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ABSTRACT

La edicidn génica comprende a un grupo de biotecnologias que permiten realizar modificaciones
en el ADN de un organismo, pudiéndose agregar, quitar o alterar material genético en sitios
especificos del genoma de células eucariotas.

La biotecnologia basada en CRISPR/Cas9 es el sistema mas elegido para realizar edicidn génica,
ya que es mas rapido, mas barato, mas preciso y mas eficiente que otros métodos desarrollados
previamente. Mediante la utilizacién del sistema CRISPR/Cas9, es posible introducir caracteres
deseables en animales de cria reduciendo considerablemente los plazos del mejoramiento
genético animal tradicional.

Esta tecnologia de edicidn génica se basa la utilizacién de una nucleasa, denominada Cas9, que
puede cortar al ADN en ambas hebras. Esta nucleasa es direccionada por una secuencia de ARN
guia (sgRNA) y permite realizar cortes en posiciones especificas del genoma animal. El diseiio
correcto del sgRNA constituye un paso critico del proceso tanto para la eficiencia como para la
precision de las modificaciones deseadas.

En esta nota técnica se describe el disefio de sgRNAs direccionados al gen de la miostatina bovina
y ovina (MSTN), con el objetivo de generar animales knock out en este gen y reproducir el fenotipo
de doble musculatura, aumentando el rendimiento productivo. Ademas, se muestra el analisis de
las estructuras secundarias de los sgRNAs y los posibles sitios de cortes inespecificos en los
genomas (off-targets).



Gene editing comprises a group of biotechnologies that make it possible to carry out modifications
in the DNA of an organism, allowing to add, remove or alter genetic material in a specific locus in
the genome of eukaryotic cells.

CRISPR/Cas9-based biotechnology is the most preferred system for gene editing, as it is faster,
cheaper, more precise, and more efficient than other gene editing methods. Using the
CRISPR/Cas9 system, it is possible to introduce desirable traits into breeding animals, considerably
reducing the time required for traditional animal genetic improvement.

This gene editing technology is based on the use of a nuclease, called Cas9, which can introduce
double stranded-DNA breaks. Cas9 is directed by a short RNA molecule named single guide RNA
(sgRNA) that hybridizes at a specific position in the animal genome, allowing targeted breaks. The
correct design of the sgRNA is a critical step in the process to achieve both efficiency and specificity
in the desired modification.

This technical note describes the design of sgRNAs targeting to the bovine and ovine myostatin
gene (MSTN), with the aim of generating knockout animals for this gene and allowing the double-
muscled phenotype, increasing productive yield. In addition, the analysis of the secondary
structures of the sgRNAs and the possible sites of non-specific cuts in the genomes (off-targets)
are shown.



RESUMEN EJECUTIVO

En el marco de un aumento poblacional sostenido y con una demanda creciente en cantidad y
calidad de productos alimenticios, la incorporacién de mejoras productivas en el sector
agropecuario es de vital importancia. En este sentido, el mejoramiento genético animal es un
desafio constante del sector agropecuario y busca prototipos genéticos animales cuyas
descendencias aporten a una mayor eficiencia de los sistemas de produccidn.

Uno de los genes mas estudiados en relacidn a la produccién carnica animal es el gen que codifica
para la proteina miostatina (MSTN). Existen razas bovinas y ovinas con mutaciones naturales en
este gen que producen un fenotipo de hiperplasia muscular, conocido como doble musculatura.
Los animales con este fenotipo llegan a producir hasta un 20 % mds de carne por animal.

Con el descubrimiento del sistema CRISPR/Cas9 y su aplicacién exitosa en la edicidn génica de
diferentes especies animales, se pueden introducir caracteres deseables en animales de cria
reduciendo considerablemente los plazos del mejoramiento genético animal tradicional.

Uno de los principales objetivos del actual proyecto radica en generar animales con nuevas
caracteristicas agropecuarias a través de la edicion génica. Particularmente, propusimos editar el
gen MSTN bovino y ovino debido a que existe amplia evidencia cientifica que la relaciona con un
mayor desarrollo muscular, impactando favorablemente en el indice productivo.

