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Resumen

El sistema CAST promueve la insercion sitio especifico de regiones genéticas, utilizando la
maquinaria de transposicion derivada de la familia de Tn7y un complejo CRISPR — Cas12k. Este
sistema proviene de Scytonema hofmannii y tiene una eficiencia de insercién del 60%, tanto
en condiciones de ensamblaje in vitro, como a través de la transformacién de una linea celular
con el vector conteniendo los genes del complejo. En este trabajo se analizaron los
componentes del sistema CAST de manera individual con el objetivo de proponer una hipdtesis
acerca de su papel en el entorno celular natural. Los resultados mostraron que el sistema
podria estar implicado en la respuesta inmune adaptativa de la bacteria y que su principal
objetivo serian las secuencias genéticas provenientes de virus. Por otra parte, es probable que
el beneficio de la asociacién entre la proteina Cas12k y la transposasa de Tn7, favorezca o le
brinde una ventaja al transposén de propagarse o insertarse de forma mds controlada.
Ademas, se hizo la prediccidn de las interacciones entre los elementos del sistema CAST y la
base de datos de las secuencias proteicas reportadas en la actualidad. El interactoma global
nos permite deducir que este sistema requiere de distintas proteinas y factores para su
correcto funcionamiento, siendo un factor para considerar en el perfeccionamiento de esta
herramienta de edicién genética. Toda esta informacién fue complementada con un analisis
filogenético, que nos muestra que el sistema CAST de S. hofmannii es Unico en su tipo.
Finalmente, se menciona que este proyecto tiene pendientes etapas por realizarse para
culminar con el proceso experimental, las cuales son planeadas para realizarse en los estudios

de doctorado.



Abstract

The CAST system promotes site specific insertion of genetic regions, using the transposition
machinery derived from the Tn7 family and a CRISPR — Cas12k complex. This system comes
from Scytonema hofmannii and has an insertion efficiency of 60%, under in vitro assembly
conditions and through the transformation of a cell line with the vector containing the genes
of the complex. In this work, the components of the CAST system were analyzed individually
with the aim to propose an hypothesis about their role in the natural cellular environment.
The results showed that the system could be involved in the adaptive immune response of the
bacteria and its main objective would be genetic sequences from viruses. On the other hand,
the benefit of the association between the Cas12k protein and Tn7 transposase is likely to
favor or give to the transposon an advantage of spreading or inserting in a more controlled
fashion. In addition, the interactions between the elements of the CAST system and the
database of the currently reported protein sequences were predicted. The global interactome
allows us to deduce that this system requires different proteins and factors for its proper
function, being it a factor to consider in the improvement of this genetic editing tool. All this
information was complemented by a phylogenetic analysis, which shows that S. hofmannii's
CAST system is one of a kind. Finally, it is mentioned that this project has pending steps to

complete the experimental process, which are planned to be carried out in doctoral studies.



1. Introduccion

1.1. Sistemas CRISPR - Cas

Uno de los descubrimientos mds importantes de la ultima década reside en la revelacion de
qgue los organismos procariontes disponen de un sistema inmune adaptativo heredable.
Nombrado CRISPR — Cas, tiene la capacidad de almacenar fragmentos de acidos nucleicos de
infecciones previas y, frente a una reincidencia del patdgeno, desplegar nucleasas guiadas por
RNA vy llevar a cabo un silenciamiento sitio especifico de fagos y otros elementos genéticos
moviles (MGEs), como pldsmidos y transposones (Hille et al., 2018). Estos sistemas son
encontrados del 50% y 90% en el genoma de bacterias y arqueas, respectivamente (Makarova
etal., 2015). El locus gendmico del sistema CRISPR estd compuesto por repeticiones idénticas
alternadas que se encuentran entre espaciadores o secuencias gendmicas diferenciales
(Jansen et al., 2002). Un estudio informatico clave revelé que las secuencias espaciadoras
coincidian con regiones de pldsmidos y genomas viricos, siendo el primer indicio de que el
arreglo CRISPR podia cumplir un rol dentro del sistema inmune adaptativo de los organismos

procariontes (Pourcel et al., 2005).

Adyacente al arreglo CRISPR hay una serie de genes que codifican para proteinas Cas
implicadas en las tres fases de inmunidad adaptativa: adaptacién, biogénesis del RNA basado
en el arreglo CRISPR (crRNA) e interferencia. Durante la adaptacion, los acidos nucleicos
foraneos son seleccionados, procesados e integrados dentro del arreglo CRISPR para proveer
una memoria de la infeccion. Posteriormente, el arreglo CRISPR es transcrito para producir un

precursor completo del crRNA (pre — crRNA) que es procesado en el sitio que contiene las



secuencias repetidas y se lleva a cabo la formacidon del crRNA maduro. Posteriormente a la
infeccion, la maquinaria es guiada por los crRNA para reconocer una secuencia
complementaria en los acidos nucleicos fordneos, donde se lleva a cabo un corte enzimatico
(Hille et al., 2018). De acuerdo con la variedad de genes cas y la naturaleza del complejo de
interferencia, los sistemas CRISPR — Cas han sido divididos en dos clases, que a su vez estan
subdivididos en seis tipos. Los sistemas de Clase | (tipos I, lll y IV) emplean complejos
multiproteicos para la interferencia, mientras que en los sistemas de Clase 2 (tipos Il, Vy VI),

la interferencia sdlo involucra una proteina efectora (Macarova et al., 2015).

1.1.1. Organizacién modular

La clasificacion general de los sistemas CRISPR — Cas esta determinada Unicamente por la
naturaleza efectora del complejo, es decir, si requieren una sola proteina o un conjunto de
ellas. Sin embargo, los sistemas que emplean una Unica proteina efectora de forma natural
dependen de la actividad de otras proteinas (Cas1, Cas2, Cas4, y RNasa lll). Con base en su
funcién, es posible agrupar las proteinas de los diferentes sistemas CRISPR — Cas en médulos:
adaptacidn, expresion, interferencia, transduccién de sefiales y auxiliares. Los mddulos de
adaptacién e interferencia muestran una pronunciada autonomia no sélo con respecto a
funciéon y estructura, sino también a su evolucion (Koonin et al., 2019). En la topologia del arbol
filogenético de Casl, la subunidad clave de todos los complejos de adaptacion y estructuras
repetidas es compatible pobremente con los mddulos efectores y las filogenias individuales de
cada una de sus proteinas, presumiblemente debido a que existe un intercambio frecuente
entre los sistemas CRISPR — Cas de diferentes tipos y subtipos (Komor et al., 2017). La presion

evolutiva para el intercambio de mddulos efectores parece ser la consecuencia de una carrera
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armamentista contra virus. Estos codifican diversas proteinas antiCRISPR (Acrs) que tienen
preferencia sélo por componentes de los complejos efectores y tienen una alta especificidad
por variantes particulares de sistemas CRISPR — Cas (Bondy — Denomy et al., 2013). La
adaptacidon parcialmente independiente de los mddulos efectores y de adaptacién es
corroborada por la presencia de estos mddulos de forma solitaria en diversos genomas de

bacterias y arqueas (Hudaiberdiev et al., 2017).

1.1.2. Sistemas CRISPR — Cas de Clase |

Entre los sistemas CRISPR — Cas, los sistemas de tipo | son los de mayor distribuciéon y emplean
un complejo multiproteico asociado al crRNA denominado complejo Cascade, que permite el
reconocimiento del objetivo y mediante la actividad nucleasa de la proteina Cas3 lleva a cabo
el proceso de interferencia (Brouns et al., 2008). Dentro de los siete subtipos que han sido
identificados (I — A hasta | — F y | — U), el sistema | — E de E. coli es el mejor descrito y
caracterizado. El complejo Cascade del sistema CRISPR — Cas tipo | — E tiene un peso molecular
de 405 kDa y esta compuesto por las proteinas: Cas5, Cas6, Cas7, Cas8 y Casll (Jore et al,,
2011). En la mayoria de los sistemas de tipo I, el pre — crRNA es procesado por una RNasa de
la familia de Cas6. En E. coli, el procesamiento del pre — crRNA permite la obtenciéon de un
crRNA maduro con una longitud de 61 nucleétidos que comprende la secuencia completa del
espaciador, flanqueado en ambos sitios por fragmentos de la regidn repetida. El crRNA es una
parte integral del complejo Cascade y esta asociado a la proteina Cas5 en el extremo 5’ (Zhao
et al., 2014). El esqueleto del complejo estd compuesto por seis proteinas Cas7 conectadas,

gue adoptan una estructura con forma de mano y dominios similares a pulgares, que permiten



la conexidn estrecha de las subunidades. Cas1l y Cas8 son definidas como las subunidades

pequefia y grande del complejo Cascade, respectivamente (Mulepati et al., 2014).

El reconocimiento del PAM (sitio adyacente al protoespaciador) en el DNA objetivo de doble
cadena, es mediada por la subunidad grande, que también favorece el inicio del relajamiento
en la doble cadena de DNA y la unién subsecuente del crRNA al DNA complementario del
protoespaciador (Hayes et al., 2016). Para la unién del complejo Cascade resultan cruciales los
primeros ocho nucledétidos proximales al PAM del crRNA (nombrados secuencia semilla), con
la excepcion del sexto nucledtido que no se une al objetivo (Xiao et al., 2017). La cadena que
no se une al crRNA se mantiene asociada al complejo por dos subunidades de Casli,
conduciendo a la formacién y estabilizacién de la estructura denominada “loop — R”, que es
acompanada por cambios conformacionales de las subunidades grande y pequefia,
permitiendo el reclutamiento de la nucleasa Cas3 (Hayes et al., 2016). El dominio HD de Cas3
corta la cadena desplazada de DNA, induciendo cambios estructurales en la proteina que activa
su actividad helicasa dependiente de ATP. Como resultado, Cas3 transloca y degrada
sucesivamente la cadena de DNA en direccion 3’ a 5’, dejando una regién de DNA de cadena
sencilla de aproximadamente 200 — 300 nucledtidos en el genoma objetivo (Redding et al.,
2015). Sin embargo, la formaciéon de un producto intermedio de degradacién como la cadena
parcial de ssDNA puede no conducir a la destruccion completa del invasor. Se piensa que la
degradacidon completa del objetivo es mediada por otras nucleasas del huésped o por la
actividad independiente de la nucleasa Cas3 sin encontrarse en asociacion con el complejo

Cascade, que ha sido observada in vitro (Wright et al., 2016).



