basa eraeehlproducto final y no la tecnologia a través

de la cual se ha generado el cultivo, lo cual fewera las plantas editadas genéticamente. Por otra
parte, Japon ha estipulado que los cultivos editagméticamente que no contengan secuencias
exogenas no deberian ser tratados como transgefitos paises que estan de acuerdo con esta

posicion son: Australia, Brasil, Guatemala, Colcemiitepublica Dominicana, Honduras, Jordania,
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Paraguay, Uruguay, Chile, Argentina, Vietnam y am@nidad Econdmica de Estados de Africa
Occidental (Holman 2019; Melero Royo, Martinez-Garand Centeno Martin 2020).

En Colombia durante los afios 2017 y 2018, el 1GMddj6 en el marco normativo para aquellos
cultivares mejorados obtenidos con las nuevasdasme innovacion en fitomejoramiento y que al
final se puede obtener un cultivar equivalente eultivar obtenido por mejoramiento convencional.
Producto de ello, se expidié la Resolucién ICA 9229 del 01 de agosto de 20Ff la cual se
establece el procedimiento para el tramite antéCél (Instituto Colombiano Agropecuario) de
solicitudes de un cultivar mejorado con técnicasirdevacion en fitomejoramiento a través de
Biotecnologia moderna, con el fin de determinaglsiultivar corresponde a un Organismo Vivo
Modificado o a un convenciorgICA 2018).

Usando el sistema CRISPR-Cas9, es posible obtati®os genéticamente modificados, sin genes
marcadores de resistencia a antibiétigdamar and Jain 2015; Jones 2Q1d) embargo, para
esta investigacion se uso el gen NPTII como marcddaesistencia a geneticina, esto por ser la
primera vez que se desarrollaba la metodologia, greel futuro el objetivo sera desarrollar plantas
de cafa de azucar editas sin el uso de estos meassatk resistencia. Esto con el fin de que en el
futuro las variedades desarrolladas con mutacidirggidas, utilizando sistemas de edicion del
genoma, no sean sometidas a un proceso de regulatidual conlleva a considerarlo como un
material transgénico, ademas se incurren en elevedstos a veces no viables para liberar un
producto comercial ya que como sugiefBiagamangala Kanchiswamy et al. 2015; Araki and
Ishii 2015)las reglas operativas existentes para la regulagdlantas genéticamente modificadas
no deberian aplicarse a planas editadas, asi condetérmin6 el gobierno Colombiano en la
resolucion 29299 de agosto 1 de 2018. Actualmédamsetecnologias de edicion del genoma estan
siendo discutidas por varias autoridades asesomgiladoras en el contexto de la legislacion sobre
OGM vy se ha determinado que los cultivos y plaotagnidos mediante técnicas de edicion del

genoma se deberian de considerar no modificad@tigamente.

Hoy en dia, las empresas que desean comercialimmplanta editada genéticamente pueden
preguntar al Departamento de Agricultura de logditsg Unidos (USDA) si su producto requerira

revision regulatoria. Hasta ahora, para las plagtesno contienen genes externos, el USDA ha
respondido que no tiene la autoridad para regara edicion de plantas, la patente de
CRISPR/Cas9 ha sido concedida a DuPont Pioneer@ganto, es esta entidad quien se encarga

de regular el uso o licenciamiento de la tecnol@R#SPR para plantas. En Colombia, DuPont tiene
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una empresa aliada, por lo tanto, la entidad eadardel licenciamiento de la tecnologia es Dentos
Company®, la cual tiene sede en Bogota y es g@emsarga de otorgar permisos y regulaciones
para la tecnologia CRISPR en plantas editadas (gers. Dr. Roger Pennell, septiembre 2019).



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Condiciones experimentales

Este trabajo se desarroll6 en la Universidad deiddo(UF) en Gainesville, EE. UU. desde

noviembre 2017 hasta noviembre de 2018. Todasxlaarienentaciones se llevaron a cabo en el
laboratorio y en los invernaderos del departamdatagronomia de la Universidad de Florida (UF)
dirigidos por el Dr. Fredy Altpeter. Esto se logyécias a un convenio institucional entre UF y
Cenicafa. Por lo tanto, todos los productos obtsnidon propiedad intelectual de ambas

instituciones.

El Doctor Fredy Altpeter es profesor de Genéticalddalar y Biotecnologia, adscrito al
departamento de Agronomia del Instituto de Cienéigeoalimentarias, en la Universidad de
Florida- Estados Unidos (UF/IFAS).

2.2 Material vegetal

La variedad UFCP 82-1655 fue desarrollada en Estddalos, para su uso como fuente de biomasa
para produccion de etanol y se caracteriza por teaje contenido de azucar y alta concentracion
de fibra (Baskaran Kannan, 2017 com. pers.). Laem@aen que se desarroll6 fue haciendo un

cruzamiento entr8. spontaneum un hibrido comercial (Figura 4).

Figura 4. EnergyCane sembrada en la estacion die Gklde Florida
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2.3 Produccion de callo embriogénico

Para la induccién de callo embriogénico se utiimdos cogollos de la variedad UFCP 82-1655, y
se siguio el protocolo desarrollado por el labaratdel Dr. Fredy Altpeter en la Universidad de
Florida (Estados Unidos). Los cogollos fueren liaglis con etanol al 70% y posteriormente fueron

sembrados en el medio de cultivo, disponiendo 8jaesdpor caja Petri (Figura 5).

Figura 5. Induccion de callo embriogénico con axies por caja Petri

El medio en el que se dispusieron las rodajas fmrmduccion de callo embriogénico fue
desarrollado en el laboratorio del Dr. Fredy Algoatse siguieron las mismas condiciones de cultivo

publicadas por (Taparia, Gallo, and Altpeter 2012).

A los 8 dias siguientes se hizo el primer subouiltigl tejido poniendo rodajas ain mas pequefias en
cada caja Petri. Para este subcultivo se ponemstartdajas de tejido como sea posible.
Posteriormente, se continud con el subcultivo &des para refrescar el medio e ir seleccionando
solamente el tejido embriogénico y de buena calids mismo durante cada subcultivo se
multiplicaba el tejido y se iba disminuyendo ladkracion y la contaminacion. El subcultivo se
realiz6 por dos meses, tiempo en el cual el callove listo para su edicion por biobalistica.

2.4 Busqueda gen BUL1 en cafia de azUcar

Se disefaron un par de iniciadores degeneradosypgnidicar el gen en la variedad de interés. Estos
iniciadores se disefiaron con base en el gen BUl sdego Gorghum bicolor
http://lwww.plantgdb.org/SbGDB/). El gen BU1 tienescexones y los iniciadores se disefiaron de
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tal modo que se pudiera amplificar todo el genaffacde azucar, el cual tiene 572 pares de bases
(pb).

Se hizo la amplificacién en diferentes genotiposaféa de azlcar: CC 85-92, CP 88-1762, CP 96-
1252 y UFCP 82-1655. Posteriormente se hizo laacidm del producto de PCR en el plasmido
pGEMT-easy de Promega® siguiendo el protocolo dmata comercial y finalmente se mando a

secuenciacion para determinar la secuencia déBgdren cafa de azlcar.

2.5 Diseiio de ARN guias (ARNQ)

Los ARN guia se disefiaron en una region altamemtservada en los dos exones del gen BU1. Para
el disefio de los ARN guia se utilizaron diferes@idwaresBenchling, CRISPOR, CRISPR-Direct

y CRISPR-PSe compararon las secuencias obtenidas con oftder® y se escogieron aquellos
que fueron consistentes en estos cuatro progrdeh&$Ng para el gen ALS fue disefiado por el
Dr. Tufan Oz en el laboratorio del Dr. Fredy Altpret

2.5.1 Ensayo in-vitro con Cas9 para probar los ARNg

Después del analisis de los ARN guia obtenidosssegieron 9 ARN guias (5 en el primero exon
y 4 en el segundo exdn), estas 9 secuencias fpeobadas con Cas9 para ver cudl podia cortar el
gen BUL.

Para este ensayo se disefiaron dos iniciadores ujpreeran todo el gen. De igual manera se
disefiaron los iniciadores para cada uno de los R, para el disefio del iniciador Forward se
reemplazo el primer nucledtido por una G, adiciowadte, antes de la secuencia del ARN guia se
puso la secuencia del promotor T7 y finalmentepdés del ARN guia, se puso una parte de la

secuencia scaffold.
El iniciador Reverse fue el mismo para todos lodNARRiia: AAAAAGCACCGACTCGG

Para la amplificacion de estos iniciadores sezdtiiomo molde un plasmido (PUC57), el cual tiene

el scaffold (76 pb), por lo tanto, se espera unladmpde 119 pb.

Con cada muestra se hizo la sintesis de ARN. Saigegidte se hizo el tratamiento con DNAsal para

remover el ADN molde.
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Para el ensayo in vitro de Cas9 tanto el ADN peaiio del gen BU1 como los ARN guia se
utilizaron a una concentracion de100ng/ul y la Gas@itilizé a una concentraciéon de 150 ng/ul.

Esta reaccion se llevd a cabo siguiendo el protodella casa comercial New Englands Biolabs®.

2.6 Disefio de vectores para el sistema CRISPR/Cas9

Para el disefio de los vectores se sigui6 la egtgatle Golden Gate ®(Engler, Kandzia, and
Marillonnet 2008).

Ambos ARNg fueron clonados en dos vectores difesertero siguiendo la misma estrategia.

1) Tratamiento 1: pldsmido con Cas9 y dos ARNg pargeel BULl. Objetivo: pérdida de
funcién del gen BU1

2) Tratamiento 2: plasmido con Cas9, dos ARNg pagee/BU1 y un ARNg para el gen ALS.
Objetivo: pérdida de funcion del gen BU1 y ganamigduncion del gen ALS

Para la clonacion, se hizo la primera reaccion d&léh Gate utilizando el plasmido pUC57
haciéndole un corte con la enzima de restricBisin. Posteriormente se hizo la transformacion en
células competentes @e coli, se hizo aislamiento del plasmido, siguiendo etqualo del kit de
extraccion de la casa comercial Qiagen ® y se $gpnienciacion. Después se escogio la colonia en
la cual se ensamblé el primer ARNg y se utiliz@eagilonia para la segunda reaccién de Golden
Gate. Para dicha reaccion se utilizo la enzimadticcionBsal, se hizo aislamiento del plasmido,
siguiendo el protocolo del kit de extraccion dedaa comercial Qiagen ® y se hizo verificacion por
secuenciacion. Por ultimo, se analizaron las s@tagy se escogio la colonia con el plasmido en el

cual se ensamblaron los dos ARNg.

Para el caso del tratamiento 2 se hizo el mismoegglimiento descrito anteriormente y se escogio
la colonia con el plasmido en el cual se ensambltoto los dos ARNg para el gen BU1 como el
ARNg para el gen ALS, con una mutacion en la posié53 (proporcionado por el laboratorio del
Dr. Fredy Altpeter de la Universidad de la Flori#Estados Unidos). Los plasmidos seleccionados

se almacenaron a -80°C en glicerol para su posigsm
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Después de la confirmacion de ambos ARNg, se hizbohacion en los vectores para Cas9. Para
ello se hizo la digestion de los plasmidos 1 y 2 les enzima$srfl y Notl, de igual manera se hizo

la digestion del vector completo (plasmido 3) amrhismas enzimas de restriccEifi y Notl. Para

el ensamblaje en el vector final (plasmido con CaE3TII, sistemaCre-LoxPy demas elementos
necesarios para la edicion genémica) se hizo gestibn de ambos pldsmidos con dos enzimas de
restriccionSrfl y Notl. Después de hacer las respectivas ligacionegaéahtransformacion eB.

coli y se enviaron a secuenciar 3 colonias por cadaifig. Para la secuenciacion se utilizaron dos
cebadores (proporcionados por el laboratorio deFBdy Altpeter de la Universidad de la Florida-
EE. UU.) (Tabla 1).

Tabla 1. Iniciadores para secuenciacion de losmptis a bombardear

Nombre Iniciadores Secuencia
NtHSPt Forward AGTTGTCCTTGGAGTAAAGAGTC
Scaf-35S Reverse CTTGTTAACGCGGCCGCA

Con la secuenciacion se pudo confirmar que lailigeftie exitosa para los dos plasmidos.

El plasmido 3 fue disefiado por los Drs. Lucia Mitig Tufan Oz en el laboratorio del Dr. Fredy
Altpeter de la Universidad de la Florida- EE. UU.

2.7 Bombardeo del callo embriogénico con microparticulsde

oro utilizando pistola genética

2.7.1 Preparacion del callo embriogénico
El callo se pasé a medio osmatico (con sorbitoM),4&e procurd disponer el tejido de tal manera
gue no quedaran espacios entre el tejido para nmatina superficie de contacto con el disparo

(Figura 6). El tejido se puso en este medio potrod@ras antes de los disparos.
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Figura 6. Disposicion del callo embriogénico endga Petri para su uso en biobalistica

El callo se distribuyd en dos tratamientos cadaaamol5 disparos, adicionalmente se puso callo en
tres cajas Petri para los controles, para un ti@3 cajas Petri. Después de cada disparo eab tejid

se pas6 nuevamente a medio de induccién de cabba@g@énico (Figura 6) para su recuperacion.