Uno de los pasos esenciales en la edicidon génica basada en CRISPR/Cas9, que condiciona las
posibilidades de lograr el éxito del proceso, es el correcto disefio del sgRNA que direccionard a la
nucleasa hacia el sitio especifico del genoma que se pretende editar. Como consecuencia de un
disefio incorrecto, el sistema puede resultar ineficiente en introducir las modificaciones deseadas
como asi también resultar en modificaciones no deseadas en otras regiones gendmicas (off
target), con potencial impacto negativo en el funcionamiento celular y animal.

En la presente nota técnica, presentamos el disefio de sgRNAs especificos para los genes MSTN
bovino y ovino. Ademds, evaluamos los posibles off targets en los genomas bovino y ovino. Por
ultimo, se muestra el analisis de las estructuras secundarias de los sgRNAs disefiados.

PALABRAS CLAVE: bovino, ovino, miostatina, edicion génica, CRISPR/Cas9, sgRNA.



INTRODUCCION

El mejoramiento de cultivos y animales es uno de los desafios permanentes en el sector
agropecuario para el incremento del rendimiento y/o la calidad de los productos y para enfrentar
estreses bidticos y abidticos. El escenario mundial de aumento poblacional, mayor demanda en
cantidad y calidad de productos para la alimentacidn, la generacién de energia y materias primas,
en un marco de cambio climdtico, incrementan la importancia de este objetivo y la necesidad de
desarrollos en el corto plazo. Para el afio 2050, la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) estima que, para cubrir la demanda de alimentos, la
agricultura tendrd que producir casi un 50% mds de alimentos, forraje y biocombustible de los
que producia en 2012 (FAO, 2017).

La edicion génica basada en CRISPR/Cas9 es una de las nuevas biotecnologias con mayor
potencialidad para cumplir estos objetivos. Estd fuertemente basada en el conocimiento de las
funciones de los genes y puede asistir al mejoramiento genético para generar razas o variedades
con caracteres deseables y novedosos en plazos reducidos (Menchaca y col., 2020). Existen
pruebas de concepto que permiten avizorar la enorme potencialidad de la técnica a través de
desarrollos en cultivos de importancia y en animales de cria como bovinos, ovinos, aves y porcinos
(EI-Mounady y col., 2020; Jabbar y col., 2021; Crispo y col., 2015; Khwatenge y Nahashon 2021).

La miogénesis es el proceso encargado de la formacidn de las células del tejido muscular. Este
proceso es regulado por sefiales extracelulares como el factor de crecimiento andlogo a insulina
1 (IGF-1) y la miostatina. IGF-1 es un regulador positivo de la proliferacién y diferenciacién
muscular, mientras que la miostatina regula negativamente estos procesos (Thomas y col., 2000).

En este proyecto, proponemos editar el gen MSTN bovino y ovino debido a que se encuentra
ampliamente estudiado y se sabe que mutaciones en este gen que eliminan la actividad de la
miostatina resultan de gran utilidad para el desarrollo muscular, impactando favorablemente en
el indice productivo (Aiello y col., 2018).

La especificidad y la eficacia de la edicién génica mediada por CRISPR/Cas9 estan determinadas
principalmente por la secuencia del sgRNA (Wong N. y col., 2015). Ademas de la caracteristica de
secuencia, la estructura secundaria de la molécula también es determinante de su correcto
funcionamiento (Kocak y col., 2019; Xu y col., 2017)

En esta nota técnica, mostramos los disefios de sgRNA especificos para los genes MSTN bovino y
ovino. Evaluamos las estructuras secundarias de los sgRNAs seleccionados y analizamos los
posibles off targets en los genomas bovino y ovino.

Gracias a la robustez de los softwares utilizados en el disefio in silico y a los criterios utilizados
para la seleccién de los sgRNAs, creemos que seran capaces de hibridar especificamente con los
genes MSTN en los genomas bovino y ovino, permitiendo que la nucleasa Cas9 introduzca cortes
especificos en el ADN gendmico de cada especie, sin presentar actividad inespecifica.
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OBIJETIVOS

Objetivo general: Diseiar y generar sgRNAs para la edicién de genes blanco para produccidn de
carne.

Objetivo especifico I: Disefiar sgRNAs especificos contra el gen MSTN bovino que luego seran
utilizados en la edicidn génica, basada en CRISPR/Cas9, de cigotos bovinos.