1.1.3. Sistemas CRISPR — Cas de clase Il

El sistema mejor caracterizado dentro de esta clasificacién emplea la proteina Cas9 cuya
naturaleza dual le permite tener una actividad endonucleasa guiada por RNA (Gasiunas et al.,
2012). Los tipos Il — A, Il =B y Il = C son diferenciados por al tamafio del gen cas9 vy la presencia
de un subtipo especifico de genes (Fonfara et al., 2014). Adicionalmente al crRNA, Cas9
requiere una regién complementaria (tracrRNA), que es un RNA pequefio que permite la
complementariedad a las regiones repetidas del crRNA (Deltcheva et al., 2011). Una vez unidos
(tracrRNA:crRNA) o sintéticamente producidos (sgRNA), la proteina Cas9 identifica el objetivo
en el DNA a través del PAM y se produce el apareamiento entre bases complementarias del
RNA guia y el DNA objetivo. Si el objetivo muestra suficiente complementariedad, la proteina
Cas9 genera un corte a la cadena doble a una distancia de 3 nucledtidos del sitio que contiene

el PAM, llevando a cabo el proceso de interferencia (Jinek et al., 2012).

1.1.3.1. CRISPR - Cas9

El sistema CRISPR — Cas9 estd clasificado dentro de los sistemas de clase 2 de tipo Il. La proteina
Cas9 tiene una estructura bilobulada con una hendidura central que permite el acomodo del
duplex de crRNA:DNA. El I6bulo de reconocimiento a-hélice (REC) y el I6bulo nucleasa (NUC)
estan unidos por un enlace desordenado y por un puente altamente conservado rico en
arginina que permite un contacto multiple con el sgRNA. El I6bulo NUC contiene dominios con
actividad nucleasa conservados de HNH (His-Asn-His) y RuvC, y un extremo C-terminal variable
que interactua con el PAM (Yamada et al., 2017). El analisis estructural de la proteina Cas9 en

su estado activo e inactivo, ha contribuido al entendimiento del mecanismo de interferencia

10



en sistemas CRISPR de tipo Il, confirmando que la interaccidon de la proteina Cas9 y el sgRNA
regula su actividad a través de cambios conformacionales en la proteina. Esto resulta en la
disponibilidad de los residuos aminoacidicos para interactuar con los PAM vy la secuencia

semilla, permitiendo el reconocimiento del sitio objetivo de corte (Jiang et al., 2015).

El apareamiento entre el RNA guia y el DNA objetivo acompafiado de cambios
conformacionales adicionales en Cas9 promueve la formacion de la estructura “loop — R”. La
complementariedad distal con el PAM y cationes divalentes son necesarios para la activacion
conformacional del dominio HNH en el estado competente de unién (Dagdas et al., 2017). La
activacion conformacional del dominio HNH es acompanado del reacomodo de los péptidos
de enlace entre los dominios HNH y RuvC. Esta comunicacidn alostérica entre los dominios con
actividad nucleasa, resulta en la unidn estabilizada de la proteina Cas9 sobre el DNA objetivo

y permite llevar a cabo el proceso de interferencia (Sternberg et al., 2015).

1.1.4. Origen

Se han encontrado en diversos estudios genes de proteinas Cas en regiones flanqueadas por
TIRs (repetidos invertidos de transposones), lo cual sugiere que estan asociados a elementos
transponibles (Krupovic et al., 2017). Los mecanismos bioquimicos de las reacciones
catalizadas por Cas1 durante la integracion de los espaciadores en los arreglos CRISPR y por las
integrasas durante la conformacion del transposén son muy similares, lo que supone que Casl
es una integrasa de un nuevo grupo de transposones, que fueron nombrados casposonesy las
integrasas predichas se conocen como casposasas (Kapitonov & Jurka, 2006). El mddulo

completo de adaptacidn en los sistemas CRISPR parece tener su origen en un casposdn que
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podria también contribuir con genes adicionales de proteinas Cas (Koonin & Krupovic, 2015).
La configuracién del casposdn ancestral incluye un gen homadlogo de Cas2. Adicionalmente, las
secuencias repetidas y la secuencia lider podrian haber evolucionado a partir de los TIRs o de
un sitio duplicado dentro de la secuencia objetivo del casposén (Krupovic et al., 2017). El
evento que pudo haber generado el mdédulo de adaptacién vy, por lo tanto, la inmunidad
adaptativa de procariontes podria involucrar la insercion de un casposén dentro de la vecindad
de un locus de inmunidad innata ancestral, seguido por la inmovilizacién del casposén vy la
eliminacidn de algunos de sus genes, incluyendo la DNA polimerasa (Koonin & Krupovic, 2015).
El sistema de inmunidad innato que dio lugar al médulo efector del sistema CRISPR podria
haber funcionado directamente ensamblando RNA guias derivados de transcritos a partir de
genomas foraneos, en analogia a los sistemas de defensa Argonauta en procariontes (Hur et

al., 2014).

1.1.4.1. Clasel

El origen hipotético (Figura 1) sugiere que los sistemas de Clase | se originaron a partir de tres
eventos principales: transduccion de senales, acoplamiento con un sistema de inmunidad
innata ancestral y la formacién del sistema con la asociacién de proteinas con funciones
diversas. Durante el primer evento se llevd a cabo la adquisicion de un domino HD (His-Asp)
nucleasa y el origen del DNA objetivo, la duplicacién de los dominios RRM (motivo de
reconocimiento de RNA) y la formacidn del sitio de unién del RNA. El evento posterior generd
la duplicacidén de genes de la familia de cas10 seguida por su fisidn, el origen de la familia de
proteinas Cas7 y la subunidad pequenfa, y la estabilizacidén de los sitios de reconocimiento de

RNA. Ademas, mediante diversas duplicaciones en genes y el origen de enlaces ricos en glicina,
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se permitiod el origen de la familia de proteinas Cas5. Por otra parte, se integré un casposoén al
lado del locus de inmunidad innata y a partir de los TIRs se generaron las secuencias repetidas
del arreglo CRISPR se origind la proteina Casl, implicada en el procesamiento de los crRNA y
la adquisicidon de proteinas de la familia Cas2 provenientes del sistema toxina — antitoxina.
Finalmente, mediante una serie de duplicaciones de genes cas5 se generd la familia de
proteinas Cas6 y se formd completo el sistema dejando las proteinas Cas5 sin actividad

catalitica (Koonin et al., 2019).

RRMI CARF HEPN

HD RRM2 RRMI helical

[ Wccoe] | [ M
casi0 cas7 small
subunit (SS)

casio cas7 cas7 cas7 SS

casposon toxin—antitoxin
system

<CRI§PR

>->->

casi0 cas7? cass

adaptation
module

e o == e

caslo cas7 , cas5 cast

Figura 1. Origen propuesto de los sistemas CRISPR — Cas de Clase I. Evolucidon y adquisicion
de los elementos que participan activamente en el complejo Cascade. Tomado de Koonin et
al. (2019).
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1.1.4.2. Clasell

El andlisis de las secuencias proteicas de los efectores en sistemas de clase Il muestra que todos
ellos poseen homologia con nucleasas codificadas por diferentes clases de MGEs (Shmakov et
al., 2017). Todos los efectores de tipo Il y V (Cas9 y Cas12, respectivamente) comparten un
dominio que pertenece a la familia de endonucleasas RuvC. Sin embargo, es baja la similitud
en la secuencia entre los dominios RuvC de las proteinas Cas9 y Cas12, y dentro de los demas
subtipos, por lo que estas proteinas pueden ser reconocidas como homalogas sélo por su perfil
altamente sensible a secuencias génicas o a través de comparaciones estructurales (Shmakov
etal., 2015). Un hecho importante en el origen de Cas9 y Cas12 es la observacion de que tienen
la mas alta similitud con proteinas TnpB que contienen dominios RuvC, que pertenecen a la
familia de transposones 1S605. El escenario evolutivo para los sistemas de clase Il comienza
con la insercion al azar de transposones codificando proteinas TnpB al lado de los arreglos
CRISPR. La evolucion subsecuente puede involucrar paralelamente, una maduracién
independiente de los efectores a través de la adquisicion de dominios adicionales provenientes
de fuentes externas que pueden implicar duplicaciones y recombinacién (Shmakov et al.,,

2017).

Adicionalmente a las dos distintas clases de MGEs (elementos genéticos moviles), casposones
y transposones codificando proteinas tnpB, los médulos microbianos toxina — antitoxina (TA)
parecen ser importantes contribuyentes a la evolucidn de sistemas CRISPR — Cas de clase |l. El
tipo més comun es el mdédulo Il TA que consiste en dos proteinas, una toxina y una antitoxina,
de las cuales la antitoxina es menos estable y es eliminada por protedlisis bajo estrés,

resultando en la activacién de la toxina (Gerdes, 2012). Este tipo de toxinas contienen dominios
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con actividad interferasa, es decir, RNasas que indiscriminadamente rompen mRNAs dentro
del ribosoma, resultando en dormancia o muerte celular (Yamaguchi & Inouye, 2009). Estas
interferasas pertenecen a diversas familias de proteinas no relacionadas entre si, que incluyen
HEPN (en inglés: higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding domain), RelE y VapD,
que es una variante distinta de la estructura RRM (Makarova et al., 2009). Dado que algunas
proteinas parecen derivar de casposones como las proteinas homodlogas de Cas4, esta familia
de proteinas que es parte de los mddulos de adaptacién en diversos subtipos de sistemas

CRISPR — Cas, podrian tener su origen a partir de un casposoén ancestral (Koonin et al., 2019).