2.7.2 Preparacion del ADN para el bombardeo con micropaitulas

Para el bombardeo, los plasmidos de ambos tratemsireron linearizados haciendo una digestion
de cada plasmido con la enzi@aul

Posteriormente se hizo la extraccion de la banpktar del gel con el kit para extraccion a partir
de gel, de la casa comercial NEB ® y se midi6 laceatracion de cada ADN plasmidico. A partir
de estas concentraciones se hicieron los respsatdloulos para cada disparo. Para el tratamiento
1 (pérdida de funcién del gen BU1) se dispar6&mpido a una concentracion de 1.5ng/kb/disparo
y para el tratamiento 2 (pérdida de funcién del Bell y ganancia de funcion del gen ALS) se
disparo el plasmido mas el molde de ALS que va isertado en el sitio especifico de corte, este

disparo se hizo en una relacion 1:3 (Tabla 2).

Tabla 2. Cantidad de ADN utilizado para cada pldsnein los tratamientos

Tratamiento Muestra Relacion Cantidad de ADN  Tamafio ng por
(ng/kb/disparo) (kb) disparo

1 BU1-Cas9-NPTII 1 15 12.182 548.19
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BU1-Cas9-ALS-NPTII 1 15 12.355 555.98
ALS-template 3 6 4.550 819.00

2.7.3 Condiciones del disparo

Para la preparacion de las particulas de oro sg@e80mg de oro (<1.0 um de diametro, Crescent
Chemicals, Germany®) y se prepararon de acuerdwaabcolo del laboratorio del Dr. Fredy

Altpeter.

Para recubrir con ADN las microparticulas de ordieevortex a las particulas por 1 minuto, en un
tubo a parte se pusieron 30 pl del stock de or86qrl de ADN y se mezclé por 1 minuto. Mientras
se estaba mezclando en vortex, se adicionaron 8@ gspermidina a 0.1M y 50 pl de cloruro de
calcio (CaCl)) a 2.5M, y se siguio agitando con el viortex pominuto mas. El oro se re-suspendio

en 100 pl de etanol absoluto y se mezcld. De estzlmse utilizaron 5 pl por disparo.

Cada disparo se hizo a una presion de 1100 psiacpistola PDS-1000/He de la casa comercial
Biorad®. Se usaron 5 pl de las particulas de oeosguesparcieron en los macrocarries y se dejaron
secar brevemente. El plato Petri fue dispuesta éahdeja, 2 niveles por debajo o 6 cm debajo del
soporte del macrocarrier. El vacio se puso a 26.(pdlgadas de mercurio), se presiond el boton de
encendido y se sostuvo hasta que el disco de eupturompioé aproximadamente a 1100 psi de
presion y 27.5 Hg de vacio. Antes de cada dispeapistola y sus componentes fueron esterilizados

con etanol al 70%.

2.8 Seleccidn con geneticina, regeneracion, elongacion,

enraizamiento y paso a suelo de las plantas editagla

Ocho dias después del disparo, el callo embriogé&gg@uso en medio de seleccidén con geneticina,
en los dos tratamientos los plasmidos utilizadesetn el gen NPTII, por lo tanto, en todos los
tratamientos se utilizé el antibiético geneticinarea concentracion de 20mg/L para seleccién del
tejido editado. El tejido permanecié en el medidndieiccion de callo embriogénico con geneticina
durante 5 semanas. La composicion de este medessebe en (Taparia, Gallo, and Altpeter 2012).
El tejido se separd en pedacitos de callo, segifnagmentacion natural y cada grupo de tejido
embriogénico fue separado uno del otro, ademasgraga fue codificado con un numero diferente

para su seguimiento.
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Cada ocho dias se refrescé el medio y se seleceiomfido sobreviviente, descartando aquellos
callos que estuvieran muertos (necroticos) debidoaacion de la geneticina. De igual manera, en
cada cambio de medio se conservaron los numereshicieron los respectivos conteos de tejido

muerto y tejido sobreviviente.

Después de 5 semanas en induccion, el callo seapasdio de regeneracion también suplementado
con geneticina (20 mg/L). En este medio, el te@dtuvo durante 6 semanas y durante cada paso se
escogié solamente aquel tejido que mostrara pwetaes. Posteriormente, el tejido que regenero
en plantulas fue puesto en medio de elongaciorgeosticina (20 mg/L). Las plantulas estuvieron

en este medio entre 2-3 semanas.

Cuando las plantas alcanzaron la altura deseatte:46 cm de longitud, fueron puestas en medio
de enraizamiento (Taparia, Gallo, and Altpeter 2@12e detuvo la seleccion con geneticina para
favorecer el crecimiento de las raices. En esteopeh antibidtico fue removido para facilitar el

desarrollo de raices.

Las plantas estuvieron en el medio de enraizamigatante 3 semanas adicionales. Pasado este
tiempo, se tomo tejido de cada una para la extvacte ADN y luego se pusieron a choque térmico
a 40°C durante 5 horas, esto con el fin de quectheara el sistem&re-LoxP, para eliminar la
mayoria del plasmido y asi evitar que las plantdisadas fueran consideradas organismos
modificados genéticamente. Finalmente, las pldot®n llevadas al invernadero de bioseguridad
de la Universidad de la Florida (UF-Estados Unidos.

2.9 Pruebas moleculares

A cada una de las 103 plantas obtenidas para&htiento 1y 112 para el tratamiento 2 se les hizo

las diferentes pruebas moleculares con el objdewealidar la integracion de los genes o su datecio

2.9.1 Extraccion de ADN

Las muestras fueron extraidas, siguiendo el praid€dAB (Porebski, Bailey, and Baum 1997). Se

partié de 1g de tejido por muestra, el cual fueereao usando nitrégeno liquido. Para la extraccién
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se usé buffer CTAB y se hizo una limpieza con dlammo:alcohol isoamilico (24:1), todas las
muestras se resuspendieron con 50ul de agua kadaséistéril, cada muestra se cuantifico y fue

diluida a 100 ng/ul para las respectivas amplifaraes.

2.9.2 Amplificacion del gen NPTII

Para la amplificacion del gen de seleccién NPT Uitdezaron los iniciadores de la (Tabla 3).

Tabla 3. Iniciadores para el gen NPTII

Iniciadores Secuencia Tamafio del amplicon
Forward TACCTGCCCATTCGACCACC
Reverse TAAAGCACGAGGAAGCGGTC

345 pb

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volunrel fie 20 pl y se utilizo la Taq Hot Start
polimerasa de NEB®. Las condiciones de PCR fueasrsiguientes: 95 ° C durante 30 s, seguido
de 35 ciclos de 95 ° C durante 30 s, 55 °C durdhtey 68 °C durante 45 s. Las amplificaciones se

verificaron en geles de agarosa al 1%.

2.9.3 Amplificacion del gen Cas9

Para la amplificacion del gen Cas9 se utilizarenihiciadores de la (Tabla 4).

Tabla 4. Iniciadores para el gen Cas9

Iniciadores Secuencia Tamafio del amplicon
Forward AGGTGGAGAAGGGAAAGTCG
Reverse AGTTCACGTACTTGGACGGC

261 pb

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo ewvalnmen final de 20 pl y se utilizo la Taq Hot
Start polimerasa de NEB®. Las condiciones de PGRofulas siguientes: 95 ° C durante 30 s,
seguido de 35 ciclos de 95 ° C durante 30 s, 54ld@nte 45 s y 68 °C durante 45 s. Las

amplificaciones se verificaron en geles de agaanb38o.
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2.9.4 Ensayo TagMan para detectar mutaciones del gen ALS

Para las plantas o lineas editadas obtenidas Igaagaeniento 2 se hizo un ensayo de sonda TagMan
para detectar aquellas plantas que fueron editad@® ademas tuvieran el inserto del gen ALS
modificado. Este ensayo se realizé en aquellaadigee presentaron la banda para el gen NPTII

y/o para el gen Cas9.

El ADN del gen ALS que se insertd en estas plamai® una modificacion en un nucleétido en la
posicién 653, el gen silvestre tiene una G en@a$i&cion, el molde insertado tiene en lugar de una
G una T, éste seria el alelo mutado. Por endpldasas que tengan una T en la posicion 653 seran

consideradas editadas y/o mutadas.
Para este procedimiento, se siguieron varios ps®se describen a continuacion. Lo primero que
se hizo fue la amplificacién por PCR de un fragrogmande del gen ALS: 1913 pb, para lo cual se

utilizaron los iniciadores UP6 y DO1 (Tabla 5).

Tabla 5. Iniciadores para amplificar un fragmemntnge del gen ALS

Primer Secuencia Tamario del amplicon
UP6 CATCGCCAACCACCTCTTCC
DO1 GAAGCCAATTCAGAACCACTGC

1913 pb

De igual manera, se utilizé una sonda TagMan pagareALS que fue disefiada por el Dr. Tufan

Oz en el laboratorio del Dr. Fredy Altpeter de laiwgrsidad de la Florida.

La reaccion de gPCR (PCR cuantitativa o PCR erpiier®al) se llevd a cabo utilizando una dilucion
20 veces del producto de PCR como molde en un widimal de reacciéon de 10 pl. Como control
negativo se utilizaron dos plantas silvestres daiteedad UFCP 82-1655 una proveniente de campo
y otra proveniente de cultivo de tejidos y comotoampositivo se utilizé un plasmido y dos muestras

con la mutacion identificadas por el Dr. Tufan ©anf. Pers. 2018).

La reaccion de qPCR se llevo a cabo en un ternaafmiclen tiempo real CFX 96 de BioRad® y se
utilizaron como fluoréforos VIC y FAM. Las condicies de gPCR fueron las siguientes: 95 ° C
durante 10 m, seguido de 40 ciclos de 95 ° C derdbits y 62 °C durante 1 m.
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Posteriormente se hizo el andlisis de los datosnky la discriminacion alélica brindada por el

software CFX manager de Biorad®.

2.9.5 Ensayo con las enzimas de restriccidBsal y Smll para detectar la
mutacion del gen BU1

Para este ensayo se hizo la PCR para el gen BUdli¢dm de 784 pb: Gen BU1 + 5'UTR). La
amplificacién se llevé a cabo con aquellas plagias fueron positivas para los genes Cas9 y/o

NPTII en plantas de ambos tratamientos.

A partir de esta reaccidén de PCR se realizarordggstiones, una con la enzifBaaly la otra con

la enzimaSmll La enzimaBsal, es una enzima que esta presente en el ARNg 13 panto, si
hubo edicion en la secuencia que contiene el ARNgd espera que NO ocurra la digestion (corte)
en las muestras editadas ya que esto indicariaegperdié el sitio de reconocimiento de la enzima
Bsal La reaccién de digestion c&sal fue llevada a cabo con el Buffer CutSmart de NEB®In
volumen final de 20 pl. Esta reaccion se incub@ @3durante 3 horas. La enzirBanll, es una
enzima que esta presente en el ARNg 3, por lo tantmbo edicion en la secuencia que contiene el
ARNg 3, se espera que NO ocurra la digestion (rertdas muestras editadas ya que esto indicaria
que se perdi6 el sitio de reconocimiento de larea8mllLa reaccion de digestion c@mll fue
llevada a cabo con el Buffer CutSmart de NEB® ervaoinmen final de 20 pl. Esta reaccion se

incubd a 55°C durante 3 horas.

2.9.6 Ensayo para detectar la mutacion del gen ALS con $aenzimas de

restriccion Mmel y Bfal

Para este ensayo se hizo una PCR del gen ALS efalatas del tratamiento 2 que dieron positivo

para NPTII y/o para Cas9. La amplificacion por P@dRgen ALS se hizo en una PCR anidada a
partir del primer amplicon (1913 pb) (Tabla 5). #asta segunda PCR se utilizaron otro par de
iniciadores (DMF1 y DMR1) que amplifican un fragnm@de 455 pb (Tabla 6).
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Tabla 6. Iniciadores para el gen ALS con un tanddgiamplicdn pequefio

Primer Secuencia Tamafio del amplicén
DMF1  CTCATGAACATTCAGGAGCTAGC
DMR1 ACCCTTGTACTAGCTCATGCGC

455 pb

La amplificacion se llevé a cabo en un volumenlfae20 pl con la Hot Start Taq polimerasa de
NEB®. Las condiciones de PCR fueron las siguierigs: C durante 30 s, seguido de 35 ciclos de
95 ° C durante 30 s, 54 °C durante 45 s y 68 °Grder45 s.

A partir de esta reaccion de PCR se realizarordidstiones, una con la enzifgtal y la otra con

la enzimavimel.

La enzimaBfal, es una enzima que esta presente en el gendtipstst. Por lo tanto, se espera que
ocurra la digestién (corte) en las muestras sigestes decir, las no-editadas. La reaccion de
digestion se realiz6 con el Buffer CutSmart de NEB®un volumen final de 20 pl. Esta reaccion

se incub6 a 37°C durante 3 horas.

La enzimaMmel, es una enzima que esta presente en el ADN muodddo tanto, se espera que la
digestion ocurra en las plantas positivas, es dasique han sido editadas. La reaccion de dayesti
se realiz6 con el Buffer CutSmart de NEB® en ururwn final de 20 pl. Esta reaccion se incubo a

37°C durante 3 horas.