Objetivo especifico Il: Disefiar sgRNAs especificos contra el gen MSTN ovino que luego seran
utilizados en la edicién génica, basada en CRISPR/Cas9, de cigotos ovinos.

RESULTADOS

Utilizando las secuencias de referencia de cada especie (ARS-UCD1.3 para bovinos y ARS-
Ul_Ramb_v2.0 para ovinos), se realizd un alineamiento con el software BLASTN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov), se recuperaron secuencias de genes MSTN de la base de datos
bioinformaticos y se evalud la conservacion de la secuencia del exdn 1 en ambas especies. De los
3 exones del gen, se eligié al exén 1 para el disefio de sgRNAs, con el fin de introducir
modificaciones que alteren el marco de lectura del gen cerca al extremo 5’ y asi aumentar las
posibilidades de la pérdida de funcién del mismo. Con las secuencias obtenidas (18 bovinas y 67
ovinas), se analizé la presencia de polimorfismos de nucleétidos Unicos (SNPs). Como se muestra
en los graficos 1y 2, el exén 1 del gen MSTN se encuentra altamente conservado en ambas
especies. Teniendo en cuenta que la mayor conservacién de secuencia se encuentra entre la
regidn central y el extremo 3’, orientamos el diseio de los sgRNAs a esas regiones.

Grafico 1. Distribucion de SNPs en el exén | de miostatina bovina.

D Start | Alignment End Organism
1 20 40 L 80 100 12 140 160 180 200 220 240 26¢ 280 300 320 340 360 37
k + t |Aasasnasasnasasnsss t t + t t {Asasanssass |Asassnases nasss
Query_18415 (+) 1 373
NM_001001525.3 (+) 134 506  Bos taurus
JQ711180.1 (+) 734 1,106  Bos taurus
GQ184147.1 *) 13 385 Bos taurus
BC134563.1 (*) 75 447 Bos taurus
AB232688.1 (+) 84 456 Bos taurus
AY850105.1 (+) 134 506 Bos taurus
AB076403.1 (+) 134 506  Bos taurus

AF320998.1 #) 152 524  Bos taurus
AY160688.1 (+) 1 373 Bos taurus
AF019620.1 () 1 373 Bos taurus
MK214682.1 (+) 153 1 525  Bos taurus
EF467376.1 1 | 373 Bos taurus
EF467377.1 (+) 1 1 373 Bos taurus
AF019761.1 (+) 1 I 373  Bos taurus
AY725215.1 # 1 320  Bos taurus
AF348479.1 (+) 10403 10,492 Bos taurus
AJ310751.2 (+) 861 1 923  Bos taurus
AJ438578.1 (+) 1214 1269  Bos taurus

Descripcidn: Alineamiento de secuencias del exén 1 del gen MSTN bovino. En rojo se indican SNPs.

Grafico 2. Distribucion de SNPs en el exén | del gen MISTN ovino.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Sequence ID Start | Alignment End Organism
1 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 M0 360 373
k {Asaaanasas t t |Asasasassss t t { {Asaasnssas ) t |ASasanasssasssanasas t + |