1.1.4.3. Casposones

Estos transposones comparten dos genes universales codificando para Casl y una DNA
polimerasa de la familia B, ademas de diversos sets de genes de nucleasas y proteinas de union
a DNA que contienen dominios hélice — giro — hélice (HTH). La evidencia sugiere que los
casposones son transposones autosintetizados, que dirigen su propia replicacidn durante la
transposicidn a través de un mecanismo de copiar y pegar. Este tipo de transposén no ha sido
encontrado directamente en procariontes, pero es comun en eucariontes; como el caso de los
polintones, que también codifican para DNA polimerasas de la familia B con una integrasa de

tipo retrovirus que no esta relacionada con Cas1 (Krupovic & Koonin, 2015).

Sin embargo, los casposones no son la clase de MGEs mas abundantes en procariontes vy el
analisis comparativo de su organizacion génica revela la existencia de al menos cuarto familias
distintas de casposones presentes en arqueas y algunas bacterias (Krupovic et al., 2017).

Notablemente, un grupo pequeno de casposones codifican para una proteina de capside virica,
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indicando que algunos de estos elementos son realmente “caspovirus”, en una cercana
analogia a los polintones que también poseen proteinas de capside y la prediccidn dice que
pueden participar en la formacion de viriones (Yutin et al,, 2018). La transposicién de los
casposones no ha sido demostrada de forma directa, sin embargo, el analisis gendmico
comparativo de diversas cepas de la arquea Methanosarcina mazei ha conducido a la
identificacion de signos claros de movilidad reciente, indicando que al menos algunos de los

casposones son transposones activos (Krupovic & Koonin, 2016).

1.2. Sistemas de transposicion

La transposicion es un proceso de recombinacién en la que secuencias de DNA llamadas
transposones, se mueven de un sitio original en la molécula de DNA a un nuevo sitio.
Adicionalmente, los transposones pueden causar, o estar asociados con otros tipos de
reacomodos genéticos como deleciones, inversiones y fusiones de cromosomas. Estos
elementos estan presentes en organismos eucariontes y procariontes, estando implicados en
la expresién de genes de resistencia y de factores de transcripcién. Existen diversas vias de
transposicién, que favorecen la transmisidn eficiente de los genes contenidos en el
transposdn: replicativa, conservativa y mixta. Los mecanismos de transposicién conservativos
y replicativos comparten muchas caracteristicas bdasicas. Los transposones codifican dos
funciones criticas requeridas en el proceso, los extremos y las proteinas de transposiciéon
llamadas transposasas. Estas proteinas son criticas para el sistema debido a que se unen en los
extremos del transposén favoreciendo su oligomerizacion y permitiendo su conformacion con
potencial de llevar a cabo el proceso de transposicion. Las transposasas de las diversas familias

contienen dominios que llevan a cabo funciones especificas, como el ensamble del transposon,
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estabilidad al complejo, reconocimiento del sitio blanco y el de transposicion de acuerdo con

la via especifica (replicativa, conservativa o mixta) (Reznikoff, 1993).

1.2.1. Transposasas de la familia de Tn7

La familia de Tn7 se distingue por los niveles de control para decidir cudndo y dénde se ejerce
la transposicion y su capacidad para utilizar diversos sitios objetivo. Tn7 tiene la capacidad de
insertarse utilizando dos vias de transposicion que aseguran la supervivencia del huésped y
maximizan su transferencia vertical y horizontal (Peters, 2014). En una via de transposicién se
dirige a un sitio unico neutral encontrado en bacterias nombrado “sitio adjunto” (attTn7), lo
cual favorece la transmision vertical del elemento a células hijas (Gringauz et al., 1988). En la
segunda via la transposicion tiene una preferencia por elementos méviles como los plasmidos
conjugativos, lo que facilita su transferencia horizontal (Wolkow et al., 1996). La transposicidon
de Tn7 estd mediada por cinco proteinas codificadas dentro del transposdn; TnsA, TnsB, TnsC,
TnsD y TnsE (TnsABCDE), asi como, secuencias en los extremos terminales que acttan en cis.
TnsA y TnsB constituyen el nucleo de la transposasa, TnsD y TnsE son factores que median la
especificidad y TnsC es una proteina reguladora que comunica la transposasa y las proteinas
que determinan el sitio de transposicion (Peters, 2014). Tn7 se corta completamente de un
DNA objetivo a través de un corte en la doble cadena de DNA sobre los extremos del elemento.
En el mecanismo de cortar y pegar de Tn7, la proteina TnsA es responsable de reconocer los
extremos 5’ con una distancia de 3 pb fuera de elemento (Sarnovsky et al., 1996). TnsB es
responsable del corte en el extremo 3’, se unird directamente al DNA objetivo. Los extremos
de Tn7 son similares, el extremo izquierdo tiene una longitud aproximada de 150 pares de

bases y contiene tres sitios de unién no contiguos para TnsB de 22 pb, mientras que el extremo
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derecho tiene una longitud de 90 pb en longitud con cuatro sitios yuxtapuestos (Holder &

Craig, 2010).

1.3. Sistema CAST

Los analisis gendmicos comparativos han mostrado que diversas clases de elementos
genéticos moéviles estan relacionados con sistemas CRISPR — Cas, ya sea de forma evolutiva o
funcional. Estos complejos tienen como caracteristicas los componentes proteicos requeridos
para el procesamiento del pre — crRNA y el reconocimiento de una secuencia blanco, sin
embargo, a diferencia de los sistemas de clase |l, estos carecen de actividad nucleasa. Se ha
propuesto que estos complejos conforman una transposicién mas especifica via los sistemas
CRISPR — Cas. El estudio de los componentes de los sistemas CRISPR — Cas codificados por
MGEs, comprueba la plasticidad funcional de estos sistemas y de las rutas de coevolucién de

los MGEs con los mecanismos de defensa del huésped (Faure et al., 2019).

1.3.1. CRISPR-Cas12-Tn7

Los transposones de la familia de Tn7 asociados a sistemas CRISPR — Cas, contienen genes tnsA,
tnsB, tnsCy tniQ de forma similar al complejo TnsABC. Ademas, emplean una proteina Cas que
carece de actividad nucleasa debido a que tiene inactivado de forma constitutiva el dominio
RuvC. La asociacidn entre los transposones de la familia de Tn7 y los sistemas CRISPR — Cas,
sugiere que los transposones han aprovechado este hecho para generar “loops — R” en los
sitios especificos y facilitar la propagacién del transposdén a través de plasmidos y fagos
(Strecker et al., 2019). A la fecha sdélo han sido probados dos sistemas CRISPR — Cas12 — Tn7

gue han resultados exitosos en la capacidad de insertar secuencias génicas sitio especifico, los
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cuales provienen de las cianobacterias Scytonema hofmanni (UTEX B 2349) y Anabaena
cylindrica (PCC 7122). El locus CAST en ambas lineas celulares tiene una longitud de
aproximadamente 20 kb, conteniendo los genes de la transposasa Tn7 en uno de los extremos
del transposén y el arreglo CRISPR con el gen de la proteina Cas12k en el otro extremo. Dentro
del loci CAST se han identificado diversos tracrRNA y particularmente, en S. hofmannii, se han
detectado crRNAs de entre 28 y 34 nucledtidos, consistiendo en 11 a 14 nucledtidos de los
repetidos directos y entre 17 a 20 nucleétidos del espaciador. Se ha analizado el sistema por
si puede operar solo o requiere la participacion de otros factores en el huésped, y se encontré
que promueve una insercion eficiente cuando es expresado de forma intracelular y también

cuando se ensambla in vitro y posteriormente es introducido en la célula (Strecker et al., 2019).

Este sistema tiene la capacidad de insertar secuencias de forma unidireccional, teniendo una
preferencia por PAMs con estructura NGTN y realizando la insercién a una distancia de entre
60y 66 nucléotidos del sitio que contiene el PAM. Se ha propuesto el papel hipotético de cada
subunidad de la transposasa: TnsB participa en la conformacién del transposon a través de los
extremos LE y RE, TniQ tiene la capacidad de reconocer secuencias de DNA relativamente
especificas participando en la asociacién con el DNA blanco y TnsC brinda estabilidad en
conformacidn de la tranposasa y la proteina Cas12. Sin embargo, la eficiencia del sistema ronda
dentro del 60 % y 80 %, hay diferencias debido a que por si sola la maquinaria de la transposasa

puede llevar a cabo una insercién independiente de Cas12 (Strecker et al., 2019).
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1.4. Pseudomonas chlororaphis

Son bacterias Gram negativas aerdbicas con forma redonda que poseen propiedades
entomopatogénicas y que han sido propuestas como fuente de genes con propiedades
insecticidas para cultivos genéticamente modificados (Kupferschmied et al, 2013). P.
chlororaphis es ubicua en el ambiente, con una distribucion amplia en agua y suelo,
participando en diversas funciones ecoldgicas y de control bioldgico. Se han encontrado en la
rizésfera, asociadas en consorcios microbianos en raices y colaborando directamente en
procesos benéficos para la planta, compitiendo con diversos patdgenos y protegiendo de
plagas fungicas (Anderson y Kim, 2018). P. chlororaphis ha sido reportada promoviendo el
crecimiento de plantas, estimulando las comunidades microbianas y protegiendo a la planta a
través de la produccién de compuestos (antibidticos de tipo fenazina, quitinasas y proteasas)
gue inhiben el crecimiento fungico, de insectos y nematodos (Mendes et al., 2011). Ademas,
ha sido utilizada en una gran variedad de aplicaciones agricolas, incluyendo el control biolégico
de fitopatdogenos, promocién del crecimiento vegetal, la solubilizacion de fosfatos vy
biorremediacién de compuestos organicos (Moore et al., 2006). La aplicacién amplia de este
microorganismo se basa también en su denominacién como organismo GRAS, debido a que su

crecimiento se inhibe a 37°C (Velivelli et al., 2014).
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2. Antecedentes