3.RESULTADOS

3.1 Disefo y evaluacion de ARNs guia sobre gen BU1 d&ia
de azucar

3.1.1 Busqueda gen BU1 en cafa de azUcar

Al realizar la busqueda en el NCBI (del ingl&sitional Center for Biotechnology Informatigren
espafiol: Centro Nacional para la Informacion Biotéégica) del gen BU1 en el genoma de sorgo
(Sorghunbicolor), se encontré que este gen en sorgo tiene 572cphifica para una proteina de

87 aminoécidos y posee dos exones correspond@njes BU1 (Figura 7).

TAAR TCRTC AGCTTCAAGAC]

CTAARRATARGARARCATCCGTARARATCCTAARRATTCTARAATCATTCTAAT

T
ARATCICTAAGCCTCT ) TTTCACAACARRRAC, =t CATGARTGCATT TCTT TTTGCATTCATACTAGCTACTTGCATCTTATACTITICTC
ATGE, TTTAAACCAT T T AATTGTTCCATTTTTTTGGATAGT TTTTCCATTTTCTTAGAACTARATCTAATT TCTARRAGCTTTTGTTATAR
ARATACTTTAT TCATTTC TCCATGTCT TGTTTCARARATCTT] TC TATTATGTTTCAAAAACCATATT. TCTTTCCTAGRACTTTTTAG
TTARARAATARR ATTACTTGAARRACACTTCTAR TAACTTATAT TTAGCCTGATTTCATAGTTCAGGAGATTTTTTTTT T
TTTCGCTGETACAGEAC TTTTTGTTCCGAT ARCCACCTTTAGTTCCGGATGECERGCTATGACGATTGTGARGERGECCARATTTTTTT RRATTTTCATTTAGTTAGT.
TATTCTT: TCCTTAGCACCCGOCAACTACA! CTCTGECCETARCTCATAACTACACCETCAECCCOTECECATCCECTACTGACACE! ACGEC
CC COCCCARRATTCTCTCT. TCCGT: CAGCAGCA TTTCTCTACCACATCACTETCTTTGECGCCATGACGCATCCCETT TTCATCTTCCTCTTCC
TGTGCCCECTACCCTRACT TCTACCTCRAGT T CTACTTTGTCTAGCACCTARCTARCTCCACCGTCTCCCCTATARATTAR
TCCCTTTCTGCTTCCCATCECCAGCCATCCAGCCTCCAGCGCTCATC TAGCTACTACTGACCTCEATCCOAT TAGCTCCETGCACCCCAGCGCGCETTCAG
CTOGCTCTTCeCCETACTCTCEETCETCCTCTCCGT CACCAETCGCTACCTCAGC CTC CTCTOGATCCCGECORETCTTCGCCCCCOGCATTCOCTCTCTARTTAACCACCGATGTCEAGCCE
GRGETCCCECECETCAETET CGAGCTCATCTCCAGECTCCAGACECTECTC GCCGT ‘GAGETACGTACGCGTGCACATTCAGRGC
ARGATECATGATCRGECTGECECGCAGACRGGTACTRATCTTCATGC TRGCTAGCTAGCTCTCTCACGECAC TAGTACTGRCACTGCTGACACCGACACAC
ATCCATARAGCTAGCTCTCCACATARR CACCGCTT ACTACCTACGACCTECCTCOCTACTCCTATATGCATGTETACCCTGAT TCCCTCCCGETCTAGCTCCARGT
CRAGETCETCETCTEATGTARRCGETETCRATCGTECTE GTCGACGACG] TGCT CTGCAGCTACAT! GCCT TGAGCGACCE
CCTCTCCGACCTCATARCCACCATCEACCACRACAGC: GCCEAGATCATCCECACCCTCCTCCCCTACCTCAACTCCCTCOTCCCTCECCEATCCGCTCTCTCTCCAT CCACGR
CCTCTCGT TACCTCTCAGCCTAATGCTAGCTEAT CATATACGCAGC" CTAAGCACGCCGATCEAC GCC
TGETA] CATT GCC ‘GCH TTCTCCCTTCCACGCACTTCGCCGCTCTTTRTTETT
TTCCTTGCTACTACTACTAGCTCCCTTTTTTCATTTCTTTCTACTC TTTCCCCATCTTCTTCCTTCTCTCECCETCCTACGTCETCTAATCCATCTARACCTA
CTATCTGTGETCCREATE TCCCCTT! ACCGAM ‘CAGCTACCGATCGATCARCCTETACTGC TGTCTTGTCTCATCTGTCATC
ACGCTTAATTTGTTT TCTACTGCTCCCECAGCTAGCTAGCTTCATTCAATCTAATC TAATCGCECECTCATCRTTACGTECTECGACGCCTARTTARGCARGCCA 'GCTTTATT
GCACACTAACAGCCARACCCCECCTCTETTTCACGRACCACCCTAGETCCCTAGCC TCAT T TCT
s TCGACTECACTGCTGTTACTTGTCTACATACCTCGCTTTGCATTS T T GT CACCA CT CTGCCGECTECCECECCETACGOCCOG
CCCAGEACCCOCCCACRACCTCATCCGCECTCACT TGTCOTC TC TGAR' A TCGT TCCCTCT! TCCATCGGCGGET
CAACATATACCTCCATCGACTCGACGT! TATAGCTTCTTCCT! ACGCCGACCRAACGCETACATCGATEECACATGARTETGTCCGGURAL TGECC c
TGCCAGTCAATECCCGETT TCGTCGTTCACAGATCAGACGTTCEATCEARTTETCTARTT ACCGARTCGGARTEETACTCTCCATTGECTTCTGATAAGET
T T T TCGATTTGTCTC TGATCTETC! ‘GATTCCRAGH TTCCCTARRAGTTGCTCTTTETCARGTCERAATE
DAL ATACE AT AT T A AT AT D TR A AT TN AT TR AT AT AT TN AN LT, TR DTN ATADLETANMR D AT R ACTAT

Figura 7. Visualizacion del gen BU1 en el genom&dego. En color morado se visualizan las

regiones 5’y 3’'UTR, en color rosado se ven losedoses y en color verde el intron

A partir de esta secuencia se disefiaron los imcisddegenerados (Tabla 7) con la herramienta
primer-BLASTdel NCBI y se amplificaron por PCR en cuatro ggust de cafia de azucar (Figura
8). Después de la amplificacidn y posterior veaifién de su secuenciacion se encontré la secuencia
homéloga de dicho gen (Figura 9) en el genoma fla da azlcar para lo cual se hizo un analisis
usando la herramienta CTBE BLAST la cual contigriermacion de la base da datos del genoma
de la variedad SP 80-3280 (Riafio-Pachdn and MatfelL7).
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Tabla 7. Iniciadores degenerados disefiados a gartir secuencia dgorghum bicolopara el gen

BU1
Iniciadores Secuencia Longitud Tamafio del amplicon
Forward CGASGATGTCGAGCCGRAGGT 21 pb 580 pb
Reverse SKAGCGGAGGAKGCTGCGGAT 21 pb

1500pb
1000pb

700pb

500pb

Figura 8. Amplificacion del gen BUL1 en cuatro vdedes de cafia de azucar (CC 85-92, CP 88-
1762, CP 96-1252, UFCIP 82-1655)

AGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCGACGKTGT

GATCAGGCGCACAGACAGCAGGCATGAATGTI'CATGTGCAGACACAAGCT AGGTAGCTAGCTCTCTCACGG
CACTGAGTAGCTAGTACTGACACTGCTGACACCGACACACATCCATAAAGCTAGAGACATAAACTGTAGTG
CCACCGCTTGCAAGTACGTACAGTACGACGTGCGTGCGTACTCCTATATGCGTGCTGGTCTATCACTCTAGC
TCCAAG CCAAG GTCGTCGTCT GATGTAAAGGATGATGCGTGCT G CAGG@GI' mm@mmm

AA’I'I'CGCGGCCGCCT GCAGGTCGACCATATGGGAGAGCT CCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATI'C
TATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCAC
AATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGC

Figura 9. Secuencia del gen BU1 en cafia de aZtioarolor azul se resaltan los dos exones del
gen

El gen BU1 en cafa de azucar tiene una secuen&&8pb (Figura 9) y la proteina que codifica
tiene 87 aminoacidos.
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3.1.2 Disefio de ARN guias (ARNQ)

Con las secuencias del gen BU1 se hizo el angligis encontrar similitudes y/o diferencias entre

genotipos y, disefiar los ARNg en las zonas altaenaamiservadas. En el analisis se encontraron los
dos exones esperados. Para el primer exén se egrcondd SNPs con respecto a Sorgo (Figura 10)
y para el segundo exdn se encontraron 3 SNPs,alefiat en el genoma de Sorgo y uno en las

secuencias de cafa (Figura 11).

BU1_sorghum

CP88_8

cces5_3 AGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGRATTCGAT

Ccces_4 -GGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT

Ccc85_5 -GGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGRAATTCGAT

CP88_2

cces_8 —GGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGRAATTCGAT

CP88_1

BU1_sorghum -CGACGAT

CP88_8

CC85_3

cceb_4

CC85_5

Cp88_2

cCc85_8

Cp88_1 —CGAGGAT T

KA AR AR R AR KRR KRR KRR AR ARARIA KA AR FAFAAA AT AT AT A KA A

BU1_sorghum ATCT GT

CP88_8§ A

CcCc85_3

CcCc85_4

CcCc85_5

CP88_2

CC85_8

cpeg_1 A GTACGT
Aok ok ko kkhkk ok kh Ak kA kkk bk kA kA ARk A ARk Ak hhk kA Ak hkkkhk Rk Ak kA K

BUl_ sorghum ACGCGTGCACATTCAGAGCARGATGCATGAT CAGGCTGECGCG-CAGACAGGCACTAATG

Cp88_8 ACGCGTGCACATTCAGAGCAAGCGATGCATGAT CAGGCGTACAGACAGCAGGCATGAATG

Cc85_3 ACGCGTGCACATTCAGAGCAACCGATGCATGAT CAGGCGCACAGACAGCAGGCATGAATG

cces_4 ACGCGTGCACATTCAGAGCARCCGATGCATGAT CAGGCGCACAGACAGCAGGCATGAATG

Cc85_5 ACGCGTGCACATTCAGAGCAACCGATGCATGAT CAGGCGCACAGACAGCAGGCATGAATG

Ccp8s 2 ACGCGTGCACATTCAGAGCAACCGATGCATGAT CAGGCGCACAGACAGCAGGCATGAATG

Figura 10. Primer ex6n del gen BU1 resaltado ctvadede color azul y los SNP encontrados se

muestran con letras de color rojo
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BU1_sorghum
CP88 8
CcC85_3
ccss 4
CC85_5
cP88 2
CC85_8
ce8g 1

BU1_sorghum
cps8 8
CC85_3
ccss 4
CC85_5
cpsg 2
CC85_8
cpsg 1

BU1_sorghum
cps8 8
Ccc85_3
ccss 4
cc85_5
cpsg 2
CC85_8
cpsg 1

TCGTGCTGCAG
GCGTGCTGCAG!
GCGTGCTGCAG
GCGTGCTGCAG!
GCGTGCTGCAG
GCGTGCTGCAG!
GCGTGCTGCAG

GCGTGCTGCAGGC

mes -

CGCTAGAATCACTAGTGAATTC
CGCTAGAATCACTAGTGAATTC
CGCTAGAATCACTAGTGAATTC

CGCTCCAATCACTAGTGAATTC

Figura 11. Segundo ex6n del gen BU1 resaltadoetoss| de color azul y los SNP encontrados se

muestran con letras de color rojo

Para el disefio de los ARNg se usaron diferentéwaafs Benchling, CRISPOR, CRISPR-DIRECT,

CRISPR-Py se escogieron aquellos que fueron consistentéssehprogramas con lo que se hizo

un listado con 24 ARNg, de los cuales 12 se enabatr ubicados en el primer exén y 12 en el

segundo exon (Tabla 8).
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Tabla 8. Lista de los 24 ARNg disefiados para eRi¢h

it RNAg strand Exon GC ER Score
1 | GAGCCGGAGGTCCCGCGCGTCGG + 1 80 49.19
2 | CTCCTCCGACACCGACGCGCGGG - 1 52.00
3 | GAGGTCCCGCGCGTCGGTCTCGG 1 75 50.81
4 | GTCCCGCGCGTCGGTCTCGGAGG 1 80 61.53
5 | CGCCACGGCGGCGCGCGCTGGGG - 1 46.54
6 | CTCCCCAGCGCGCGCCGCCGTGG 1 90 BssHII,Btgl 46.53
7 | CCCAGCGCGCGCCGCCGTGGLGG 1 a0 BssHII,Btgl 44.00
8 | GCGCGCTGGGGAGCAGCGTCTGG - 1 34.33
9 | CCGLCACGGLGGLGLEGLGLTGGEG - 1 23.00
10 | GCCGCCACGGCGGCGCGCGCTGG - 1 18.82
11 | CTCCCCAGCGCGCGCCGCCGTGG + 1 90 BssHII,Btgl 46.53
12 | GCGCCGCCGTGGCGGCAGCCAGG + 1 90 Btgl 51.83
13 | GTCGACGACGAAGCTGCTCAAGG + 2 60 Accl Hincll,5all,Smll 48.23
14 | GCTACATCAAGAGCCTGCACCGG + 2 55 57.98
15 | CAGGCTCTTGATGTAGCTGCAGG - 2 49.99
16 | CTACATCAAGAGCCTGCACCGGG + 2 55 48.92
17 | CATCAAGAGCCTGCACCGGGAGG + 2 65 - 65.28
18 | CAAGAGCCTGCACCGGGAGGTGG + 2 70 45.94
19 | GTCCGACCTCATGGCCACCATGG + 2 65 Btgl Eael,Mscl,Ncol|  56.99
20 | GGTCGGACAGGCGGTCGCTCAGG - 2 46.19
21 | TGGCCATGAGGTCGGACAGGCGG - 2 61.79
22 | GGTCGTCCACCTCCCGGTGCAGG - 2 41.77
23 | CGACCGCCTGTCGGACCTCATGG + 2 70 BsiEl 50.08
24 | CGCTCAGGTCGTCCACCTCCCGG - 2 51.81

De esta lista se escogieron 9 ARNg, 5 en el premén (ARNg 1, ARNg 2, ARNg 3, ARNg 4 y
ARNg 12) y 4 en el segundo exon (ARNg 13, ARNgARNg 19 y ARNg 21). Con estos 9 ARNg
se hizo el ensayo de transcripciim vitro, para determinar cual potencialmente podria guiar

adecuadamente a la proteina Cas9 para cortaraw kditecuencia del gen BU1.