Query 51667  (+) 1 373

MN006948.1 () 80 452 Ovis aries
NM_001009428.3 (+) 209 581 Ovis aries
MH025940.1 (+) 1,199 1,571 Qvis aries
KT957958.1 (+) 289 661 Qvis aries
KT896497.1 (+) 288 660  Ovis aries
KT832791.1 (+) 297 869  Ovis aries
MZ712591.1 (+) ot 463 Ovis aries
MZ712590.1 () 91 463 Ovis aries
MZ712587 1 (+) 91 463 Ovis aries
MZ065348.1 ) 31 403 Ovis aries
MZ065347.1 *) 31 403 Ovis aries
MZ065348.1 (+) 31 403 Ovis aries
MZ065345.1  (+) 31 403 Ovisaries
MZ065344.1 () 31 403 Ovis aries
MZ065343.1 (+) 3t 403 Ovis aries
MZ065341.1 ) 31 403  Ovis aries
MZ065340.1 (*) 31 403 Ovis aries
MZ065339.1 (+) 31 403 Ovis aries
MZ065338.1 +) 31 403  Ovis aries
MZ066337 .1 *) 3 403 Qvis aries
MZ065336.1 (+) 31 403 Qvisaries
MZ065334.1  (s) 31 403 Ovis aries
OK813678.1 (#) 10 482  Ovis aries
OK913677.1 (+) 110 482 Qvis aries
KM371731.1 (+#) 209 581 Qvis aries
MTO383611  (s) 78 450 Ovis aries
FJ809783.1 (+) 188 558  Ovis aries
FJ809782.1 (#) 188 558  Ovis aries
FJ809781.1 +) 188 558  Ovisaries
FJ809780.1 (+) 186 558 Qvis aries
FJ809779.1 (+) 186 558 Ovis aries
FJ809778.1 +) 186 558  Ovis aries
FJB09777.1 (+) 186 558  Ovis aries
FJ809776.1 (+) 188 558  Ovis aries
FJ809775.1 (+) 186 558 Ovis aries
AM992884.1 (+) 110 482  Ovis aries
AMS92883.1 (#) 110 482  OQvis aries
EF069434.1 (#) 47 419 Ovis aries
EF069433.1 *) 47 419 Qvis aries
DQ530260.1 (+) 3.605 3,877 Ovis aries
AF019622.1 1 373 Ovis aries
OK913676.1 (+) 110 1 482  Ovis aries
OK913675.1 (#) 110 482  Ovis aries
FM207636.1 (+) 110 1 483 Qvis aries
EF069435.1 (+) 47 1 419 Ovis aries
AY918121.1 (#) 1212 1517  Ovis aries
DQ990914T  (+) 1 303 Ovis aries
MH025924 1 “) 1 1 258 Ovis aries
MH025922.1 +) 1 1 258  Ovisaries
JNB56458.1 ) 1 248  Ovis aries
JNB56457.1 (+) 1 248 Ovis aries
MH025921.1 (+) 188 358 Qvis aries
JN572924.1 (+) 135 290  Ovis aries
JN572923.1 (+#) 135 200  Ovis aries
JN572925.1 (+) 135 1 290 Ovisaries
MZ065335.1 (+) 31 1 180  Ovis aries
MH025943.1 (+) 319 370  Ovis aries
MH025942.1 +) 319 370 Qvis aries
MH025941.1 () 1 31 OQvis aries
MKOO7047.1  (+) 1 28 Ovisaries
F.858200.1 1 28 Ovis aries
FJ858199.1 w1 28 Ovisaries
FJ858198.1 A 28 Ovisaries
FJ858197.1 (+) 1 28 Ovis aries
FJ858196.1 (+) 1 28 Qvis aries

Descripcidn: Alineamiento de secuencias del exén 1 del gen MSTN ovino. En rojo se indican SNPs.

El software Breaking Cas (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas) se utilizé para el
disefio de los sgRNAs con los pardmetros que se mencionan a continuacion. Se buscaron posibles
guias de 20 nucleédtidos de longitud para la nucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes. Para
maximizar la especificidad de cada sgRNA con su sitio objetivo, se buscaron posibles sitios de
hibridacién inespecificos con hasta 3 errores de apareamiento (mismatches) entre cada sgRNA y
el genoma. Todos los posibles sitios de corte que se buscaron contienen una secuencia de 3
nucledtidos, denominada motivo adyacente protoespaciador (PAM), en el extremo 3’
inmediatamente después de la secuencia de ADN que la nucleasa corta. Este requisito lo
establece la nucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes que se utilizard y, para esta enzima, el PAM
es 5'-NGG-3', donde N es cualquier nucledtido y GG corresponden a dos nucledtidos guanina. Con
los parametros de disefio mencionados, los mejores 10 sgRNAs encontrados para MSTN bovino y
ovino se muestran en los cuadros 1y 2, respectivamente.

En nomenclatura utilizada para los sgRNAs se identifica, primero, en qué posicién del exén
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comienza el sitio de apareamiento. Entre paréntesis, se muestra en que hebra del ADN hibrida y,
por ultimo, se detalla la especie. Para cada gen, preseleccionamos dos sgRNAs cuyos sitios de
corte disten entre si al menos 50 nucleétidos para poder evidenciar a futuro, mediante PCR, si se
producen ambos cortes a la vez. Para el gen MSTN bovino, se eligieron los guias sgRNAzz6(-)bovino,
SgRNA341(-)bovino, SERNA177(+)bovino Y SERNA177(-)bovino (CUadro 1). Para el gen MSTN ovino, se eligieron
los guias SgRNA330(+)ovino, SERNA324(+)ovino, SSRNA256(-)ovino Y SERNA177(+)ovino (cuadro 2)

Cuadro 1. Guias arrojados por Breaking Cas para el exén | del gen MSTN bovino.

