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Aplicaciones de la Ingenieria Genética

1.- Utilizamos ENSEMBL para seleccionar las coordenadas del gen de interés. Para ello, ingresamos
en la pagina web www.ensembl.org/, seleccionamos la especie y buscamos el gen. Esto se puede
hacer buscando por palabras clave o por nimero de acceso.

2.- Disefio manual de ARNSs guia.

Step 1: Identify a PAM (NGG) sequence in the DNA sequence you would like to target.

GTIT GGG GGG AGG GGT CGG CARL TTG AAC CGG TGC CTA GAG ALAG GTGE GOG CGE
Chah CCC CCC TCC CCA GCC GTT ARC TTG GCOC ACG GAT CTC TTC CRAC CGHC GCC

PAM

Step 2: Determine the 5' start of the actual sgRNA targeting sequence by counting
20 nucleotides upstream of the PAM sequence.

GTT GGG GGG AGG GGT CGG CAR TTG AAC CGG TGC CTRA GAG AMG GTGE GOT CGE
Cah CCC CCC TCC CCA GCC GTT ARC TTG GCOC ACG GAT CTC TTC CRC CEC GCC

Step 3: Determine the actual sgRNA targeting sequence.

PAM

GTT GGG GGG AGG GGT CGG CAR TTG AAC CGG TGC CTA GAG AAG GTG GOG CGE
Ccar CCOC CCC TCC CCA GCC GTT ARC TTG GCOC ACG GAT CTC TTC CRC CGE GCC

PAM

G BAC CGE TGC CTA GAG BAAG G
(Fuente: Clontech)

3.- Lo mas frecuente y practico es utilizar algun software online para el disefio de ARNs guia (sgRNA).
Uno de ellos es Chop Chop, de la Universidad de Harvard (https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/).
Utilizaremos las coordenadas anteriormente obtenidas para indicarle al programa la regién en la
gue queremos disefiar el ARN guia. El resultado aparecerd en formato de tabla. Ademas de la
secuencia del ARN guia, nos puede resultar de interés consultar el niUmero de off-targets.
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Algunos programas para el disefio de ARNs guia (Fuente: Clontech)
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4.- Como norma general se recomienda sintetizar 4 o 5 ARNs guia. Se ha observado distinta actividad
de estas moléculas. Hay estudios que sugieren que una G en la posicion 1yuna Ao una T en la
posicidon 17 aumentan la probabilidad de éxito del ARN guia.

Optimal sgRNAs

Target sgRNA sequence

cD&1 GCAGCCCTCCACTCCCATGG
CXCR4 GGGCRAATGGATTGGTCATCC
EMX1 GAGTCCGAGCAGAAGALGAR
AcGFF1 GTGAATCGCATCGAGCTGAC
ZsGreenl GACCATGAAGTACCGCATGG

(Fuente: Clontech)

5.- Sintesis de ARNs guia.
6.- Estimacion de la eficiencia de los ARNs guia.
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