Se probaron los iniciadores para cada ARNg y seoaind que fueran amplificables por PCR en la
variedad a editar: UFCP 82-1655 (Figura 12).
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Figura 12. Amplificacion de los 9 ARNg escogidosapla prueba in-vitro

De cada ARNg se obtuvo una banda de 119 pb. Desjguéscorrida del gel, se hizo la extracciéon

de cada banda a partir del gel y se procedi6 censgyan-vitro para Cas9.

3.1.3 Ensayoin-vitro con Cas9 para probar los ARNg

Después del analisis de los ARN guia obtenidosssegieron 9 ARN guias (5 en el primero exén
y 4 en el segundo exdn), estas 9 secuencias fpeobadas con la proteina Cas9 para validar cuél

podia cortar la secuencia del gen BUL.

Para este ensayo se disefiaron dos iniciadoreserae dn tamafio de amplicon grande por lo tanto,
se disefiaron teniendo en cuenta la region 5’'UTR, ta&ecuencia de todo el gen y de esta manera,
logra el amplicon deseado (Tabla 9), estos inariesl se disefiaron con la herramiemtianer-
BLASTdel NCBI.

Tabla 9. Secuencia de los iniciadores forward gmss/ para el gen BUL con un tamafio de
amplicon grande

Iniciadores Secuencia T°C Longitud Tamafio del ampén
Forward CTTTCTGCTTCCCATCGCCA 60.68 20 pb
Reverse CTAGCGGAGGAGGCTGCG 62.3 18 pb

784 pb
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De igual manera se disefiaron los iniciadores pagla cno de los ARN guia con la herramienta
primer-BLASTdel NCBI; para el disefio del iniciador Forwardeemplazo el primer nucledtido
por una G. Adicionalmente, antes de la secuen¢iARIN guia se puso la secuencia del promotor

T7 y finalmente, después del ARN guia, se pusgante de la secuencia scaffold (Tabla 10).

Tabla 10. Iniciadores Forward para la prugbeitro de los ARN guia disefiados

T7 ARNg SCAFFOLD
GAATTTAATACGACTCACTATAG GGCCACGGCGGCGCGCGCTG GTTTTBAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GCCAGCGCGCGCCGCCGTGG GTTTTBAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GTCGACGACGAAGCTGCTCA GTTTTASAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GCTACATCAAGAGCCTGCAC GTTTTAGAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GAGCCGGAGGTCCCGCGCGT GTTTTBAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GTCCTCCGACACCGACGCGC GTTTTSAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GAGGTCCCGCGCGTCGGTCT GTTTTBAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GTCCCGCGCGTCGGTCTCGG GTTTTBAGCTAGAAATAGC
GAATTTAATACGACTCACTATAG GCGCCGCCGTGGCGGCAGCC GTTTTBAGCTAGAAATAGC

La secuencia del iniciador Reverse fue la mismaapaodos los ARN guia:
AAAAAGCACCGACTCGG

Tabla 11. Secuencia de los iniciadores forwardvgnse para el gen BU1 y un tamafio de amplicén
grande (gen + 5’'UTR)
Iniciadores Secuencia T°C Longitud Tamafo del ampion
Forward CTTTCTGCTTCCCATCGCCA 60.68 20 pb
Reverse CTAGCGGAGGAGGCTGCG 62.3 18 pb

784 pb

Después del ensaywo vitro, se escogieron dos ARNg: uno en el primero exotro/en el segundo
exén (Tabla 12).

Tabla 12. ARN guia escogidos para la clonaciérosplasmidos respectivos y posterior uso para

la edicién del gen BUL. Al final de cada secuenaim negrilla se muestra el sitio PAM

ARNg Secuencia Exon
1 GAGGTCCCGCGCGTCGGTATGG 1
2 GTCGACGACGAAGCTGCTCAGG 2
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Para el gen ALS el ARNg fue disefiado por el Drahubz en la Universidad de La Florida y fue él
guien también hizo el ensayo in-vitro con la prweCas9 para el ARNg del gen ALS. Por razones

de propiedad intelectual la secuencia de dicho ARNge puede documentar en este manuscrito.

Con el gen BUL1 si se procedio con el ensayo imdtm la proteina Cas9 para lo cual, se hizo la
sintesis de ARN de cada ARNg con la enzima T7 ARNmerasa. Seguidamente, se realiz6 el
ensayo con la proteina Cas9 y los resultados saliaaron en gel de agarosa al 1%. Para el exon 1
se probaron 5 ARNg y se encontraron tres que cortaon la Cas9 (Figura 13). De estos tres exones
se escogio el ARNg 3, el cual se uso6 para redhzaedicion genética mediante biobalistica.

1500 bp

1000 bp

700 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

75 bp

Figura 13. Gel de agarosa al 1% mostrando el erdaas9 para 5 ARNg ubicados en el exén 1.
En el carril 1 se muestra el marcador de peso migle¢Lkb Plus de Invitrogen ®), en el carril 2
esta el gen BU1 (amplicon de 784 pb: Gen BU1 + RYEn los carriles 3-7 estan los ARNg que

se probaron.

Para el exdn 2 se probaron 4 ARNg y se encontdwosergue fueron cortados con la Cas9 (Figura
14). Para este exon se escogio el ARNg 13, elseuat0 para realizar la edicion genética mediante

biobalistica.
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Figura 14. Ensayim-vitro de Cas9 para 4 ARNg ubicados en el exén 2. Eargl & se muestra el
marcador de peso molecular (1kb Plus de Invitr@®gren el carril 2 esta el gen BU1 (amplicén

con un tamafio de 784 pb: Gen BU1 + 5’'UTR), en &sles 3-6 estan los ARNg que se probaron.

3.2 Disefio de vectores para el sistema CRISPR/Cas9

Para la construccion de los vectores se siguisttategia de clonacion segun Golden Gate® (Engler,
Kandzia, and Marillonnet 2008). Para los dos trig¢atos se siguié el mismo procedimiento de

clonacion. Para estas clonaciones se disefiaroimitoadores para los ARNg afiadiendo cuatro

nucledtidos al inicio de cada uno. Para los celedorward se afiadieron estos cuatro nucleétidos
al principio: 5TGCA 3’ y para los iniciadoragversese adicionaron estos cuatro nucleétidos al
principio: 5° AAAC 3’ (Tabla 13).

Tabla 13. Iniciadores para clonar cada ARNg segl@sirategia Golden Gate

ARNg Iniciadores Secuencia Exoén
Forward TGCAGAGGTCCCGCGCGTCGGTCT 1
! Reverse AAACAGACCGACGCGCGGGACCTC 1
Forward TGCATGAGCAGCTTCGTCGTCGAC 2
? Reverse AAACGTCGACGACGAAGCTGCTCA 2

Para el disefio de los iniciadores se evitaronitios $AM.
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Ambos ARNg fueron clonados en dos vectores difesemero siguiendo la misma estrategia. Cada

vector se considerd un tratamiento diferente:

1) Tratamiento 1= pladsmido 1: contiene Cas9 y dos ARA@ el gen BUL. Objetivo: pérdida
de funcién del gen BU1

2) Tratamiento 2= plasmido 2: contiene Cas9, dos AR&lg el gen BU1 y un ARNg para el
gen ALS. Objetivo: pérdida de funcion del gen BUdayancia de funcion del gen ALS

Para el ensayo de la transformacion genética serusas plasmidos diferentes para Cas9. Cada
plasmido tenia dos sitios de clonacion para caddghRor lo tanto, para el primer sitio de clonacion
se hizo una digestion con la enziBlas|, y en este sitio se ligo el ARNg 13. Esto se héado para

el plasmido 1 como para el plasmido 2 (Figura Figyra 16).

Plasmido 1
3643 pb ——[RNA-S"leader

| BbsI (1048)
BbsI (1070)
//

(2717) Bsal—

lac operato

Figura 15. Mapa del plasmido 1 mostrando los sdmsorte de la enzinibsl, en ese lugar se

ligé el ARNg 13.Diagrama realizado con Benchling®. Fuente: Elabaéacpropia



58 Edicion genética con CRISPR/Cas9 en cafa daazlc

Plasmido 2
3732 pb

/ RNA"S"leader

J— GivEReA
~Bsal (1203)

K Bsal (1223)

SN )
AN tRNA-S"leader
oS - GERA
p\'aﬂ‘°‘e‘\ \q
uplzﬁ\qu 5“;@,\“\
N “ gRNA-ALS

Figura 16. Mapa del plasmido 2 mostrando los sdmsorte de la enzinibsl, en ese lugar se
ligo el ARNg 13, este plasmido contiene el ARNgapalrgen ALSDiagrama realizado con Benchling®.

Fuente: Elaboracion propia

El producto de esta ligacion fue usado para lsteamacion erk. coliy la seleccion se llevo a cabo
con kanamicina. Posteriormente, se hizo el aislatmiéel plasmido y se envio a secuenciacion para

confirmar que el ARNg 13 estuviera ensamblado dugalr requerido (Figura 17 y Figura 18).

GGGGCCTNTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAA
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGACGCGTATTGGGATGGAA
CTTAATTAAGCTAGCCACGTGGCCCGGGCTTTGTGAAAGTTGAATTACGGCATAGCCGAAGGAATAAC
AGAATCGTTTCACACTTTCGTAACAAAGATCTTCTTATCATGTTTCAGACGATGGAGGCAAGGCTGATC
AAAGTGATCAAGCACATAAACGCATTTTTTTACCATGTTTCACTCCATAAGCGTCTGAGATTATCACAAG
TCACGTCTAGTAGTTTGATGGTACACTAGTGACAATCAGTTCGTGCAGACAGAGCTCATACTTGACTAC
TTGAGCGATTACAGGCGAAAGTGTGAAACGCATGTGATGTGGGCTGGGAGGAGGAGAATATATACTA
ATGGGCCGTATCCTGATTTGGGCTGCGTCGGAAGGTGCAGCCCACGCGCGCCGTACCGCGCGGGTGG
CGCTGCTACCCACTTTAGTCCGTTGGATGGGGATCCGATGGTTTGCGCGGTGGCGTTGCGGGGGATGT
TTAGTACCACATCGGAAACCGAAAGACGATGGAACCAGCTTATAAACCCGCGCGCTGTAGTCAGCTTA
ACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGG
CTGGTGCAGTCGACGACGAAGCTGCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTC
CGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAG
TACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGGAGACCGAGGTCTCTGTTTTAGA
GCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGC
TTITTTTTITTGCGGCCGCATTACCCTGTTATCCCTAGGGCCCGTTAAACGTCCATCCCAAGCGCC

Figura 17. Confirmacion de la secuencia del ARN@A 2| plasmido 1
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AATTGACNGGTATTGGGATTTAATTAAGCTAGCCNNNTGGCCCGGGCTTTNGGAAAGTTGAATTACGG
CATAGCCGAAGGAATAACAGAATCGTTTCACACTTTCGTAACAAAGATCTTCTTATCATGTTTCAGACGA
TGGAGGCAAGGCTGATCAAAGTGATCAAGCACATAAACGCATTTTTTTACCATGTTTCACTCCATAAGC
GTCTGAGATTATCACAAGTCACGTCTAGTAGTTTGATGGTACACTAGTGACAATCAGTTCGTGCAGACA
GAGCTCATACTTGACTACTTGAGCGATTACAGGCGAAAGTGTGAAACGCATGTGATGTGGGCTGGGAG
GAGGAGAATATATACTAATGGGCCGTATCCTGATTTGGGCTGCGTCGGAAGGTGCAGCCCACGCGCGC
CGTACCGCGCGGGTGGCGCTGCTACCCACTTTAGTCCGTTGGATGGGGATCCGATGGTTTGCGCGGTG
GCGTTGCGGGGGATGTTTAGTACCACATCGGAAACCGAAAGACGATGGAACCAGCTTATAAACCCGCG
CGCTGTAGTCAGCTTAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACC
CGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGTCGACGACGAAGCTGCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGT
TAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGG
TCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGGAGACC
GAGGTCTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGT
GGCACCGAGTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGAC
CCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGTCAAAGAAAGGCAGGGAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA
GTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTTGCGGCC
GCATTACCCTGTTATCCCTAGGGCCCGTTAAACATCCCAAGC

Figura 18. Confirmacion de la secuencia del ARNg@A &I pladsmido 2. En verde se resalta el
ARNg para el gen ALS

Después de confirmadas las secuencias de ambos A&Ngocedidé con la segunda reaccién de
Golden Gate, siguiendo el mismo protocolo. Pam&sto se uso la enziBaaly se ligd el ARNg
3. Esto se hizo tanto para el plasmido 1 como @igpsmido 2 (Figura 19 y Figura 20).