Se ha reportado ampliamente la asociacién de sistemas CRISPR-Cas y otras proteinas efectoras
como factores de transcripcién, desaminasas, proteinas fluorescentes, etc., (Richter et al.,
2017). Es de particular interés el trabajo realizado por Luo et al. (2017), que hicieron la fusion
de la proteina dCas9 y un sistema de transposicion. En ese trabajo se construyd una proteina
quimérica dCas9-PB (piggyBac) que potencialmente emplea la transposicién a un locus
especifico mediado por un RNA guia. Ademas, se compard con otros sistemas quiméricos
construidos con diversas nucleasas; ZFP-PB y TALE-PB, cuyo objetivo fue el gen que codifica la
enzima HPRT (hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa). Encontrando que el sistema
dCas9-PB transponia aun a pesar de que no fuera agregado el RNA guia de la proteina Cas9.
Sin embargo, al comparar las frecuencias de transposicidon con los otros sistemas se encontré
gue la eficiencia de dCas9-PB fue muy baja con respecto a TALE-PB y ZFP-PB. Posteriormente,
se analizd una proteina Cas9 cataliticamente activa y se encontré que la eficiencia de
transposicién mejoraba ligeramente, pero no de forma significativa. Mientras que la
transposicidn sitio especifico (HPRT) se encontrd sélo en una eficiencia muy baja con ambos

sistemas (dCas9-PB y Cas9-PB).

Recientemente, Peters et al. (2017), reportaron mediante un analisis in silico la existencia de
diversos locus CAST que codificaban las proteinas requeridas para la transposicion
(transposasas) y sistemas CRISPR-Cas. Este analisis permitié el planteamiento de diversas
estrategias para el uso del sistema CAST como una herramienta para la edicién genética. Por

su parte, Strecker et al. (2019) evaluaron dos sistemas CAST (S. hoffmani y A. cilindrica) para
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comprobar si participaban activamente en la insercion de genes mediada por sgRNA,
encontrando que la eficiencia de este sistema era de aproximadamente el 60%. En otro
analisis, Klompe et al. (2019), reportaron una aplicacion similar de los sistemas CAST, pero
basandose en un complejo de proteinas Cas (Cascade), encontrando una eficiencia de
insercidn similar. La diferencia principal entre ambos sistemas es que en el primero la insercién
estd mediada por una proteina Cas12k, mientras que en el segundo se utiliza un complejo
multiproteico. Es importante sefalar que la insercion del transposén se lleva a cabo a una
distancia aproximada de 60 pares de bases corriente abajo del PAM, por lo que es fundamental
considerar este factor dentro del disefio de los sgRNA. Por otra parte, Halpin — Healy et al.
(2019), determinaron la naturaleza de interaccién del sistema CAST que utiliza un complejo
multiproteico (CASCADE), encontrando que la interaccion de la transposasa y la proteina Cas
se efectla a través de la subunidad TniQ de la transposasa. Ademas, la formacion del “loop —
R” causado por el proceso de reconocimiento de una secuencia diana por la proteina Cas,

permite que el transposodn se inserte de forma mas eficiente.
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3. Justificacion

El sistema CRISPR-Cas ha sido utilizado como una alternativa moderna para la manipulaciony
edicion genética de organismos. Las aplicaciones de esta herramienta tienen una naturaleza

diversa incluyendo la generacién de proteinas quiméricas que permitan modificaciones
puntuales del genoma, favorecer o inhibir la expresidén de proteinas y el establecimiento de
plataformas de terapia génica. Sin embargo, aun se han tenido limitaciones directas sobre la
especificidad de este sistema y restricciones de la eficiencia que brinda la reparacién
dependiente y no dependiente de homologia. Con el descubrimiento de la asociacién natural
de sistemas CRISPR-Cas y transposones, se ha abierto la posibilidad de insertar genes o
regiones génicas en un locus especifico con una mayor eficiencia y con un mayor tamafio en la
region a insertar. Por lo tanto, se plantea generar una estrategia para el establecimiento y
aplicaciéon de la herramienta de edicién genética basada en el sistema CAST en P. chlororaphis

y evaluar la capacidad de insercidn génica en un locus especifico.
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4. Hipdtesis

La aplicacién del sistema CAST con capacidad de asociarse in vitro e in vivo, permitira la

insercién génica en un locus especifico del genoma de P. chlororaphis.

5. Objetivos

5.1. General

Establecer una estrategia de construccién y analisis del sistema quimérico CAST para la

insercién de genes sitio especifico en Pseudomonas chlororaphis.

5.2. Especificos

e Andlisis individual de los elementos del sistema CAST.
e Obtencién del material genético:
o Plasmido con los genes tnsB, tnsC, tniQy cas12k.
o Plasmido con los extremos de Tn7 y el marcador de seleccidn.
o Plasmido Diana (Testigo +).
o Disefio y sintesis de los sgRNA.
e Disefio y construccidn del plasmido pSS5001.
e Evaluacidn de la eficiencia del sistema CAST modificado.
e Transformacién de P. chlororaphis por dos distintos métodos y seleccion de mutantes
e Clonacién y secuenciacidn para determinar la eficiencia del sistema.

e Descripcidn de las relaciones evolutivas del sistema CAST.
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6. Estrategia de trabajo

Considerando las diversas situaciones que tuvieron un efecto sobre este trabajo, se planted
complementarlo con una parte tedrica y la descripcion a detalle de las etapas pendientes de
realizar, como una forma de plan metodolégico de trabajo futuro. La primera etapa
comprende el andlisis tedrico correspondiente al sistema empleado en este trabajo, las etapas
2 y 3 representan un analisis in silico y la primera etapa experimental, respetivamente, y las

etapas 4 y 5 contienen los protocolos y la propuesta metodolédgica pendiente por realizar.

1. Busqueda y 2. Disefo in 3. Obtencidn
analisis silico y analisis del material
bibliografica bioinformatico genético

4. Construccion
del plasmido
pSS5001

5. Ensayo
funcional

1. Busqueda y analisis bibliografico de las caracteristicas del sistema CAST.
1.1 Analisis de los componentes del locus CAST.
1.2 Papel del sistema CAST en la funcién celular.
1.3 Sistema INTEGRATE.
1.4 Comparacion con el sistema INTEGRATE.
1.5 Otras asociaciones CRISPR — Cas — transposasa.
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2. Disefio in silico y analisis bioinformatico.
2.1 Busqueda e identificacién de las secuencias proteicas y elementos genéticos
necesarios para las construcciones.
2.2 Disefio de las construcciones en el software Gene Construction Kit™ versién 4.5.
2.3 Disefio de los oligonucleétidos iniciadores para la amplificacidon de cada fragmento
gue conformara el pldsmido pSS5001.
2.4 Diseno de los sgRNA de acuerdo con los criterios requeridos para el ensamble
(Golden Gate).
2.5 Andlisis de interaccidn de los elementos del sistema CAST.

2.6 Descripcion de las relaciones filogenéticas y evolutivas.

3. Obtencién del material genético.
3.1 pHelper: Plasmido con los genes tnsB, tnsC, tniQ y cas12k.
3.2 pDonor: Plasmido con los extremos de Tn7 y el marcador de seleccién.
3.3 pTarget: Plasmido Diana (Testigo +).

3.4 Disefio y sintesis de los sgRNA.

4. Construccion del plasmido pSS5001.
4.1 Amplificacién de los elementos del plasmido pSS5001.
4.2 Purificacion y cuantificacion de los amplicones.

4.3 Ensamble de los fragmentos.
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4.4 Analisis del ensamble de los fragmentos.

4.5 Construccion de los pldsmidos pSS5001 con los sgRNA.

5. Ensayo funcional del sistema CAST modificado.
5.1 Transformacion de P. chlororaphis.

5.2 Analisis de insercion sitio especifico.
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7. Materiales y método

7.1. Busqueda y analisis bibliografico del sistema CAST

Se hizo una revision bibliografica para describir las caracteristicas fundamentales del sistema
CAST considerando su posible relaciéon con diversas vias y procesos celulares. Ademas, se
considerd toda la informacién disponible y actualizada sobre el mecanismo de insercién del
sistema CAST y todas las posibles implicaciones dentro de su aplicacién directa como una

herramienta de edicidn genética.

7.1.1. Analisis de los componentes del locus CAST

Se llevd a cabo una descripcidn individual de cada uno de los elementos del sistema CAST, que
incluyen las proteinas TnsB, TnsC, TniQ y Cas12k, los extremos LE y RE del transposén, y las
proteinas codificadas por los genes cargo o secuencias genéticas contenidas dentro del locus.
Ademas, se identificaron los elementos que se encuentran cercanos al locus CAST para

describir posibles interacciones.

7.1.2. Papel del sistema CAST en la funcidn celular

Tomando en consideraciéon la informacidn obtenida mediante la descripcién de los
componentes del sistema CAST, se propuso el papel natural de este sistema dentro de los
procesos celulares. También se planted una posible via de interaccion de este sistema con
diversos mecanismos celulares, para observar si participa en otros procesos o depende de la

presencia de elementos adicionales.
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7.1.3. Sistema INTEGRATE

Para establecer la proyeccidn y eleccién del sistema CAST, se describié de forma breve los
avances y mecanismos de interaccion del sistema INTEGRATE mas sobresalientes.
Considerando los elementos que lo componen y estdn implicados en su funcionamiento, las
limitaciones que posee y los requerimientos principales para su uso como sistema de ediciéon

genética.

7.1.4. Comparacion con el sistema INTEGRATE

Se establecié una comparacién entre ambos sistemas para identificar las ventajas de cada uno
de ellos y comparar la eficiencia relativa de insercion, con base en las observaciones mas
recientemente descritas. También se sefialan las posibles diferencias en la aplicacién de estos

sistemas y como pueden ser mejorados.