336 355 - TGACCGTTTCCGTCCTGGCGTGG 1 0 1 100
341 360 - GGTAATGACCGTTTCCGTCCTGG 1 0 1 100
330 349 + CTACCACGCCAGGACGGAAACGG 1 3 3 985
177 196 + AATCCTCAGTAAACTTCGCCTGG 1 3 1 98.1
177 196 - GGCGAAGTTTACTGAGGATTTGG 1 5 4 97.8
324 343 + CGATGACTACCACGCCAGGALCGG 1 2 1 97.8
317 336 - GTGGTAGTCATCGTCTTCCAAGG 1 4 5 97.5
320 339 + AAGACGATGACTACCACGCCAGG 1 2 1 97.4
183 202 - TTTCCAGGCGAAGTTTACTGAGG 1 11 5 96.1
264 283 - CGAACTGATCAATCAGTTCCAGG 1 5 4 96.1

Descripcidn: Secuencias objetivo probables para disefiar guias sgRNA contra el gen MSTN bovino.

Cuadro 2. Guias arrojados por Breaking Cas para el exén | del gen MSTN ovino.

START] | END] STRAND] OLIGO] ONTARGETS] OFFTARGETS] GENES] SCORE]
330 349 + CTACCACGTTACGACGGAAACGG 1 0 1 100
336 355 - TGACCGTTTCCGTCGTAACGTGG 1 1 1 100
177 196 + AATCCTCAGTAAGCTTCGCCTGG 1 2 2 99.5
256 275 - TCAATCAGTTCCCGGAGTGGAGG 1 2 2 99.1
324 343 + CGATGACTACCACGTTACGACGG 1 2 2 98.9
297 316 + TGACAGCAGCGACGGCTCCTTGG 1 8 5 98.1
259 278 - TGATCAATCAGTTCCCGGAGTGG 1 5 2 98
228 247 + TATAAGACAACTTTTGCCCAAGG 1 8 4 97.9
264 283 - CGTACTGATCAATCAGTTCCCGG 1 2 1 97.1
177 196 - GGCGAAGCTTACTGAGGATTTGG 1 6 4 96.5

Descripcidn: Secuencias objetivo probables para disefiar guias sgRNA contra el gen MSTN ovino.

En la preseleccion de los guias, se tuvo en cuenta su score y la ausencia de off targets. En caso de
haberlos, se estimo la posibilidad de que dicho corte suceda y/o que genere un efecto adverso.
Primero, se observo si el off target correspondia a una region génica o intergénica. En caso de ser
intergénica, asumimos el riesgo de que es mads probable de que no interfiera en la actividad
normal celular, debido a estudios recientes que muestran que el 95 % del genoma en mamiferos
no se conserva, posiblemente debido a que no estd asociado a funciones esenciales (Leypold y
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Speicher, 2021). El otro criterio utilizado provino de un estudio en dénde se afirma que existe una
region, entre 4 a 7 nucledtidos del motivo PAM, en donde un mismatch entre el guia sgRNA y el
target inhibe la actividad de clivaje de la Cas9 (Zheng y col., 2017).

Grafico 3. Posibles off targets en el genoma bovino de los sgRNA para el gen MSTN.