SHI (455)

Plasmido 1
3643 pb

(2717) Bsal—

J|— BbsI (1048)
" Bbsl (1070)

/~] " Bsal (1219)
Bsal (1239)

"NotI (1326)

Figura 19. Mapa del plasmido 1 mostrando el siéi@arte de la enzinBsal, en ese lugar se ligo

el ARNg 3.Diagrama realizado con Benchling®. Fuente:Elabotatipropia
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Pldsmido 2

3732 pb 5 || tRNA-5"leader
| — GvERNA
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/ / 3 A_.
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Figura 20. Mapa del plasmido 2 mostrando los sii®sorte de la enzin@sal, en ese lugar se
ligd el ARNg 3, este plasmido contiene el ARNg palrgen ALS Diagrama realizado con Benchling®.

Fuente:Elaboracion propia

El producto de estas ligaciones fue usado parataformacion ek. coliy la seleccién se llevé a
cabo con kanamicina. Posteriormente se hizo @raishto del plasmido y se envié a secuenciacion

para confirmar que el ARNg 3 estuviera ensambladel &ugar requerido.

TTGCCATTCNGGNNNGCCANTNTTGGNAAGGCGATCGGTNNGGCCNTTTCGCTATTACGCCAGCTGG
NGAAAGGGGGATGTNCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCNNGACGTTG
TAAAACGACGGCCAGTGAATTGACGCGTATTGGGATGGAACTTAATTAAGCTAGCCACGTGGCCCGGG
CTTTGTGAAAGTTGAATTACGGCATAGCCGAAGGAATAACAGAATCGTTTCACACTTTCGTAACAAAGA
TCTTCTTATCATGTTTCAGACGATGGAGGCAAGGCTGATCAAAGTGATCAAGCACATAAACGCATTTTIT
TACCATGTTTCACTCCATAAGCGTCTGAGATTATCACAAGTCACGTCTAGTAGTTTGATGGTACACTAGT
GACAATCAGTTCGTGCAGACAGAGCTCATACTTGACTACTTGAGCGATTACAGGCGAAAGTGTGAAAC
GCATGTGATGTGGGCTGGGAGGAGGAGAATATATACTAATGGGCCGTATCCTGATTTGGGCTGCGTCG
GAAGGTGCAGCCCACGCGCGCCGTACCGCGCGGGTGGCGCTGCTACCCACTTTAGTCCGTTGGATGGG
GATCCGATGGTTTGCGCGGTGGCGTTGCGGGGGATGTTTAGTACCACATCGGAAACCGAAAGACGAT
GGAACCAGCTTATAAACCCGCGCGCTGTAGTCAGCTTAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATA
GTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGTCGACGACGAAGCTGCTCAGT
TTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGT
CGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGA
TTCCCGGCTGGTGCAGAGGTCCCGCGCGTCGGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG

GCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCNTTTTTTTTGCGGCCGCATTACCCTG
TTATCCCTAGGGCCCGTTTAAACGTCCNTCCNAANGGCG

Figura 21. Confirmacion de las secuencias (resadtad amarillo) del ARNg 13 y del ARNg 3 en

el plasmido 1
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TTTNTGNAAGTTGAATTACGGCATAGCCGAAGGAATAACAGAATCGTTTCACACNTTCGTAACAAAGA
TCTTCTTNNNCATGTTTCAGACGATGGAGGCAAGGCTGATCAAAGTGATCAAGCACATAAACGCATTTT
TTTACCATGTTTCACTCCATAAGCGTCTGAGATTATCACAAGTCACGTCTAGTAGTTTGATGGTACACTA
GTGACAATCAGTTCGTGCAGACAGAGCTCATACTTGACTACTTGAGCGATTACAGGCGAAAGTGTGAA
ACGCATGTGATGTGGGCTGGGAGGAGGAGAATATATACTAATGGGCCGTATCCTGATTTGGGCTGCGT
CGGAAGGTGCAGCCCACGCGCGCCGTACCGCGCGGGTGGCGCTGCTACCCACTTTAGTCCGTTGGATG
GGGATCCGATGGTTTGCGCGGTGGCGTTGCGGGGGATGTTTAGTACCACATCGGAAACCGAAAGACG
ATGGAACCAGCTTATAAACCCGCGCGCTGTAGTCAGCTTAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAA
TAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGTCGACGACGAAGCTGCTCA
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGA
GTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTC
GATTCCCGGCTGGTGCAGAGGTCCCGCGCGTCGGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATA
AGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTG
GTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTG GTCA
AGGGAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTG
GCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTTGCGGCCGCATTACCCTGTTATCCCTAGGGCCC

Figura 22. Confirmacion de las secuencias (resadtad amarillo) del ARNg 13y el ARNg 3 en el
plasmido 2. En verde se resalta el ARNg para elAdeh

Después de la confirmacion de ambos ARNg, se hizbohacion en los vectores para Cas9. Para
ello se hizo la digestion de los plasmidos 1 y 2 les enzima$Srfl y Notl, de igual manera se hizo
la digestidn del vector completo (plasmido 3) aammrhismas enzimas de restricc&nfl y Notl. De

cada digestion se esperan dos bandas como seymregtela Tabla 14.

Tabla 14. Tamafios de banda en pares de basesf@aeos para cada plasmido

Plasmido Banda 1 Banda 2

Plasmido 1 877 pb 2727 pb
Plasmido 2 1050 pb 2688 pb
Plasmido 3 1248 pb 13957 pb

Después de cada digestion se hizo el gel de agard$a y se corrié a 100 Watt (W) durante 90
minutos, luego se corto la banda esperada y sécpuel ADN de cada banda extraida. Para el
plasmido 1 la banda que se corté fue la de 87paia, el plasmido 2 fue la de 1050 pb y para el
plasmido 3 se corté la banda de 13957 pb (Figuya 23
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Plasmido 3
Plasmido 2
Plasmido 1

> 13957 bp

B, 1050bp

——>877bp

Figura 23. Gel de agarosa al 1% mostrando los ptodwle la digestion con las enzimas de

restriccionSrfl y Notl para cada plasmido

Cada uno de las bandas obtenidas se purificO ya#ificO para hacer las respectivas ligaciones.
Se hicieron dos ligaciones:

1) Seligo el plasmido 1 (la banda de 877 pb) (Fi@4iecon el plasmido 3 (la banda de 13957
pb) (Figura 26)

2) Seligo el plasmido 2 (la banda de 1050pb) (Fig@&jecon el plasmido 3 (la banda de 13957
pb) (Figura 26).
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Figura 24. Pldsmido 1 mostrando en azul los 87 yghsg obtienen después de la digestion con las

enzimas de restricciobiagrama realizado con Benchling®. Fuente: Elabaésxcpropia
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Figura 25. Plasmido 2 mostrando en azul los 105gbse obtienen después de la digestion con
las enzimas de restricci@biagrama realizado con Benchling®. Fuente: Elabaéaxcpropia
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Figura 26. Pldsmido 3 mostrando en azul los 1395tetse obtienen después de la digestién con
las enzimas de restriccibiagrama realizado con Benchling®. Fuente: Elabdéexcpropia

Con la secuenciaciéon se pudo confirmar que lailigafte exitosa para los dos plasmidos (Figura
27 y Figura 28).

TGTTTGTGGCCCGGGCTTTGTGAAAGTTGAATTACGGCATAGCCGAAGGAATAACAGAATCGTTTCACA
CTTTCGTAACAAAGATCTTCTTATCATGTTTCAGACGATGGAGGCAAGGCTGATCAAAGTGATCAAGCA
CATAAACGCATTTTTTTACCATGTTTCACTCCATAAGCGTCTGAGATTATCACAAGTCACGTCTAGTAGTT
TGATGGTACACTAGTGACAATCAGTTCGTGCAGACAGAGCTCATACTTGACTACTTGAGCGATTACAGG
CGAAAGTGTGAAACGCATGTGATGTGGGCTGGGAGGAGGAGAATATATACTAATGGGCCGTATCCTG
ATTTGGGCTGCGTCGGAAGGTGCAGCCCACGCGCGCCGTACCGCGCGGGTGGCGCTGCTACCCACTTT
AGTCCGTTGGATGGGGATCCGATGGTTTGCGCGGTGGCGTTGCGGGGGATGTTTAGTACCACATCGGA
AACCGAAAGACGATGGAACCAGCTTATAAACCCGCGCGCTGTAGTCAGCTTAACAAAGCACCAGTGGT
CTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGTCGACGA
CGAAGCTGCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACA
GACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGAGGTCCCGCGCGTCGGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTITGCGG
CCGCGTTAACAAGCTTCTGCAGGTCCGATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTC
GGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAA
TGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCNNTGCCGANNGNGGTCCCAAGATGG
ACCCCANCCNCGAGGNNNNNCNTGAAAANGNANTTCCACCANCNNNTCAAA

Figura 27. Resultados de la secuenciacion mostrana@arte del Pldsmido 3.1 con los ARNg 13

y 3 en amarillo.
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AAACGNNNNGNCCCCCCTTNNNCACTTCCANNNTTNCNCCGNNNCCTGGANGGNNTTTTGAGGCCA
NCCNNCGCCTNNTCTNNNGNNCCAAGGACGANNCCGGCCNNNGANACCTGGCCTGGTCCGGCCANN
CCGCCCGCNTGGGNCCCNCCCNNGACATGGCCCGGGCTTTNNGAAAGTTGAATTACGGCATAGCCGA
AGGAATAACAGAATCGTTTCACACTTTCGTAACAAAGATCTTCTTATCATGTTTCAGACGATGGAGGCA
AGGCTGATCAAAGTGATCAAGCACATAAACGCATTTTTTTACCATGTTTCACTCCATAAGCGTCTGAGAT
TATCACAAGTCACGTCTAGTAGTTTGATGGTACACTAGTGACAATCAGTTCGTGCAGACAGAGCTCATA
CTTGACTACTTGAGCGATTACAGGCGAAAGTGTGAAACGCATGTGATGTGGGCTGGGAGGAGGAGAA
TATATACTAATGGGCCGTATCCTGATTTGGGCTGCGTCGGAAGGTGCAGCCCACGCGCGCCGTACCGC
GCGGGTGGCGCTGCTACCCACTTTAGTCCGTTGGATGGGGATCCGATGGTTTGCGCGGTGGCGTTGCG
GGGGATGTTTAGTACCACATCGGAAACCGAAAGACGATGGAACCAGCTTATAAACCCGCGCGCTGTAG
TCAGCTTAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCG
ATTCCCGGCTGGTGCAGTCGACGACGAAGCTGCTCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAA
GGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGG
TAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGAGGTCCCGCGCGTC
GGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCA
CCGAGTCGGTGCAACAAAGCACCAGTGGTCTAGTGGTAGAATAGTACCCTGCCACGGTACAGACCCGG

GTTCGATTCCCGGCTGGTGCAGTCARAGARAGGCAGGGAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTA

AAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTGAAAAAG

Figura 28. Resultados de la secuenciacion mostranagarte del Pldsmido 3.2 con los ARNg 13

y 3 en amarillo. En verde se muestra el ARNg phgee ALS

Finalmente, después de los resultados de secugmcie pudo confirmar que los pldsmidos para
Cas9 estaban completos (Figura 29 y Figura 30keis,¢on todos los elementos necesarios para
ser usados en biobalistica y editar cafia de artediante CRISPR/Cas9.
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Figura 29. Plasmido 3.1 con Cas9, Sistema Cre-N&X;1l y los ARNg para el gen BU1 (ARNg

13 y ARNg 3). Tratamiento Diagrama realizado con Benchling®. Fuente: Elabdéacpropia
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Figura 30. Plasmido 3.2 con Cas9, Cre, NPTII, |168\Ng para el gen BU1 (ARNg 13y ARNg 3) y
el ARNg 653 para el gen ALS. Tratamientmiagrama realizado con Benchling®. Fuente: Elabdéac

propia

3.3 Material vegetal y produccion de callo embriogénico

Se produjo callo embriogénico de la variedad deaddaRCP 82-1655 proveniente de la estacion
experimental de Belle-Glade (Florida-Estados Unidoe esta induccion se produjeron 1063 callos
embriogénicos de los cuales 456 se usaron paxdidparos con la pistola genética para el primer

tratamiento, 510 callos para el segundo tratamig®o callos para los controles.