7.1.5. Otras asociaciones CRISPR — Cas — transposasa

Los sistemas de asociacion entre un locus CRISPR y proteinas con actividad de transposicién,
se distribuyen en diversas especies de bacterias y arqueas, por esto, se llevd a cabo la

descripcidn de sistemas con una posible aplicacién como herramientas de edicién genética.

7.2. Disefio in silico y andlisis bioinformatico

7.2.1. Busqueda e identificacion de las secuencias proteicas y elementos genéticos

necesarios para las construcciones.

Se obtuvieron las secuencias del genoma completo de Scytonema hofmannii (Nucleotide:

NZ_KK073768, Cepa: UTEX B 2349) y Pseudomonas chlororaphis (CDBB-92) en la base de datos
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del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Las secuencias de las proteinas
TnsB, TnsC, TniQ y Casl2k (WP_084763316.1, WP_029636336.1, WP_029636334.1 y
WP_029636312.1, respectivamente) provienen del reporte de Strecker et al. (2019). Se llevé a
cabo la identificacion del locus CAST y cada uno de sus elementos dentro del genoma de S.
hofmannii, mientras que para el reconocimiento de los CRISPR se utilizé la herramienta
CRISPRFinder (Grissa et al., 2007), realizando un alineamiento simple para buscar posibles
sitios blanco de los espaciadores. Se identificaron los extremos RE y LE del transposén Tn7 en
el pldsmido pDonor y el genoma de S. hofmannii de acuerdo con los criterios propuestos
(Figura 2) por Peters et al. (2017). El origen de replicacion derivado de pBR322 fue obtenido
del plasmido pUIRM2304 (Anexo 13; construido por el Dr. Rodolfo Marsch) y el gen de
resistencia a cloranfenicol proviene del pldsmido pSUP2021 (Anexo 12; Simon et al., 1983),

ambos disponibles dentro de la coleccidon interna del laboratorio.

First of four 22 bp First of three
partially non-overlapping
5 bp target site overlapping TnsB- 22 bp TnsB- 5 bp target site
duplication binding sites binding sites duplication
8 bp end 8 bp end
sequence with sequence with
terminallTGT/ACA terminal TGT/ACA
NNNNNTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACANNNNN

If Tn7 is in the
attTn7 site gimS is
on this “side”
{~25bp away)

tnsA> tnsB>| tnsC > tnsD >

== b =)
Right end (90 bp) Left end (150 bp)

Figura 2. Criterios de identificacion de los extremos LE y RE del transposon. Requiere la
busqueda de la secuencia repetida invertida, la secuencia repetida directa y los sitios de
reconocimiento por TnsB. Tomado de Peters et al. (2017).
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7.2.2. Diseno de las construcciones

Cada una de las secuencias requeridas para la construccién, fue analizada y manipulada
mediante los programas Gene Construction Kit™ versién 4.5 y SnapGene versién 5.1.5. Los
genes y elementos fueron ensamblados de forma hipotética revisando los marcos de lectura,
la disposicidn correcta y la no redundancia en los sitios de restriccién. Se optd por colocar el
origen de replicacion dentro del transposdn para facilitar la evaluacién de la eficiencia del

sistema CAST.

7.2.3. Disefio de los oligonucleétidos para la amplificacion de los fragmentos del

plasmido pSS5001

Cada oligonucledtido fue disefiado cumpliendo con los criterios requeridos (Figura 3) para el
ensamble tipo Golden Gate (siguiendo las recomendaciones del fabricante NEB®), incluyendo
sitios de restriccion para la enzima Bsal, cuatro nucledtidos que permitan la unidn
complementaria de cada fragmento, un sitio de union a ribosoma (RBS) al inicio de cada gen
del sistema CAST y dos sitios de restriccion flanqueando cada gen para facilitar una futura
modificacion. Las regiones de alineamiento en cada iniciador se plantearon para tener una
temperatura (Tm) entre 58°C y 62°C, se analizdé la formacién de dimeros o estructura
secundaria y la presencia de una timina o adenina en el extremo 3’. Se revisaron de forma
manual y utilizando la funcién Gateway Cloning en Snapgene, para comprobar que permitirian

la amplificacidn e integracidn exitosa de cada uno de los fragmentos.
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Nucleétidos
complementarios

18 - 22 nucleétidos para PCR

Sitio de restriccion Sitio de restriccion
(Golden Gate)

Figura 3. Estructura de los oligonucleétidos para ensamble por Golden Gate. Contiene cinco
regiones: 1. Nucledtidos aleatorios para facilitar el reconocimiento del sitio Bsal, 2. Sitio Bsal,
3. Nucleétidos complementarios para el ensamble, 4. Sitio de restriccidn Unico en el vector y
5. Regidn de alineamiento.

7.2.4. Diseio de los oligonucleétidos para la integracion de los sgRNA

Se contempld la misma estrategia que en el caso de los oligonucledtidos para la amplificacion
de los fragmentos de plasmido pSS5001, sin embargo, el sitio de restriccidn utilizado fue para
la enzima Lgul. La estructura de los oligonucledtidos sigue los requerimientos para la técnica
de Golden Gate, no afiadiendo caracteristicas adicionales y Unicamente considerando una
longitud de 20 nucleétidos para la regién de alineamiento en el sgRNA. La seleccidn de regiones
codificantes y no codificantes se hizo comparando los marcos de lectura en el genoma

completo y los genes reportados en la base de datos del NCBI.

7.2.5. Analisis de interaccion entre los elementos del sistema CAST

Para identificar las posibles interacciones de los elementos del sistema CAST entre si y con
otras proteinas, se hizo el mapeo del interactoma de forma individual y en conjunto mediante
las herramientas disponibles en el software STRING. De este modo, una vez identificadas las
posibles interacciones, se describié individualmente cada uno de los elementos implicados y
su papel dentro del proceso celular.
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7.2.6. Descripcion de las relaciones evolutivas y filogenéticas

La estrategia para describir las posibles relaciones evolutivas del sistema CAST, se basé en la
identificacion de las caracteristicas filogenéticas de la proteina Cas12k. Esta consideracion se
debidé a que los elementos del mecanismo de transposicion de la familia de Tn7, estan
ampliamente distribuidos y es posible encontrarlos en una proporcién muy diversa dentro de
los distintos organismos, aun cuando no estén relacionados con proteinas Cas12k. Se comenzd
buscando la presencia de locus CAST en el genoma de diversos microorganismos mediante una
busqueda BLAST. Posteriormente, se aislaron las secuencias de los locus para cada organismo

identificado y se realizé un alineamiento

7.3. Obtencion del material genético

7.3.1. pHelper: Plasmido con las proteinas del sistema CAST

El plasmido pHelper fue adquirido del repositorio Addgene bajo el niumero de catdlogo
#127921. Para recuperar el material genético se utilizé el protocolo modificado (Anexo 1) de
solubilizacidon de plasmido a partir de un liofilizado en papel filtro. Una vez recuperado se
propago transformando células de E. coli DH5a mediante un protocolo mixto (Anexo 2) de
choque térmico y permeabilidad quimica. Transcurridas 12 horas, se realizd la seleccidon de
mutantes utilizando como marcador de células transformantes la resistencia a ampicilina y las
colonias seleccionadas fueron sujetas a resiembra por cuadrantes. La extracciéon del DNA

plasmidico fue mediante el protocolo modificado de Birnboim y Doly (Anexo 3) y el analisis del
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material obtenido se llevd a cabo a través de electroforesis en gel de agarosa y diversas

digestiones enzimaticas para corroborar la presencia del pldsmido.

7.3.2. pDonor: Plasmido con el transposén Tn7

Se adquirid el plasmido pDonor (#127924) bajo el mismo procedimiento descrito para el
plasmido pHelper. La recuperacion del material genético fue mediante el mismo protocolo
(Anexo 1) descrito para el plasmido pHelper. La amplificacidon de los fragmentos se hizo

directamente sobre el plasmido recuperado del papel filtro en el cual fue enviado.

7.3.3. pTarget: Plasmido Diana (Testigo +)

El plasmido pTarget (#127926) fue adquirido bajo el mismo procedimiento del plasmido
pHelper. La recuperacién del pldsmido, su propagacion y analisis, se hicieron mediante los
mismos protocolos descritos para el pldsmido pHelper. Sin embargo, como marcador de
seleccion se utilizé la resistencia a cloranfenicol que le provee a la cepa el gen cat (cloranfenicol

acetil transferasa), que contiene el plasmido pTarget.

7.3.4. Oligonucleédtidos para amplificacion de los elementos del plasmido pSS5001

Una vez disefiados y analizados a detalle, cada uno de los oligonucleétidos para amplificar los
fragmentos que mediante Golden Gate permitirian integrar el plasmido pSS5001, fueron
solicitados para su sintesis a la compania Oligo T4. En funcidn al tamafio del oligonucledtido,
fue seleccionado un método de purificacién; para los de un tamafio mayor a 35 pb se eligié
una purificacidén por casete, mientras que para los mas pequefios un desalado simple. El DNA
liofilizado fue disuelto en agua inyectable estéril con un volumen variable para ajustar una

concentracion final de 100 nM en cada tubo.
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7.4. Construccion del plasmido pSS5001

7.4.1. Amplificacion de los elementos del plasmido pSS5001

Los fragmentos fueron obtenidos mediante la técnica de PCR (Anexo 4) y una polimerasa de
alta fidelidad contenida en el kit Phusion™ de Thermo Fisher Scientific. Se estandarizaron las
condiciones de reaccidn de cada uno de los fragmentos realizando gradientes de temperatura
y la adicion de DMSO, cuando fue necesario. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo
utilizando controles (positivo y negativo) y fueron visualizadas mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% y comparadas con un marcador de tamafnos de fragmento Gene Ruler 1 kb
plus de Thermo Fisher Scientific. La Figura 4 muestra el programa utilizado en el termociclador

con las temperaturas requeridas para la reaccion.