SgRNA117(+) bovino SgRNA117(-) bovino
1 5 -CTTCCTCAGTAAACTTTGCC -3 1 5" -GGCAAAGTCTGCTGAGGATTGGG-3" 4 5' -CCTAATCCTTAGGAAACTTTGCC-3"
5* - AATCCTCAGTAAACTTCGCCTGG-3" 5* -GGCGAAGTTTACTGAGGATTTGG-3" 3" -GGTTTAGGAGTCATTTGAAGCGG-S5"
3' -GAAGGAGTCATTTGAAACGG 5°* 3" -CCGTTTCAGACGACTCCTAAL -5°* 3! ATTAGGAATCCTTTGAAACGG-S
———— B ——e—

2 5" -AATCCTCTGTGAACTTCACCAGG-3 -GGAGAAGTTAACTGTGGATT == 5
5" -AATCCTCAGTAAACTTCGCCTGG-3" : AAACCACTCCTTTCAACE GO
3" -TTAGGAGACACTTGAAGTGG -5 ' AAAGGAGTCCTTTGAAGCGG-5

5
2 [S ' -GGCGAAGTTTACTGAGGATTTGG-3

S'-CCATTTCCTCAGGAAACTTCGCC-3"
3' -GGTTTAGGAGTCATTTGAAGCGG-5"
' - CCTCTTCAATTGACACCTAAACC-5 3 5

e —_—— . S
3 5'-AATCCACAGAAAACTTCACC -3 3 5'-GGAGAAGTTTACTGAGACTT -3
5'-AATCCTCAGTAAACTTCGCCTGG-3" -y -GGCGAA(_}TTTACTGAGGATTTGG- - %
3'-TTAGGTGTCTTTTGAAGTGG -5 3'-CCTCTTCAAATGACTCTGAAL -5

_—f—_— |

Descripcidn: Off targets posibles en el genoma bovino para los guias sgRNA177+) y SERNA177(.).

Los guias, direccionados al gen MSTN bovino, sgRNAz36(-)bovino Y SERNA341(-)bovino NO presentan off
targets. En cambio, los guias sgRNA177(+)bovino Y SERNA177()bovine Presentan 3 y 5 off targets,
respectivamente (cuadro 1). Para el caso del guia sgRNA117(+)bovino, 10s 3 Off targets encontrados
en el genoma bovino cuentan con 3 mismatches cada uno y, como corresponden a regiones
intergénicas, no fueron considerados (grafico 3). Para el guia sgRNA117()bovino, cada uno de los 5
off targets cuenta con 3 mismatches. Los off targets 1, 2 y 3 se encuentran en regiones génicas,
mientras que los off targets 4 y 5 se encuentran en regiones intergénicas y no fueron
considerados. Los off targets 2 y 3 presentan mismatches en la regién distante de 4 a 7
nucledtidos del motivo PAM y no fueron considerados (grafico 3). En cambio, el off target 1 no
puede ser descartado, asi que deberd ser evaluada si se produce edicidon o no en este lugar una
vez que sea introducido en cigotos bovinos.

Para el caso de los guias direccionados al gen MSTN ovino, solo sgRNA330(-jovino NO presenta off
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targets con 3 mismatches, mientras que los guias SgRNAz24(+)ovino, SERNA256(-)ovino Y SERNA177(+)ovino
presentan 2 off targets probables con 3 mismatches cada uno (cuadro 2). El primer off target para
el guia sgRNA324(+)ovino S€ pPresenta en una zona intergénica y el segundo presenta 2 mismatches
en la region distante de 4 a 7 nucledétidos del motivo PAM, por lo que fueron descartados (grafico
4). El primer off target para el guia sgRNA2s6(-)ovino tiene un mismatch en la regién distante de 4 a
7 nucledtidos del motivo PAM y el segundo se presenta en una zona intergénica, por lo que fueron
descartados. El primer off target para el guia sgRNA177(-)ovino S€ presenta en una zona intergénica
y el segundo presenta 2 mismatches en la regién distante de 4 a 7 nucleétidos del motivo PAM,
por lo que fueron descartados.

Grafico 4. Posibles off targets en el genoma ovino de los sgRNA para el gen MISTN.

SgRNA324(+) ovino SgRNAZSG(-)ovino SgRNAl??(-)ovino

5" -CCATCGTAACCTGTTAGTCATTG-3 3 —G&AEE;ES\GEEECHE:\C?CAAC-;—; 5" -AATCCTCGGGAAGCTTCTCCTGG-3" )
1 3 -GGCAGCATTGCACCATCAGTAGC-5" 1 ’ erecec _ 4 5 AATCCTCAGTAAGCTTCECCTEE-3"