3.4 Bombardeo y seleccidén con geneticina
Se dispararon dos plasmidos: plasmido 3.1 (Fig@yy dlasmido 3.2 (Figura 30) linearizados.
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Tabla 15. Eventos obtenidos para cada tratamiento

Plasmido

Tratamiento

Eventos
obtenidos

Eventos que
sobrevivieron a la
seleccién con
geneticina (20mg/L)

Porcentaje (%) de
eventos después de
seleccion con

geneticina (20mg/L)

Plasmido 3.1: con
Cas9, Cre, NPTl y
los ARNg para el
gen BU1 (ARNg 13
y ARNg 3).

456

103

23

Plasmido 3.2 con
Cas9, Cre, NPTII,
los ARNg para el
gen BU1 (ARNg 13
y ARNg 3) y el
ARNg 653 para el
gen ALS.

2

510

112

22

Para el tratamiento control se hicieron 3 dispéivsplasmido). Para este tratamiento se obtuvieron
97 eventos independientes, de los cuales 33 fyrrestos sin seleccion (sin antibiotico) y el resto
fueron puestos con geneticina 20mg/L. El tejidageineticina tuvo un 100% de formacion de brotes

y en el tejido con geneticina se observé un 8%odedcidn de brotes.
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3.5 Verificacion de las plantas de cafia transformadasueg
portan el sistema CRISPR para mutar el gen BUl1 y gJen
ALS

3.5.1 Amplificacién del gen NPTII en las plantas del traamiento 1

Se amplificé el gen NPTII en todas las plantasmittes en el tratamiento 1 (103 eventos) que llevan
los ARNg para el gen BU1 (ARNg 13 y ARNg 3). Egtéentas se nombraron plantas BU con un
numero consecutivo (de ahora en adelante, en estengénto se denominaran plantas BU).

Después de la amplificacién se encontraron 83 esguisitivos para NPTII (80.6%) y 20 eventos
negativos para NPTII (Figura 31).

Figura 31. Amplificacion por PCR del gen NPTII (3d#5) en las 103 plantas BU. WT: control
negativo= testigo silvestre, TC: control negativtestigo de cultivo de tejidos, C+: control

positivo, NTC: control sin muestra
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3.5.2 Amplificacion del gen Cas9 en las plantas BU

Se amplific6 el gen Cas9 en las 103 plantas BUpmngndose 83 eventos positivos para Cas9
(80.6%) y 20 eventos negativos para Cas9 (Figuyra 32
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Figura 32. Amplificacion por PCR del gen Cas9 (pb) en las 103 plantas BU. WT: control
negativo= testigo silvestre, TC: control negativtestigo de cultivo de tejidos, C+: control
positivo, NTC: control sin muestra

3.5.3 Digestién con las enzimas de restriccioBsal y Smll para detectar

la mutacion del gen BU1

Este ensayo se realizé Unicamente para aquellososveue presentaron amplificacién de la banda
del gen NPTII y/o para el gen Cas9, es decir, sduavon 89 muestras de las plantas BU con las
enzimas de restriccid®saly Smlla partir del amplicon grande de 784 pb que akelrgan BU1.
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El corte con la enzima de restricciBsal se utilizé para corroborar edicion del ARNg 1aghzima

Smllse utilizé para corroborar edicion del ARNg 3. ptentas silvestres (no editadas) normalmente
presentan un sitio de reconocimiento para ambasnagaz mientras que las plantas que tuvieran
edicidn en el sitio del ARNg 13 o del ARNg 3 debiemperder el sitio de reconocimiento para la

respectiva enzima y por ende no se debid presdigestion enzimatica.

Después del analisis de digestion enzimatica sengéric que todas las plantas BU evaluadas
presentaron digestion con ambas enzimas. Por 1o, ts@ determind que ninguna planta presento
edicion por pérdida de funcion para el gen BUldEsir, la edicién poknock-out(pérdida de

funcion) no fue exitosa para cafia de azlUcar deateera como se realiz6 en este proyecto.

Para efectos de corroboracion de la edicion gemédicionalmente se realizo la secuenciacion para
el gen BU1 a todas las plantas BU y nuevamenteseltado fue negativo, es decir, que en ninguna

planta BU se logré edicion mediante CRISPR/Cas9.

3.6 Verificacion de mutacion del gen ALS en las plantade
cana transformadas que portan el sistema CRISPR

3.6.1 Amplificacion del gen NPTII en las plantas ALS

Se amplifico el gen NPTII en todas las plantasmitites en el tratamiento 2 (112 eventos), es decir,
aqguellas que llevan los ARNg para el gen BU1 (ARISgy ARNg 3) y el ARNg 653 para el gen
ALS. Las plantas del tratamiento 2 se nombrarontataALS con un nimero consecutivo (de ahora

en adelante, en este documento se denominaraaplhg).

Para las plantas ALS se encontraron 94 eventosyasspara NPTII (83.9%) y 18 eventos negativos
para NPTII (Figura 33).
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Figura 33. Amplificacion por PCR del gen NPTII (3d5) en las 112 plantas ALS. WT: control
negativo= testigo silvestre, TC: control negativtestigo de cultivo de tejidos, C+: control
positivo, NTC: control sin muestra

3.6.2 Amplificacién del gen Cas9 en las plantas ALS

Se amplific el gen Cas9 en las 112 plantas AL& R& plantas ALS se encontraron 87 eventos
positivos para Cas9 (77.7%) y 25 eventos negapiaos Cas9 (Figura 34).
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Figura 34. Amplificacion por PCR del gen Cas9 en1a2 plantas ALS. WT: control negativo=
testigo silvestre, TC: control negativo = testigo alltivo de tejidos, C+: control positivo, NTC:
control sin muestra

3.6.3 Ensayo TagMan para detectar mutaciones del gen ALS

Este ensayo se realiz6 solamente para las plarit&yAlunicamente en aquellos eventos que
presentaron la banda para el gen NPTIl y/o pagarelCas9, es decir, en 98 plantas. Para este ensayo
se utiliz6 una sonda marcada con el fluoréforo \Wa las muestras silvestres (sonda con el
nucleétido G en la posicién 653) y otra sonda nmadaazon el fluoréforo FAM para las muestras
mutantes (sonda con el nucleétido T en la posié8). Con esta metodologia se pudieron detectar
las plantas que fueron editadas para el gen ALSIoBel12 eventos evaluadd3QS plantas
marcaron positivo para el flouoroforo FAM, es degie estas dos muestras presentan la mutacion
para el gen ALS, teniendo una T en la posicion 653. dos muestras positivas para la edicion
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genética se identificaron como ALS 107 y ALS 11deyobservan en el lado derecho superior de la
gréfica (Figura 35). Las muestras que en la pasi8&3 tuvieron el nucledtido G se observan al lado

izquierdo de la gréfica y se consideraron comoditaéas (Figura 35).
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Figura 35. Ensayo con sondas TagMan para discraidinalélica de las muestras mutadas y las
muestras silvestres. Se observan dos eventos ASLA1 5107 donde ocurrié la edicidn genética
WT: control negativo= testigo silvestre, TC: cohtnegativo = testigo de cultivo de tejidos, C+:

control positivo, C-: control sin muestra

Con estos resultados se corroboré que las muddttagll y ALS 107 presentan la edicidén genética
por recombinacion homdloga del gen ALS. Estas pkame cafia de azlcar fueron editadas
exitosamente por la metodologia CRISPR/Cas9 parang#éa de funcion, es decir, que estas dos

plantas son potencialmente resistentes a herbicidas

3.6.4 Digestidon con las enzimas de restriccioMimel y Bfal para detectar

la mutacién del gen ALS

Para corroborar la edicion panock-in(ganancia de funcion) del gen ALS también se hizensayo

de digestion enziméatica con las enzimas de regtriddmely Bfal, por lo tanto, esta prueba se hizo
solamente para 98 muestras de las plantas ALSiagerproducto de PCR de 455 pb para el gen
ALS.
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La edicion introduce el sitio de reconocimientdalenzima de restricciddmel (un fragmento de
~380 bp). Por lo tanto, las muestras editadas tebenostrar dos fragmentos; mientras que en
muestras silvestres no se deberia presentar latidigeo corte enzimatico. La digestion con la
enzimaBfal en muestras editadas elimina el sitio de recorieaitm de la enzima por lo tanto en

muestras editadas se deberia presentar un fragaenrtd25 bp sin digestion enziméatica.

La secuencia de nuclettidos del gen ALS sin digestnzimatica tiene un tamafio de 455 pb. Al
realizar la digestién con ambas enzimas, se erconi solamente las muestras ALS 107 y ALS
111 presentaron los fragmentos esperados, fleghgpaoa el fragmento de ~380 bp y flecha azul

para el fragmento de ~ 425 bp (Figura 36).

WT ALS107  ALS11 TCWT C+ Ct PLASMIDO

Mgl S Nmel gy }Siﬂ, Mmel Bfi .iﬂ, Mmel B

WO. 8’
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Mmel : Bfal dlgem
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Figura 36. Corte con las enzimas de restricBisaly Smll. WT: control negativo= testigo silvestre,

TCWT: control negativo = testigo de cultivo dedej, C+: control positivo

Con este resultado se corroboré nuevamente quetseocedicion genética en dos plantas de cafia
de azucar editadas por recombinacion homélogae@s th edicidn poknock-infue exitosa en este
estudio, logrando entonces la ganancia de cambiend&n del gen ALS y por ende se obtuvieron

dos plantas potencialmente resistentes a herbicidas
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3.6.5 Digestidon con las enzimas de restriccidBsal y Smll para detectar

la mutacién del gen BUL1 en las plantas ALS

En este ensayo se evaluaron 98 muestras de ldagplabS. Las plantas ALS también tienen los
ARNg 3 y ARNg 13 para el gen BU1, por lo tanto,qegso corroborar si hubo cambios en la
secuencia o mutacion del gen BU1 con una digestigimatica con las enzimBsaly Smlla partir
del producto de 784 pb que abarca el gen BU1.

Al igual que en la seccion 3.5.3 (Pagina: 69), g®mba que las plantas editadas no presentaran
digestion enziméatica con ninguna de las dos enzi8iasembargo, todas las plantas ALS evaluadas
presentaron digestion con esta enzima (FiguraRt)lo tanto, se determiné que ninguna planta
ALS present0 edicién genética por pérdida de fungiara el gen BUL. Es decir, la edicion por

knock-out(pérdida de funcién) no fue exitosa en este prtoyec
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Figura 37. Gel de agarosa al 1% mostrando la dégeshzimatica con las enzimas de restriccion
Bsaly Smllen algunas muestras de las plantas ALS. Se obsat@amuestra sin digerir y cada

muestra digerida con ambas enzimas

Para efectos de validacion de la edicion gen&iaealizéd la secuenciacion del gen BU1 de las
muestras en estudio y nuevamente el resultadodfg@tino, es decir, que en ninguna planta ALS

se logro edicion genética con el gen BUL.



4.DISCUSION

Para el Centro de Investigacion de la Cafia de AzdeaColombia, Cenicafia, es de gran
interés contar con los conocimientos para estableeelinea base de investigacidn en edicidén
gendmica para implementarla en las diferentes iigasones llevadas dentro del area de
Biotecnologia como apoyo al mejoramiento converadigne se desarrolla en el Programa de
Variedades. Puesto que la edicién de genomas pexdaplicada para corregir factores
negativos como ausencia de floracion, suscept#ullid enfermedades como la roya café o
roya naranja, también podria aplicarse para mejottas caracteristicas de importancia
econOmica positivamente como el incremento en lesles de sacarosa, en variedades
comerciales de cafia de azucar en Colombia med&mtetacion o sobreexpresion de un gen

especifico en el genoma de la cafa.

Siendo la edicién de genomas una técnica altanpaterosa dentro de las nuevas técnicas
modernas del mejoramiento genético de cultivolesé a cabo esta investigacion ya que las
plantas editadas genéticamente servirdn como prdelmncepto para la metodologia de
edicion genémica en cafa de azlcar. Por lo antseadecidié editar una caracteristica facil
de evaluar visualmente como es el angulo de la Aolamas la modificacion del &ngulo de
la hoja es una caracteristica importante en laitejura de la planta, lo que a su vez influye
en como el dosel de la planta intercepta la ragliasiolar y tiene efecto directo en la

productividad (Truong et al. 2015).

La eficiencia con la que una planta intercepta ddiacion solar estd determinada
principalmente por su arquitectura. Por lo tantoalgo fundamental entender la regulaciéon
genética de la arquitectura de la planta y coOmodasbios en la misma afectan el rendimiento

para mejorar la productividad de los cultivos (Petuth et al. 1968).

La ediciéon del gen BU1 responsable del angulo dénexcion de la hoja permitiria tener
plantas de cafia de azucar que podrian ser mejosesapacidad de captacion de la energia
solar y, por ende, mejorar la productividad degidacde azUcar por la via de toneladas de cafia
por hectarea (TCH) y por ende incrementar sus nalds de sacarosa, dos caracteristicas

fundamentales para el sector azucarero colombiano.
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4.1 Aspectos metodologicos

Para la edicién genética mediante CRISPR/Cas9cididlatilizar el método de transferencia
de genes por biobalistica ya que a la fecha egteldn mas eficiente y frecuentemente usado
para transformacion en cafia de azUcar (AltpeterrgbyD 2010), en contraste con la
transformacion mediada pégrobacterium esto debido a que la biobalistica facilita la co-
transferencia de multiples genes desligados y ngeestipo dependiente (Altpeter et al.
2005).