Paso 1 Paso 2 Paso 3

98°C 98°C

30x

58 - 64 °C

Figura 4. Programa utilizado para la amplificacion por PCR. Las temperaturas de alineamiento
varian con respecto a cada par de iniciadores.
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Al optimizar las reacciones para cada uno de los fragmentos, fue posible establecer la
temperatura de alineamiento que mejor rendimiento de DNA brinda, el nimero de ciclos, si

se requiere la adicion de DMSO o una variante especifica de PCR (Hot start o anidada).

7.4.2. Purificacion y cuantificacion de los amplicones

Los productos de PCR se purificaran por dos métodos diferentes: dialisis y en columna (Anexos
5y 6, respectivamente). El método de columna se probd con las reacciones de estandarizacién
y mostrd que permite recuperar la mayor parte del material genético con una buena eficiencia
en la remocion de contaminantes no deseados. La cuantificacién de la concentracién y calidad
del DNA se harad mediante dos métodos: intensidad de banda en gel de agarosa y por
espectrofotometria. La finalidad de la purificacion es la eliminacion de sales y otras moléculas

que puedan interferir en la integracién de los fragmentos.

7.4.3. Ensamble de los fragmentos

El plasmido pSS5001 se construira sigiendo el protocolo de ensamble Golden Gate (Anexo 7),
mezclando cantidades equimoleculares de cada uno de los fragmentos o amplicones, con los
componentes de reaccion del ensamble y un programa con un nimero variable de ciclos que
favorezca la integracién eficiente del plasmido. La digestién enzimatica de cada uno de los
amplicones se hara con la enzima Bsal mientras que la ligacidn con la enzima DNA ligasa de T4,
ambas de Thermo Fisher Scientific. Una vez finalizado el programa, se llevara a cabo Ia
transformacion de células E. coli DH5a (Anexo 2), la seleccion de colonias resistentes a
cloranfenicol y la resiembra por cuadrantes. Finalmente, se hara la extraccion de DNA

plasmidico por el protocolo modificado de Birnboim y Doly (Anexo 3) y su visualizacién en un
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gel de agarosa al 1%, seleccionando los plasmidos linearizados que tengan un tamafio

aproximado de 8600 pb.

7.4.4. Anadlisis de integracion de los fragmentos

Los plasmidos candidatos serdn sujetos a un analisis de restriccion para validar de forma
cualitativa la integridad de cada una de las regiones y la construccion correcta del plasmido
pSS5001. Posteriormente, se secuenciard el plasmido usando los iniciadores de los genes que
codifican para las proteinas del sistema CAST y los extremos del transposén Tn7, para verificar

su correcta disposicion.

7.4.5. Construccion de los plasmidos pSS5001 con los sgRNA

Los sgRNA se insertardn en el plasmido pSS5001 mediante un ensamble Golden Gate con Lgul.
Para insertar los sgRNA, se disefiaron oligonucledtidos que seran sintetizados por la compaiiia
Oligo T4. El ensamble Golden Gate se hard de acuerdo con el protocolo adaptado (Anexo 7),
los plasmidos obtenidos seran propagados en células de E. coli DH5a (Anexo 2) y su ensamble
correcto se comprobarad por un analisis de restriccion y mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% y secuenciacién de los sitios de ensamble.

7.5. Ensayo funcional del sistema CAST

7.5.1. Transformacion de P. chlororaphis

Se plantean tres estrategias de transformacion bacteriana; protocolo mixto de permeabilidad
quimica y choque térmico (Anexo 2), electroporaciéon (Anexo 8) y conjugacion bacteriana

(Anexo 9). Se buscard el método que mejor eficiencia brinde y que no se vea afectado por los
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sistemas de restriccion bacterianos de P. chlororaphis. La seleccion de transformantes implica
la resistencia a cloranfenicol y aquellas que muestren un crecimiento apropiado después de
incubarlas 12 h a 27°C, representaran la primera evidencia de funcionamiento del sistema
debido a que el origen de replicacién en el plasmido pSS5501 es derivado de pBR322 y no

funciona en P. chlororaphis.

7.5.2. Analisis de insercion sitio especifico

Para corroborar que la insercion del transposdn se haya realizado en el sitio especifico donde
el sgRNA fue disefiado, se llevara a cabo la extraccién del DNA genémico mediante el protocolo
descrito por Wang et al. (2011), incluido en el Anexo 10 vy la secuenciacién de las regiones que
flanqueen el fragmento insertado. Inicialmente se plantearon 10 sitios de prueba para el
sistema, sin embargo, considerando la eficiencia de insercién reportada por Strecker et al.
(2019), y debido a que se eligieron sitios que apuntan a regiones codificantes para enzimas
clave en la ruta de biosintesis de aminodcidos, es posible que resulte mortal para la célula y
gue no se refleje de forma correcta la eficiencia obtenida bajo las condiciones planteadas. Sin
embargo, una opcidén seria utilizar un medio rico para que las células auxétrofas tengan un
crecimiento observable. El siguiente paso seria implementar otros sitios de insercién sobre
regiones no codificantes y enriquecer el medio de cultivo con los aminoacidos que

potencialmente no sean sintetizados por la bacteria.

38



8. Resultados

8.1. Busqueda y analisis bibliografico del sistema CAST

8.1.1. Analisis de los componentes del locus CAST

El sistema CAST (Figura 5) emplea una proteina efectora Cas12k, la cual es una enzima que
carece de actividad nucleasa en contraste con otras proteinas Cas, pero que tiene como
funcion focalizar la maquinaria de transposicién a un sitio especifico a través de un RNA guia.
La maquinaria de transposicion estd compuesta por tres subunidades: TnsB, TnsC y TniQ. La
subunidad TnsB permite el reconocimiento de secuencias repetidas en los extremos del
transposon y su ensamble, cuando se lleva a cabo el evento de insercion también participa
directamente en la colocacién del transposén en un sitio especifico. TnsC favorece a la
estabilidad del complejo multiproteico y permite la asociacion de TnsB. Mientras que la
interaccidon del complejo con el DNA se da a través de TniQ, la subunidad pequefia. En el
sistema CAST, los genes de TniQy TnsC se traducen con un solo marco de lectura, sin embargo,
las adecuaciones realizadas en este trabajo consideraron la sintesis individual de cada
elemento. La interaccidn entre el transposoma y la proteina Cas12k, es presumiblemente a
través de TnsC (Strecker et al., 2019). Sin embargo, la evidencia encontrada en la estructura
cristalografica para el sistema INTEGRATE (Halpin — Healy et al., 2019), sugiere una asociacion

TniQ — Cas.
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Figura 5. Esquema propuesto para el sistema CAST. La proteina Cas12k reconoce un sitio de
complementario al sgRNA, genera la formacién de un “loop — R” y la maquinaria de
transposicién compuesta por TnB, TnsC y TniQ, llevan a cabo la insercién del transposon.
Tomado de Strecker et al. (2019).

Adicionalmente a los genes que codifican para las proteinas del sistema CAST, el locus contiene
genes codificantes para las subunidades del sistema de restriccion/modificacion (R — M),
caspasas CHAT (Hetf asociadas a Tprs) y una proteina homoéloga a CorA. El sistema R — M estd
compuesto por las subunidades HsdS, HsdM y HsdR, tiene la capacidad de realizar la
modificacion (actividad metiltransferasa de HsdM) y restriccién (actividad endonucleasa de
HsdR) sobre DNA foraneo, representando una forma de inmunidad adaptativa frente a MGEs
(Murray, 2000). Las caspasas CHAT presentes en una gran parte de las cianobacterias, estan
involucradas en la formacién de heterocistos, un estadio morfolégico que poseen estos
organismos a lo largo de su desarrollo. Una delecién en el gen hetf resulta en la incapacidad
para formar heterocistos y morfologias variables irregulares (Risser & Callahan, 2008). La

proteina homdloga a CorA podria estar implicada en el transporte de Mg*2 como los miembros
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de esta familia (Murray, 2000). En una funcidn hipotética podria proponerse que el sistema R
— M funciona en conjunto con la proteina homdéloga a CorA, debido a que la subunidad HsdR

requiere de entre otros factores Mg*? para llevar a cabo su actividad de endonucleasa.
8.1.2. Papel del sistema CAST en la funcion celular

Actualmente, no se cuenta con un reporte que indique cudl es el papel del sistema CAST en el
entorno celular natural. Tomando en consideracion los elementos que contiene el locus,
podria hacerse una hipdtesis doble; el sistema CAST se encuentra implicado en la formacién y
maduracion de los heterocistos y que este sistema participa activamente en la respuesta
inmune adaptativa de S. hofmannii. La participacion de los sistemas R — M podria verse
beneficiada por los sitios blanco que poseen los espaciadores, debido a que los transcritos
muestran multiples objetivos en secuencias gendmicas viricas. Esta verificacién se hizo
mediante el alineamiento de cada uno de los transcritos con potencial para conformar un
tracrRNA maduro. Es importante mencionar que los transcritos tuvieron tres posibles sitios
blanco dentro del genoma de S. hofmannii, pero ninguno para los MGEs reportados en las
bases de datos. De los siete espaciadores que contiene el arreglo CRISPR, todos tuvieron al
menos dos posibles sitios en genomas viricos, ademas de que ninguno de ellos aparecié en

otras cepas de S. hofmannii.
8.1.3. Sistema CRISPR — Cascade — Tn6677 (INTEGRATE)

Simultdneamente al reporte del sistema que es empleado en este trabajo, fue publicado un
trabajo en el que se empled un transposén de la familia de Tn7 asociado a un complejo de

proteinas Cas denominado Cascade. De acuerdo con Klompe et al. (2019), el sistema puede
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efectuar la insercion dirigida de fragmentos en un locus especifico. El sistema se encuentra de
forma natural en Vibrio cholerae, esta compuesto por las subunidades TnsA, TnsB, TnsC yTniQ,
gue es una proteina homdéloga a TnsD. En el arreglo de genes del operdn se encuentran los
tres primeros en la cercania del sitio CRISPR, mientras que el gen tniQ se encuentra en la
vecindad de los genes cas. El complejo Cascade estd formado por tres genes: cas6, cas7 y la
fusion de cas8 — cas5, los cuales, al ser traducidos a proteinas, son responsables del
procesamiento y acoplamiento del crRNA o RNA guia. Al igual que el resto de la familia de Tn7,
el transposon Tn6677 esta formado por extremos con secuencias TIR dentro de las que se

encuentran un numero variable de sitios de reconocimiento para TnsB.