3 AGCATTGGACAATCAGTAAC-5" CCTTGACCGACT 3" -TTAGGAGCCCTTCGAAGAGGACC-5 y,

_———
P ——— — —
5" -CGATGACTACCAGGATGCG -3* 5" -TCTATCAGTTCCCGGAGTCATGG-3 5'-AATCCTCAGTAAGATTTTCC 3
2 5" -CGATGACTACCACGTTACGACGG-3" 2 5" -TCAATCAGTTCCCGGAGTGGAGG-3' 5 5" AAT((TCaGTHAGCTT(GCCTGG 3
3" -GCTACTGATGGTCCTACGCT -5 3" - AGATAGTCAAGGGCCTCAGT, 5' 3" -TTAGGAGTCATTCTAAAAGG -5 )

_—-————,e s ———
]
|

Descripcidn: Off targets posibles en el genoma ovino para los guias sgRNA324(+)ovino, SERNA256(-)ovino Y SERNA177(+)ovino.

Finalmente, se realizé un analisis bioinformatico de las estructuras secundarias de los sgRNA
seleccionados utilizando el software RNAfold, en donde se adiciond la secuencia correspondiente
a la regién de interaccion con la nucleasa Cas9 (esta secuencia es constante y viene definida por
el kit de transcripcion in vitro que se utilice a posteriori). Estudios estructurales en lineas celulares
humanas revelaron la importancia de mantener intacto el duplex repeat:anti-repeat y el stem
loop 1 para el reconocimiento del guia sgRNA con la enzima Cas9, siendo mads tolerantes
mismatches en los stem loops 2y 3 (Zhengy col., 2017). A su vez, se propone que los sgRNAs mas
eficientes son aquellos en los cuales se minimizan las interacciones intra-moleculares entre los 20
nucledtidos que hibridan con el sitio blanco y el resto de la molécula de ARN. En el grafico 5, se
muestra un guia sgRNA con caracteristicas estructurales intactas como referencia, en dénde la
secuencia de 20 nucledtidos especifica al target y la secuencia de interaccion con Cas9 mantienen
interacciones marginales, sin afectar las estructuras esenciales del duplex repeat:anti-repeat y el
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stem loop 1 (grafico 5a). Comparando las estructuras de los sgRNA para los genes MSTN bovino y
ovino (grafico 5b y 5c, respectivamente) con las estructuras de referencia (grafico 5a),
seleccionamos los guias SgRNAazsg(jbovino Y SERNA177(+)bovine para el gen MSTN bovino, y
SgRNA330(+)ovino Y SERNA256(-)ovino Para el gen MSTN ovino (cuadro 3). Los guias seleccionadas serdn
producidas con el kit de transcripcion in vitro GeneArt™ Precision sgRNA Synthesis Kit de
Invitrogen.

Grafico 5. Estructuras secundarias de los guias sgRNAs.

A
W
. Stem | 3
20-nt guide sequence 30%\’3 i S

Veaat
Asgua:

Stem loop 2
G Stem loop 1
U“g”*. P
Repeat ,u x
A x‘
AG Y

u°:
G*.,k Anti-repeat
A s -

SgR NA177(-)bovino

Sg RNA177(+)bovino

C

sgRl\lAa.%OH)ovino Sgl:“\lA324(+)ovino sgRI\'|A177(+)ovino

Sg RNA256(-)ovino )

Gréfico 5: a) Estructura secundaria ideal para un sgRNA. b) Estructuras secundarias de los guias sgRNAs para el gen
MSTN bovino. c) Estructuras secundarias de los guias sgRNAs para el gen MSTN ovino.

Cuadro 3. Guias sgRNA disefiados para la edicion génica de los genes MSTN bovino y ovino.
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Guia Inicio Fin Cadena Secuencia Gen objetivo

S8RNA336()bovino 336 355 - TGACCGTTTCCGTCCTGGCG MSTN bovino
S8RNA177(4)bovino 177 196 + AATCCTCAGTAAACTTCGCC MSTN bovino
SERNA336()bovino 330 349 + CTACCACGTTACGACGGAAA MSTN ovino
SBRNA336(Jbovino 256 275 - TCAATCAGTTCCCGGAGTGG MSTN ovino

Descripcidn: Guias sgRNA disefiados para la edicidn génica de los genes MSTN bovino y ovino, utilizando los softwares
BLASTN, Breaking Cas y RNAfold.