De igual manera, otros investigadores han reportqu® la transformacion mediante
biobalistica también puede entregar ARNsg sintétizan vitro directamente en células
vegetales transformadas con Cas9 e inducir mutegidinigidas (Svitashev et al., 2015). Este
método de transformacién permitio integrar los dasetes de expresion de Cas9 y de los

ARNSsg utilizados en el genoma de la cafia de azucar.

Adicionalmente, para los disparos se usaron casieminima expresion para ambos
tratamientos (digestion con la enzitm@eul: pagina 66), el uso de estos casetes es importante
porque permiten que las plantas transgénicas tamgaatron de integracién génico mucho
mas simple (Fu et al. 2000; Breitler et al. 200k investigadores explican que esto puede
ser debido a la ausencia de secueraakbondgde soporte) en procariotas las cuales pueden
contribuir a aumentar la recombinacién del ADN (Kadt al. 1999). Estas secuencias
backboneprecisamente son las que se evitan con el usasktes de expresion minima.
Estudios previos sugieren que las secuencias awsrpueden inducir la metilacion de loci
transgénicos, causando el silenciamiento transoript del gen (Clark, Harold, and Yull
1996). Razones por las cuales es recomendableandals disparos de biobalistica con casetes

de minima expresién como se hizo para este proyecto

Los plasmidos utilizados para esta investigaci@ndn disefiados cuidadosamente, teniendo
en cuenta varios elementos importantes para ladedgenética de plantas. La secuencia
original codificante de Cas9 tiene 4107 pb de luayiPara mejorar la expresion de Cas 9 en
plantas, la mayoria de genes Cas9 para edicioredentas en plantas han sido ademas
optimizados con el uso de codones para plantasdé, Shen, Jiang, Wu, & Han, 2016; Ma

et al., 2015; Svitashev et al., 2015). Para esigeoto se usd una secuencia del gen Cas9
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optimizada para cafia de azlcar con una longit4d @& pb. Adicionalmente, en eucariotas,
la localizacion nuclear de Cas9 requiere la fusiéruna sefial Unica o dual de localizacién
nuclear (NLS) a la codificacion de la secuenci&de9, por lo tanto, también se utilizé esta

secuencia NLS.

Para una alta eficiencia de edicion genética evzarrotras gramineas, la optimizacién de
codones del gen Cas9 (Cas9p) se ha modificado adrahaumentar los contenidos de GC
en la region 5’ terminal (Ma et al. 2015), lo cirlta los genes de la famili@ramineae
(Wong et al. 2002). Sin embargo, varias aplicagae plantas también han utilizado Cas9
con optimizacion de codones para especies no \‘tegepero su eficiencia de edicion puede
ser relativamente mas baja que la de los métodosinados para plantas (Lawrenson et al.,
2015; Ma, Zhu, Chen, & Liu, 2016a).

La edicion realizada en esta investigacion se baro base en sistemas de transformacion
genética, lo cual se ha hecho con diferentes oslttwmo por ejemplo arroArabidopsis
tabaco y sorgo (Jiang et al. 2013). Como menciahgumos autores la edicion de genes en
plantas a menudo requiere una etapa inicial dsfsemacion genética para introducir los
elementos del sistema (ARNsg y proteina Cas9)pla#ea su posterior eliminacién en la
siguiente generacion. En esta investigacion ladhtccion de los ARNsg y de la Cas9 se hizo
con la pistola genética, sin embargo, al ser cafiaaiicar un cultivo que se propaga
vegetativamente la eliminacion del transgen englaiente generacion no es posible, por lo
tanto, en este trabajo se utiliz6 el sist€&bna-LoxP(Yang et al. 2017) que permitiria eliminar
los transgenes en las plantas editadas. Sin embesigosistema aparentemente no se activo,
por ende, las plantas editadas siguen siendo adpladiss transformadas, esto se pudo
corroborar al hacer nuevamente la PCR con NPTHry@as9 ya que volvié a dar positivo
para ambos genes. Es probable que la temperatada n® fue la adecuada por lo que el
sistemaCre Lox-Pno se activo, o quizés a la hora de disefiar shptio no se pusieron todos
los elementos necesarios para que funcionara tameate, esto puede ser debido a que se
utilizé el promotor deéslycine maxpara dirigir este gen y tal vez no funciona erac@dr eso

no se activd como se esperaria, 0 el sistemaegrdnadecuadamente en la planta, pero no
hubo expresion de la proteina Cre. Otra razén gaeael sistema Cre-Lox no funcionara
pudo haber sido que se activé muy tarde (en ephadtas), en el futuro seria mejor activarlo

cuando el material esté en etapa de callo paratigala activacion de este sistema. En caso
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de querer comercializar alguna de las plantas watg®n esta investigacion se deberan tratar

como un cultivo modificado genéticamente para efede su regulacion

Debido precisamente a estos desafios que tienecultigos vegetativos que se propagan
clonalmente como la cafia de azlcar, es que vawestigadores han venido desarrollando
métodos alternativos y confiables para que lastgdaeditadas no sean ademas plantas con
modificaciones genéticas. Uno de ellos fue elaadb en esta investigacion el sistebra-

LoxP (Yang et al. 2017) que ha sido exitoso en otulis/os.

Otros investigadores han desarrollado métodosalieos que no requieren transformacion
estable utilizando protoplastos o embriones inmagltiang et al. 2017; Osakabe et al.
2018). El uso de estas células sin pared celuladeser una solucién. Sin embargo, la
regeneracion de plantas completas a partir de glestims es muy compleja en especial para
especies monocotiledoneas como el maiz, el timoebada y la cafia de azdcar (Liang et al.
2017).

También se han desarrollado sistemas de ediciOpwestos Unicamente por proteinas o
complejos RNA-proteina que permiten editar el gem@in el uso de ADN recombinante

(Metje-Sprink et al. 2019). Esta estrategia caasie bombardear embriones inmaduros con
particulas de oro recubiertas del complejo ARNsg9G&vitashev et al. 2016), seguido de la

regeneracion de embriones somaticos portadoreseat#dion.

Los componentes de CRISPR/Cas también pueden segaaos mediante complejos de
ribonucleoproteinas (Cas9 RNPs), que consistete groteina Cas9 purificada en conjunto
con el sgRNA. Estas dos moléculas son ensamblada#tro y pueden ser entregadas

directamente a la célula (Addgene 2017)

4.2 Genes que regulan la expresion del angulo de lasjag

en plantas
En diferentes cultivos se han identificado varieses responsables del angulo de la hoja. En
maiz, se ha identificado los getigsielesd yligueles® como los principales reguladores del
angulo de la hoja para mejorar la productividacet@glLambert & Johnson, 1978; Walsh,

Waters, & Freeling, 1998[n arrozpsdwarf4-1y leaf inclination2 han sido identificados



80 Edicion genética con CRISPR/Cas9 en cafa daazlc

y juegan un papel importante en las respuestaasdadrmonas vegetales que resultan en
cambios en el angulo de la hoja (Sakamoto et &l6;2Bhao et al. 2010). En Sorgo, se ha
encontrado que el angulo de la hoja es un rasgalit@tio regulado por multiples loci del gen
dwarf-3. La variacion genética en el angulo de las hpjesie ser utilizada para modificar la

arquitectura de la planta y por ende mejorar alireiento del cultivo (Truong et al. 2015).

Con respecto al gen BU1 se ha encontrado que uigmgran similitud con el gen PRE1 de
Arabidopsis que codifica una proteina involucrada en la sedieibn de giberelinas (GA)
(Lee et al., 2006). Las plantas a las que se sigpehgen BU1 por knock-out mostraron una
disminucion del angulo de insercion en las hojg®w lo tanto produjeron plantas con el
fenotipo de hojas erectas (Tanaka et al. 2009)tefPcazon, este fue el gen escogido para este
proyecto para poner a prueba la metodologia dédedgenética usando CRISPR/Cas9 en
cafla de azucar por la via de union de extremonmBiogos 0 como se conoce en inglés:

knock-out.

Para este proyecto se tuvo como objetivo modiBtangulo de la hoja por ediciéon gendmica,
anulando la funcién del gen BU1 de plantas de aatagl fin de mejorar la eficiencia con la
cual las plantas de cafia interceptan la radiacién g, por ende, incrementar la productividad
de la variedad editada. Adicionalmente, esto sa iber reflejado por la distribucién vertical
de las hojas de la planta editada y, por endesperaba que hubiese mayor captacion
radiacion solar en el dosel de las cafas editadi@samente. Sin embargo, a pesar de que se
obtuvieron un namero considerable de plantas toamsfdas corroboradas con las
amplificaciones de NPTII (83 eventos para el tréagamo 1 y 94 eventos para el tratamiento
2) y Cas9 (83 eventos para el tratamiento 1 y &ntes para el tratamiento 2), no se pudo

lograr edicion del gen BU1 responsable del angaltadoja.

El no haber logrado la edicion genética kmock-outpara el gen BU1 se pudo deber a varios
factores, tales como el disefio de AIRNg. Es posible que estos ARN guias no quedaran
bien disefiados debido a que, para la fecha dessfialise contaba con muy poca informacion
del genoma de cafa de azucar, para esa entoncestaba con una herramienta conocida
comoCTBE BLASTa cual permite hacer alineamientos de una se@idednterés contra la
base de datos que correspondia a unos ensamelajeados en Brasil de la variedad SP 80-
3280 (Riafio-Pachdn and Mattiello 20X embargo no todos las secuencias arrojaban un

alineamiento confiable que correspondiera al geth;Bidr lo tanto, para el disefio también se
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utillizé el genoma disponible de Sorgo (http://wplantgdb.org/SbGDBY/), ya que de las
gramineas secuenciadas esta es la mas cercamnenfitmgamente a cafia de azlcar y la
secuencia completa de este genoma es de librecadkgismismo, a la fecha, no se han
desarrollado de herramientas ni softwares espesifiara disefio de ARN guias de cafay por
ende en este trabajo la probabilidad de encorisavdrdaderos sitiasf-targes fue menor

Yy, por consiguiente, la eficiencia de WRNg disefiados no fue tan alta.

De hecho, varios investigadores han encontradtacaaricion de mutaciones fuera del sitio
objetivo (©ff-targe) podria ser uno de los problemas de la ediciodméea sobre todo para
el uso agricola, aunque no hay evidencia de lostefedeletéreos de laxff-target. En
organismos modificados genéticamente, varios asifienan que algunas mutaciones fuera
del objetivo dan como resultado mutaciones silsasi@ de pérdida de funcion, otras podrian
provocar inmunogenicidad o toxicidad en los prodsicalimenticios al cambiar los
aminodacidos dentro de una proteina, aunque no sldamentado ningun efecto adverso
resultante a partir de alimentos producidos a mpddiplantas modificadas genéticamente
(Goodman and Tetteh 2011) y por ende, tampoco gedido ver ningun efecto adverso de
plantas editadas genéticamente. Los investigadimiesn demostrar que no hay mutaciones
significativas asociadas con riesgos potencialea |zasalud o el medio ambiente. De lo
contrario, el uso imprudente de la edicion del gesaguede conducir a su rechazo en

aplicaciones agricolas y ambientales (Araki and K5).

Otro factor que pudo influenciar el no haber logrédedicion del gen BU1 pudo haber sido
el plasmido utilizado, ya que este vector no halsia usado en investigaciones previas. Este
proyecto fue el primero en el que se dispar6 daspdo en cafia y como se puede observar
en las Figura 29 y Figura 30 este vector fue dideitan muchos elementos, por lo tanto, es
posible que al tener demasiados artefactos esc@vpuede haber ocasionado una expresion
menor de Cas 9 para la edicidon genética o el prmmuailizado para dirigir la expresion de

Cas9 no fue el adecuado.

El promotor para dirigir Cas9 utilizado en esteypio es un promotor constitutivo del virus
del mosaico de la coliflor: CaMV 35S. En general,h& encontrado que los promotores
constitutivos, tales como la ubiquitina de maizquitina de arroz o ubiquitna deabidopsis

y el virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S)egen cumplir los requerimientos para

dirigir la Cas9 en monocotileddneas y en dicotifexhs para mediar una edicion eficiente del
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genoma en métodos de transformacion basados erenabriogénico. Segun algunos autores,
en muchos casos los promotores fuertes de ubiguitinducen eficiencias mas altas de
edicién que el promotor CaMV 35S lo cual se ha gl en transformacion de cafia de
azucar (Brumbley et al. 2008). Esto tal vez es fatctor que pudo haber influenciado el no

haber tenido edicion genética para el gen BUL.

Asi mismo, es probable que los eventos que resaolt@o editados no recibieran el ARNg o
Cas9 necesarios para generar las mutaciones. I@inaativa es que los alelos pueden haber
sido mutados pero aun conservan la funcion de sip@stre (Svitashev et al. 2015).
Adicionalmente, se pudo haber producido un silen@ato en una o todas las copias del gen
BUL.