Para establecer el mecanismo de aplicacion del sistema, Klompe et al. (2019), transformaron
células de E. coli con tres plasmidos que codifican para los componentes del transposén de V.
cholerae: el donador del transposdn (pDonor), el operén tns (pTnsABC) y el operén cas
(pQCascade) con el arreglo CRISPR para la sintesis del crRNA. La selecciéon de los sitios blanco
considerdé un PAM con estructura 5° — CC — 3’ y los eventos de insercion fueron en la regién
gue comprende entre 58 y 60 bp del sitio con el PAM. Este sistema fue eficaz en la insercion
tanto en un plasmido vacio, como a nivel de genoma. Las pruebas de la dependencia individual
de proteinas indicaron que los eventos de insercidn se interrumpian cuando se deletaba
cualquier gen. Particularmente, considerando que el gen tniQ se encuentra en la regién del
operdn cas se planted desde el comienzo una interaccidn entre el complejo Cascade y la
subunidad TniQ de la transposasa, por lo que al analizar directamente las interacciones
proteicas se encontrd una interaccidn entre la proteina Cas6 y TniQ, siendo ésta exclusiva y

proponiéndose como el mecanismo de estabilizacién entre el complejo Cascade vy la
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transposasa de Tn6677. La mejore eficiencia en la insercion del pldsmido donador se encontré
con un tamafio aproximado de 775 bp, donde la eficiencia se reduce cuando se incrementa o
reduce el tamano del plasmido. Klompe et al. (2019) proponen un modelo (Figura 6) donde se

esquematiza el mecanismo de integracién gendmica del sistema CRISPR — Cascade — Tn6677.

CRISPR

tnsC tnsB tnsA

NN

Transposon
/ / Formation of paired-end-complex

TnsC

Donor DNA
recruitment

recruitment

i Integration

QRO VOVOVN LNV OVOVOV

~49 bp

] Zz"t i\
PAM Target TSD Transposon TSD

Figura 6. Representacion esquematica del sistema INTEGRATE. Las proteinas codificadas en
el operdn cas se asocian con TniQ, se lleva a cabo el reconocimiento de DNA blanco v el
reclutamiento de la proteina TnsC. Simultdneamente, se lleva a cabo el ensamble del
transposoma, que mediante un mecanismo de corte y pegue, permite la insercién del
transposdn aproximadamente 49 bp corriente abajo del sitio con el PAM. Tomado de Klompe
etal. (2019).
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La estructura de interaccién entre cada uno de los elementos del sistema INTEGRATE (Figura
7) descrita por Halpin — Healy et al. (2019), se analizé por criomicroscopia electrdnica y se
encontrd que la subunidad grande, compuesta por Cas8 — Cas5, forma una protuberancia que
permite el reconocimiento del extremo 5’ del crRNA. Esta subunidad se conecta con TniQ a
través de dominios flexibles en el extremo opuesto al sitio de ensamble del crRNA. El crRNA es
protegido en su mayoria por seis subunidades Cas7 que forman una estructura tipo filamento
a lo largo de la cadena, a través de motivos en forma de “dedo” que se unen al crRNA en
intervalos regulares de 6 bp. La proteina Cas6 interactia con una de las subunidades Cas7
mediante una hoja B formada por la contribucion de una ldmina B y de Cas6 y dos l[dminas B
de la subunidad Cas6. La asociacion Cas7 — Cas6 permite la interaccidon del complejo Cascade

con TniQ, que genera el reclutamiento del transposoma.

Figura 7. Modelo de la estructura de interaccion de los elementos del sistema INTEGRATE.
La subunidad TniQ interactua con las proteinas Cas7 y Cas6, que se encuentran formando el
complejo Cascade. TniQ permite el reclutamiento de la maquinaria de transposicién. Tomado
de Halpin — Healy et al. (2020).
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8.1.4. Comparacion con el sistema INTEGRATE

En consideracién de que ambos sistemas cumplen con una funcién similar, las diferencias en
los métodos de insercidon son notables. Ambos sistemas emplean transposones de la familia
de Tn7, que utiliza un mecanismo de insercidn de tipo corte y pegue, sin embargo, la diferencia
estructural indica que mientras el sistema CAST emplea una Unica proteina Cas, el otro sistema
emplea un complejo multiproteico Cascade. Al validar ambos sistemas los autores no
encontraron la necesidad de proteinas adicionales o factores para el procesamiento,
acoplamiento y conduccidon del complejo a un sitio blanco. La interaccidn de las subunidades
de la transposasa en el caso de Tn6677 y el complejo Cascade, se encuentra atribuida a TniQ,
mientras que en el sistema CAST la hipdtesis de interaccidn sugiere un papel similar de TniQ
gue no fue validado experimentalmente y no coincide con las predicciones realizadas en el
presente trabajo. Las caracteristicas particulares de cada sistema (Tabla 1), permiten observar
gue el sistema CAST tiene una organizacién estructural menos compleja, mientras que cuentan
con un tamafio de inserto evaluado muy similar. El tamano de los genes que codifican para las
subunidades del transposén y las proteinas Cas, es mayor en el sistema INTEGRATE en

comparacion con CAST.
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Tabla 1. Caracteristicas de los sistemas CAST e INTEGRATE. Comparacion entre los elementos
y caracteristicas funcionales de cada sistema.

Caracteristica CAST INTEGRATE
Proteina Cas | Cas12k Cas6, Cas7 y Cas8 — Cas5
Elementos transposasa TnsB, TnsCy TniQ TnsA, TnsB, TnsCy TniQ
PAM 5’ — 37 | NGTN cc
Sitio de insercion* | 60—66 bp 58 — 60 bp
SgRNA | tracrRNA crRNA
Plésmidos | pDonor y pHelper pDonor, pTnsABCy
pQCascade
Evaluado | plnsert, genoma y ensamble plnsert y genoma
proteico in vitro
Tamafio de inserto | 795 bp 775 bp

*Corriente abajo del PAM

La eficiencia de ambos sistemas sdlo ha sido evaluada por Zhang et al. (2020), en un estudio
comparativo de CAST e INTEGRATE para observar si estos sistemas podian efectuar la insercion
genética en multiples sitios dentro del cromosoma bacteriano, en una herramienta que ellos
denominaron MUCICAT. Para evaluar la aplicabilidad del sistema CAST, se seleccionaron
secuencias de tipo multicopia (ISs), sin embargo, con este sistema no se encontré una buena
eficiencia para la insercion multiple permanente, perdiéndose copias del gen con los pases
celulares. Cuando se utilizé el sistema INTEGRATE la insercion en multiples sitios se vio
incrementada, los mismos resultados fueron obtenidos utilizando un arreglo CRISPR con
multiples espaciadores. Ademas, se cuestiond si esta eficiencia era mantenida entre diferentes
lineas celulares, para lo cual se transformaron E. coli MG1655 AendA ArecA y BL21,
encontrando que las eficiencias decaian cuando existia la delecion de recA y endA. Ademas, se
hizo un ensayo donde se evalué directamente la capacidad del sistema INTEGRATE para
insertar el casete de expresidén para la enzima glucosa deshidrogenasa controlado por el

promotor T7lac (T7-gdh). Los resultados fueron que existia una notable eficiencia de insercion
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con al menos ocho copias del inserto en cada colonia seleccionada, generando también un
incremento en la actividad de la enzima GDH al ser evaluada en un fermentador. En la dltima
etapa, llevaron a cabo la transformacidon de Tatumella citrea, encontrando una eficiencia
cercana al 100% atribuida a las caracteristicas propias de la cepa o incluso la temperatura de

crecimiento de 30°C.

8.1.5. Otras asociaciones CRISPR — Cas — transposasa

Actualmente, sélo se cuenta con reportes de la existencia de sistemas CAST en bacterias y en
algunas arqueas. Podemos distinguir dos clases de sistemas que efectian la insercién en sitios
especificos mediadas por la actividad de una o varias proteinas Cas y una enzima integradora
de DNA: los sistemas CAST (transposasa) y las casposasa. A pesar de que existen diferencias
estructurales que diferencian a las integrasas denominadas casposasas de las proteinas de
transposicién, y el mecanismo mediante el que realizan la integracién de fragmentos es
diferente, ambas proteinas cumplen con una funcién y objetivo en comuin. No se cuenta con
una clasificacién formal y aceptada en torno a estos sistemas, debido a que han sido predichos
una diversidad importante de elementos que los componen. Desde multiples repeticiones de
proteinas Cas o la participaciéon de diferentes proteinas efectoras requeridas para el
procesamiento, conformacién o adquisicién de la estructura funcional de insercién génica.
Ademas, estas asociaciones ocurren con multiples familias de transposones o de casposasas
de estructura variable. Sin embargo, su origen podria referir a un modelo propuesto
(Kapitonov and Jurka, 2005) donde se hipotetiza que estos sistemas provienen de un antiguo
transposdon de DNA, en analogia con los sistemas inmunes adaptativos de los organismos

eucariontes superiores.
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Existen multiples propuestas de sistemas CAST o casposas con prediccidn in silico de actividad
de insercion, sin embargo, sélo algunos han sido probados con éxito. Por ejemplo, Hickman et
al. (2020), reportaron la actividad de una casposasa (repeticiones de Cas1 flanqueadas por los
TIRs de un casposén y en la cercania de una integrasa de DNA no caracterizada) en
Methanosarcina mazei, con capacidad de realizar la integracidén en sitios especificos de DNA
de cadena simple. Este trabajo fue evaluado in vitro, llevandose a cabo la insercidon de
oligonucleétidos de alrededor de 30 pb dentro de un plasmido (pUC19) y también dentro de
oligonucleétidos de entre 500 y 600 pb. Las diferencias de este sistema con respecto al
utilizado dentro de este trabajo residen en el tamafio de fragmento a insertar, la evaluacion
Unicamente in vitro, la especificidad relativa y la actividad de la integrasa con capacidad de

insertar de una forma no regulada.