DISCUSION

Para el afio 2050, la FAO estima que, para cubrir la demanda de alimentos, la agricultura tendra
gue producir casi un 50% mas de alimentos, forraje y biocombustible de los que producia en 2012
(FAO, 2017). La edicidn génica basada en CRISPR/Cas9 es una de las nuevas biotecnologias con
mayor potencialidad para cumplir estos objetivos, permitiendo el mejoramiento de especies
vegetales y animales en plazos reducidos (Menchaca y col., 2020). Existen pruebas de concepto
gue permiten avizorar la enorme potencialidad de la técnica a través de desarrollos en cultivos
de importancia y en animales de cria como bovinos, ovinos, aves y porcinos (EI-Mounady y col.,
2020; Jabbar y col., 2021; Crispo y col., 2015; Khwatenge y Nahashon 2021). En este proyecto,
proponemos editar el gen MSTN bovino y ovino, ya que se sabe que alteraciones de la actividad
o pérdida de funcion de la proteina miostatina resultan de gran utilidad para el desarrollo
muscular, impactando favorablemente en el indice productivo (Aiello y col., 2018).

En la edicion génica basada en CRISPR/Cas9 es fundamental la generacion de guias sgRNA con la
secuencia y estructura secundaria adecuadas para permitir el apareamiento especifico con Ia
secuencia objetivo (Wong N. y col., 2015; Kocak y col., 2019; Xu y col., 2017). Si esto no sucede,
se corre el riesgo de que hibride con el genoma en una region diferente para la cual fue disefiado,
pudiendo inactivar de genes de vital importancia para el funcionamiento celular.

En esta nota técnica, presentamos los resultados del disefio de guias sgRNA especificos para el
gen MSTN, que codifica para la miostatina bovina y ovina. La estructura del gen MSTN en
mamiferos consta de tres exones y dos intrones (Grade et al., 2009; Patel y Amthor, 2005). Con
el fin de introducir modificaciones que alteren el marco de lectura del gen cerca al extremo 5’ y
asi aumentar las posibilidades de la pérdida de funcién del mismo, se decidié generar guias sgRNA
para interrumpir al gen en el exdn 1. Para ello, buscamos secuencias de estos genes en bases de
datos bioinformaticos e hicimos un andlisis exhaustivo, buscando regiones altamente
conservadas y sin SNPs que interfieran en la seleccidon de objetivos adecuados para la generacién
de los guias sgRNAs. Sobre las regiones conservadas, se buscaron sitios probables de cortes.
Ademads, se buscaron posibles off targets en el genoma de cada especie con hasta 3 mismatches.
Se seleccionaron guias sin off targets y en los casos en los que no fue posible, se analizd
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puntualmente cada uno de esos off targets evaluando si se encontraban en regiones génicas o
intergénicas y, ademads, se analizé la presencia y localizacion de mismatches en esos sitios.
Siguiendo las recomendaciones de estudio en ddonde se afirma que un simple mismatch entre el
guia sgRNA y el target, en una region distante del motivo PAM entre 4 a 7 nucledtidos, inhibe la
actividad de clivaje de la Cas9 (Zhengy col., 2017), seleccionamos los guias candidatos para cada
gen. Por ultimo, analizamos las estructuras secundarias que se generan de la fusién de los guias
sgRNAs con la regidn constante de interaccién con la nucleasa Cas9, determinada por el kit de
transcripcion in vitro a utilizar. Priorizando la integridad de las estructuras del duplex repeat:anti-
repeaty el stem loop 1, tal como sugieren (Zhengy col., 2017) se seleccionaron los guias sgRNA a
utilizar.

En resumen, creemos que con la robustez de los softwares utilizados en el disefio in silicoy a las
precauciones empleadas, los guias sgRNAs seleccionados seran capaces de digerir
especificamente el gen MSTN en los genomas bovino y ovino, sin presentar digestiones
inespecificas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La metodologia utilizada para el disefio y el andlisis de los sgRNA se fundamenta en métodos
cientificos y cuenta con el aval de la comunidad cientifica. Estudios posteriores, con resultados de
edicién génica en embriones bovinos y ovinos, utilizando los sgRNAs descriptos en esta nota
técnica, evidenciaran si las consideraciones tenidas en cuenta para el disefio fueron acertadas.
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