Diversos estudios han demostrado que utilizandsal@enucleasa y varios ARNsg se pueden
editar varios sitios del genoma simultdneamenteyé es especialmente interesante cuando
se pretende editar genes de gran tamafo o farddigenes (Wolter, Schindele, and Puchta
2019). Por ejemplo, en 2014 varios investigadoessuidtollaron una herramienta para integrar
multiples ARNg en un solo vector binario para lec€ah del genoma mdaltiple, construyeron
seis vectores de mddulos de ARNg, incluidos treefi@didos para dicotiledoneas y tres
disefiados para monocotiledoneas (Xing et al. 20E4)os métodos permitieron a los
investigadores personalizar sus propios modulosRNg y ensamblar multiples casetes de
expresion de ARNg para la edicién multiplex delagyaa (Xing et al. 2014). Lo cual es muy

Gtil para editar multiples genes simultaneamente.

Por consiguiente, con esta idea en mente y conirlodde hacer la edicion més efectiva se
utilizé un vector policistronico para esta inveatighn, queriendo entonces editar varias copias
del gen BU1y asi lograr mayor eficiencia en laédicSin embargo, este factor también pudo
haber afectado los resultados encontrados, ya lqgaegeglo policistronico hace que haya

repeticiones (ya de por si el genoma de cafaasetite repetitivo), las cuales pueden llevar
a re-arreglos durante la integracion de ese sectambién pueden generar problemas
asociados a la expresion de los ARNg. Adicionaleese pueden producir altos porcentajes
de silenciamiento de los genes insertados precigenpor estructuras repetitivas, lo que

puede llevar a que se esté expresando muy bieasetec de seleccion, pero no se esté

expresando el casete de interés, lo que ya s@pbdado en transformacion en cafa de azucar
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en los que se da la expresién transitoria conrel@eS pero poca o ninguna con los genes

de interés (Joyce et al. 2010).

4.3 Ganancia de funcion: Resistencia a herbicidas cona |

modificacion del gen ALS

Los herbicidas que muestran baja toxicidad paracisg cultivables juegan un papel
importante en el control de las malezas en la algmi@ moderna. Sin embargo, tales
herbicidas selectivos a menudo estan disponiblegpana las principales especies de cultivos
(sorgo, arroz, maiz y trigo) debido a los altoste®sle desarrollo. Una alternativa a la
identificacion de nuevos herbicidas selectivosasnbdificacién genética de especies de
cultivos susceptibles para que sean resistenteshécidas no selectivos. Un método para
lograr esto es a través de la transformacion genée plantas con resistentes a herbicidas.
Los requisitos previos para tal enfoque son laddpd de transformar las especies de interés

y la disponibilidad de un gen que confiera resten los herbicidas (Haughn et al. 1988).

Los genes y genomas en muchas especies de cultigostantes a menudo estan presentes
en multiples copias, debido a reordenamientos,ichgbnes y / o poliploidizacion. En

algunos casos, todas las copias de un gen netsisar blanco de mutacién para dar como
resultado una inactivacion completa. Sin embargalgunos casos, solo una copia de una

familia de genes requeriria edicion para producifemotipo deseado (Svitashev et al., 2015).

En este estudio, se eligié el gen ALS para evddueapacidad del sistema Cas9- ARNg para
facilitar la edicidon endb6gena de genes por recoatidm homologa (HDR) en callo
embriogénico de cafia de azUcar transformadas poalidtica. Se escogio este gen debido a
gue ha sido muy estudiado; Arabidopsispor ejemplo investigadores encontraron un alto
grado de resistencia a los herbicidas de las @araasgénicas que portaban el gen ALS, por
lo cual lo sugirieron como un marcador de selecaidrpara estudios de genética molecular
de plantas (Haughn et al. 1988). Asi mismo, laiédigenética del gen ALS ha sido reportada
previamente en maiz, en la cual, los investigadprebaron varios ARNg dirigidos a dos
genes simultdneamente ALS1y ALS2. Ellos reportguanel tener un ARNg dirigido a ALS1

y ALS2 condujo a una baja recuperacion de everdiables, probablemente debido a la alta
frecuencia de mutaciondsiockout bialélicas y también debido a la naturaleza del ge
(Svitashev et al. 2015).
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Otras investigaciones han reportado que el reemphezliado por recombinacion homdéloga
del gen ALS con diferentes genes de resistencilzdidas condujo a plantas transgénicas
tolerantes a herbicidas (Soda, Verma, and Giri ROI&8mbién se desarroll6 una cafa de
azucar resistente a herbicidas a través del enfatragénico mediante la introduccion de un
gen ALS de sorgo mutado bajo el control del promadéoubiquitina d&orghuny la proteina

de choque térmico d&orghum (SbHSP18) 3'UTR (Dermawan et al. 2016). En esta
investigacion se disefid un ARNg para el gen ALS8ligianalmente se introdujo una cadena
molde con una mutacion en la posicién 653 (se mliswcledtido T en lugar del G). Se
obtuvieron dos plantas de cafia de azUcar que mmsBar positivas por ensayo de qPCR con
sondas TagMan, para modificacion del gen ALS, gitagtas fueron los eventos ALS107 y
ALS111.

El haber obtenido estas dos plantas editadas p&;, @®considerado un gran logro, teniendo
en cuenta que el unico reporte que existe de plaiaafna de azlcar editadas genéticamente
mediante CRISPR/Cas9 es precisamente un macrogboayel Dr. Fredy Altpeter en el cual

se incluyen plantas de otra variedad desarrollgaasel Dr. Tufan Oz y por otros
investigadores e incluso se incluyeron los avanbésnidos en esta investigacion (Oz et al.
2019). Todo esto abre un panorama importante dssiigacion en biotecnologia y biologia
molecular para el cultivo de cafia de azlcar, dearud que es posible editar el genoma de
cafia mediante CRISPR/Cas9, metodologia que podmseusn el futuro cercano con

diferentes genes asociados con las principaleahlas de productividad del cultivo.

También es importante resaltar en este estudi@ledr logrado, mediante edicion genémica
una mutacion puntual en el locus especifico, yaegte gen esta especificamente dirigido por
los herbicidas imidazolinona (IMI) y sulfonilure8Y) (Townsend et al., 2009). La edicion
del genoma mediante la induccion de mutacionesupleg se puede utilizar en el mediano
plazo, ya que es una forma precisa y eficiente pamaplazar la transformacién genética la
cual requiere de regulacion ante entidades gubemahes, comparada con la edicion
genética que bajo la Resolucion N°29299 del 0Olgdsta de 2018 por parte del ICA, permite
el desarrollo de variedades editadas genéticangrel final se pueden considerar como

convencionales.
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4.4 Consideraciones finales

La edicibn de genomas mediante una de las nuevaantientas de mejoramiento como
CRISPR/Cas9 no solo facilitara la investigaciénidsssino también aplicada, lo cual
acelerara el fitomejoramiento genético de variegadel desarrollo de nuevo germoplasma
con miras a una mejor productividad del cultivo.utdizacion de la metodologia CRISPR
para mejorar el germoplasma es particularmente rizapie en el contexto del cambio
climatico global, asi como también frente a losafies agricolas, ambientales y ecoldgicos
actuales. Se espera que esta metodologia permidasalrollo de una agricultura mas
sostenible, reducir la huella ambiental de la adfuca y adaptar las variedades a un clima
cambiante. Por ejemplo, los cultivos que sean mi@&antes a los entornos que cambian
rapidamente y sean mas resistentes a plagas yratfades o a fendmenos como el nifio y la

nifia seran cruciales para el éxito de los enfodada produccion de alimentos del futuro.

Este proyecto para el Centro de Investigacion deaida de Azlcar, Cenicafa, permitird a
mediano y largo plazo la generacion de plantasa@ait con caracteristicas que sean de
importancia para la industria azucarera tales caupresion de floracién, uso eficiente del
agua, uso eficiente del nitrégeno, alta producd®biomasa y sacarosa, asi como resistencia
a las principales enfermedades que afectan eVoul la cafia. Adicionalmente, la edicién
genomica podria utilizarse en el mediano plaz@emlidacion de genes identificados a partir
de estudios de expresion génica, asi como a pagtiestudios de mapeo genético y
secuenciacion ya que al ser editados o mutadosepuestudiarse a nivel fenotipico y
determinar el efecto del impacto agrondmico sobiedeterminada caracteristica de interés

comercial.

En esta investigacion mediante biobalistica seltrgnsformar eficientemente cafia de azucar
(en el caso del gen NPTII: 80.6% para el tratamiént 83.9% tratamiento 2 y en el caso del
gen Cas9: 80.6% para el tratamiento 1y 77.7%eddratamiento 2), sin embargo, la edicion
genética se logro parcialmente. En el caso deitadeddel gen BU1 para obtener la pérdida
de funcion (NHEJ) no se obtuvo ninguna planta ddit&in embargo, para la edicion del gen
ALS para lograr ganancia de funcion (HDR) se olgxon dos plantas de cafia o eventos
editados denominados ALS107 y ALS111, plantas poénente resistentes a herbicidas.

Por lo tanto, se puede afirmar que editar el gerde@afia de azicar mediante CRISPR/Cas9
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resulté bastante complejo y se requiere realizeteg a la metodologia para lograr aumentar
la eficiencia de edicion ya sea por pérdida o geiaate funcién de un gen determinado. Pese
a que la edicion genética obtenida en esta inagtig fue baja, es un resultado muy
importante, que vale la pena destacar por ser dmdas primeras plantas de cafia editadas
mediante CRISPR/Cas9 para ganancia de funcién (HDRpAa de azlcar reportadas hasta
la fecha, teniendo en cuenta que solo se han rdostreances de las investigaciones llevadas
a cabo en UF en el Congreso de la Sociedad deg#olio-Vitro, realizado en Tampa-EE.UU.
en el 2019, valdria la pena escribir un articulod#ose evidencien los resultados obtenidos

en esta investigacion, junto con los datos denidts por (Oz et al. 2019).

5.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

» Editar un genoma tan complejo como es el de cafee@lear supone un reto mayor

al de otros cultivos.

» La edicién genética de cafia de azlucar usando CRIS&® para ganancia de
funcion (HDR) por recombinacion homdloga fue pasipara el gen ALS donde se
obtuvieron dos plantas de cafa editadas ALS107$1Al, lo que significa que esto
resultados complementan los resultados obtenidostpms investigadores también

en UF y podria ser el primer reporte de ediciéréfiea en cafa usando HDR.

» En esta investigacion se logro transformar efielem@nte la cafia de aztcar usando la
metodologia de biobalistica utilizada en el lalaratdel Dr. Altpeter. Con el gen
NPTIl se logré una eficiencia de transformacion t&l2% en el tratamiento 1 y
18.4% en el tratamiento 2. Con el gen Cas 9 sé laga eficiencia de transformacion

del 18.2% para el tratamiento 1y 17.1% para @mneento 2.
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» La ediciobn genética para el caso de pérdida deidan(NHEJ) del gen BUL,
responsable del &ngulo de la hoja, no se logréeafemente en este estudio, ya que

en las pruebas moleculares realizada no fue pasgidetar ninguna planta editada.

» La edicion genética de cafia de azUcar es un preoegalejo que requiere averiguar
muy bien sobre el gen de interés y el nimero dasaje cada gen a editar dentro del
genoma, asi como conocer su secuencia para effitaarges en el disefio de los

ARNg que puedan influir en la aplicacién de CRISPR.

* El no tener disponibilidad de la secuencia completagenoma de cafia al momento
de realizar esta investigacion dificulto la basqudd la correcta secuencia del gen
BU1 al igual que el disefio de los ARNg y la validacde los mismos, ya que los
softwares disponibles para el disefio de los ARNgasan en la informacion
disponible de organismos secuenciados. En estatigaeion se utilizé el genoma de
Sorgo, por lo tanto, esto pudo haber afectado baber logrado editar eficientemente

el gen BU1 en las plantas de cafia de azlcar.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda confirmar la edicion de las plantz8187 y ALS111 mediante secuenciacion
del gen BU1 y del gen ALS. Asi mismo, se recomienaeer evaluaciones de resistencia a
herbicidas en invernadero de las posibles plarddadas y corroborar si esta edicion les
confirio resistencia a los herbicidas de la fansligfonilurea. Adicionalmente, en ensayos de
resistencias a herbicidas seria recomendable eleecion con el herbicida en etapa de callo,
como una manera eficiente de evitar escapes y biéanpara corroborar la edicion del

material justo después de los disparos.

Para hacer edicion de cafia de azucar en el feirecomienda desarrollar un protocolo libre
de ADN para la mutagénesis dirigida con el usadeiplejo de la ribonucleoproteina (RNP)

el cual estd compuesto de la enzima Cas9 purifigaltss ARNsg transcriton-vitro o
sintetizados. De esta manera, se evitara el ugtasgimidos y la introduccion de ADN foraneo,
por lo tanto, se facilitara la regulacion de laanphs que resulten editadas genéticamente para

ser consideradas como plantas obtenidas por métiedoejoramiento convencionales.
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Por ultimo y teniendo en cuenta que actualmentaueata con diferentes genomas de cafia
secuenciados (Riafio-Pachdn and Mattiello 2017; @tedral. 2018; Garsmeur et al. 2018)
incluido el genoma de una variedad colombiana {lo6lg020), trabajo llevado a cabo en
Cenicafa, se recomienda utilizar estas bases ds gata la busqueda de las secuencias
correctas de los genes de interés, asi como ardésae una aplicacién que permita disefar
los ARNg e identificar las regionedf-targetcon base en el genoma de cafia, y asi aumentar

la probabilidad de editar cafia de azucar eficieateen
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