Se han reportado asociaciones entre proteinas Cas y enzimas con capacidad de efectuar
transposicién no sélo de forma natural, sino mediante ingenieria de proteinas, al hacer la
fusion en un sistema quimérico que promueve la integracion de fragmentos. El primer sistema
probado con éxito fue el que asociaba una proteina Cas9 con el dominio nucleasa inhibido
(dCas9) con un transposén PiggyBac. Recientemente Chen & Wang (2019), reportaron la
asociacién de la proteina dCas9 con un transposén de la mosca cornuda Haematobia irritans
denominado Himarl. A diferencia de los sistemas CRISPR — Cas9 que requieren de la
maquinaria de reparacién dependiente de homologia (HDR), el sistema quimérico desarrollado
CasTn permitié una mejora en la frecuencia de insercién empleando Unicamente las proteinas

fusionadas. Este sistema permite la insercion de fragmentos del orden de las kilobases y fue
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evaluado a nivel de genoma y en plasmidos receptores, en ambos casos en E. coli, mostrando

una frecuencia de insercidon 300 veces mayor al uso de una transposasa aleatoria.

8.2. Diseiio in silico y analisis bioinformatico

8.2.1. Busqueda e identificacion de las secuencias proteicas y elementos genéticos

necesarios para las construcciones

Se identificd la posicion del locus CAST dentro del genoma completo de S. hofmannii para el
analisis de cada uno de sus componentes, éste se localiza en la posicion 4,892,266 — 4,866,122
(Figura 8). Los genes del locus CAST fueron alineados y se hizo una comparaciéon mediante una
busqueda efectuada con la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) dentro del

sitio del NCBI, con las secuencias reportadas para corroborar su identidad.

1,000,0007 2,000,0007 3,000,000 4,000,000 5,000,000

]

Locus CAST

Figura 8. Localizacion del locus CAST en el genoma completo de S. hofmannii. La longitud
total del genoma es de aproximadamente 5400 kb y el locus se encuentra en la posicién
aproximada de 4800 kb.

El locus CAST (Figura 9) tiene una longitud de 26,895 pb, contiendo los genes de las proteinas
de transposicidn, de la proteina CAS y diversos genes cargo dentro de los que destacan los que
codifican para proteinas del sistema de restriccién/modificacion (hsdS, hsdM y hsdR), con
funcién dentro de la respuesta inmune adaptativa de la bacteria, y de caspasas de la familia de
HetF asociadas con Tprs (CHAT). El locus estd flanqueado por los extremos LE y RE del

transposdn, con el arreglo CRISPR cercano al extremo LE.
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Figura 9. Locus CAST. Contiene los genes para el sistema CAST (tnsB, tnsC, tniQy cas12k), genes
cargo (CHAT, hsdS, hsdM, hsdR y corA), el arreglo CRISPR y los extremos RE y LE del transposén.

La identificacidn de los extremos LE y RE del transposén obedece a la busqueda de la secuencia
de repetidos directos (5 nt), repetidos invertidos (8 nt) y los 3 — 4 sitios de reconocimiento para
la conformacion del transposoma (22 nt). La Figura 10 muestra la estructura de los extremos
LE y RE, identificados para el caso especifico del sistema CAST la cual corresponde con los
criterios propuestos por Peters et al. (2017). Estas secuencias tienen una especificidad relativa
para una transposasa en particular, permitiendo que se regule y controle la insercidn.
Considerando los 3 — 4 sitios de reconocimiento para la conformacién del transposoma, los
extremos LE y RE muestran una longitud aproximada de 250 nt, los cuales coinciden al alinear

las secuencias con el plasmido pDonor y el genoma completo de S. hofmannii.

RE: 5 — CTACGTGTACAGTGACTAATTATATGTCGTTGTGA =3
LE: 3 — CACCGACGACAGATAATTTGTCACTGTACACTACG -5’

Figura 10. Estructura de los extremos LE y RE del transposon de Tn7. En rojo se muestran las
secuencias de repetidos directos, en azul los repetidos invertidos y en verde el primer sitio de
reconocimiento para la transposasa.

Al hacer la identificacién del arreglo CRISPR (Tabla 2) se observd que contiene un total de ocho

protoespaciadores o secuencias repetidas, y siete espaciadores, que son las secuencias que
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permiten la sintesis del RNA guia. La longitud total del arreglo es de aproximadamente 545 n,

y se localiza en la regién comprendida entre el extremo LE y el gen cas12.

Tabla 2. Arreglo CRISPR del locus CAST. Los protoespaciadores son secuencias repetidas
alternadas entre los espaciadores, que son secuencias génicas generalmente adquiridas en
eventos de inmunidad adaptativa.

Protoespaciador

Espaciadores

GTGGCAACAACCTTCCAGGTACTAGGTGGGTTGAAA
G

GGCTATTGCCTTATCTAATTGCAGTCGAGTCAATGG

GCTTGGGATATAAAACAAGGGATATTCCAAACCC

CTATTTCTCGCTTCATCCCAACAGCGGTTTTAAGGAC
TGCAAAGGGATCATCTTTATTTCATCCTTTGCAG
GTTGATTTTTCGATATCGATGGCTCGTTAATCGACAATCG
A

ATTCCCGCAACCCGCACTCCCTGCTTTTCGGCAG
AAGCTATCTTTGTCTTTTTCGACAAAGCGATCGC

La identificacidon de los espaciadores permitié su bisqueda y alineamiento dentro del genoma
de S. hoffmannii para reconocer posibles sitios blanco de insercidén en un escenario natural. Se
seleccionaron sélo los espaciadores que cumplen con un tamafo especifico de 20 n, la
presencia de un PAM con estructura NGTN y que alinearan en la totalidad de nucledtidos. Al
alinear los espaciadores se identificaron tres posibles sitios blanco (Tabla 3) dentro del genoma

de S. hofmannii, los cuales se encuentran en regiones codificantes. Ademads, fueron rastreados

Tabla 3. Posibles sitios blanco de los espaciadores contenidos en el arreglo CRISPR del locus
CAST.Un total de tres sitios fueron localizados en el genoma de S. hofmannii, sobre regiones
codificantes.

Blanco

NADH -
oxidoreductasa
Proteina hipotética

Espaciador Sitio
3| 4,856,136 — 4,856,167

5 \ 432,360 — 432,391

6 ‘ 4,606,236 — 4,606,265 Proteina hipotética
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De la misma forma, cada uno de los espaciadores fue validado para los genomas viricos
disponibles en la base de datos del NCBI, buscando posibles sitios blanco. El uso de la
herramienta online ViPR predijo la existencia de posibles sitios blanco para los espaciadores,
representando un indicio que aporta a la hipétesis del papel del sistema CAST dentro de la
respuesta inmune adaptativa natural en S. hofmannii. La seleccidn de estos sitios blanco se
llevé a cabo bajo los mismos criterios empleados en el andlisis del genoma de S. hofmannii, se
encontrd que estos sitios cumplen con los requerimientos minimos para su reconocimiento
por la proteina Cas12k asociada al sgRNA. En la Tabla 4 se observan los organismos hipotéticos
donde se encuentran los sitios blanco hallados, para evitar posibles redundancias, la busqueda
y alineamiento de las secuencias sélo considera aquellas con un alineamiento del 100%, sin
embargo, es probable que se pueda formar un hibrido sgRNA — DNA adn con porcentajes
menores (Strecker et al., 2019). Los espaciadores 4 y 6 no coincidieron con ningun posible sitio
blanco en bacterias, pero con el espaciador 6 si se encontré un posible blanco dentro del

genoma de S. hofmannii.

Tabla 4. Posibles sitios blanco en genomas viricos. Se muestra un ejemplo de organismo, cepa
y acceso a GenBank, debido a que cada espaciador coincide con sitios en varias cepas del
mismo organismo

Espaciador Coincidencias Organismo Cepa Hospedero = GenBank
1 2 Sapporo virus Ah-1 Cerdo J1X678943
2 47 Myxoma virus A-sa-pa-10- Conejo MK388144

2014
3 49 Sapporo virus Parkville Humano u73124
5 4 Entomopoxvirus HF679133 Polilla HF679133
7 18 Virus de Gll.P15 Humano MN473468
Norwalk
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Por otra parte, se seleccioné cada uno de los elementos del pldsmido pSS5001 tomando como
base diversos vectores para facilitar la amplificacion de cada uno de los fragmentos. La
estructura de cada uno de los pldsmidos se incluye en los Anexos 14, 15 y 16, mostrando en la

Tabla 5 cada uno de los fragmentos y el pldsmido del que fue amplificado.

Tabla 5. Elementos para la integracion del plasmido pSS5001. Cada fragmento contiene el
origen del que fue obtenido.

Elemento Fuente
tnsB
tnsC
tniQ | pHelper

casi2

Sitio sgRNA
REyLE
Transposon
FRT

oriT

pDonor

Origen de replicacion | pUIRM2304
cmR | pSUP2021

8.2.2. Diseiio de las construcciones

El disefio incluyd dos variantes iniciales: una con doble gen de resistencia a antibidtico y una
con un solo gen. La variante de doble gen (Figura 11) estaba planteada para observar las
posibles coinserciones que son caracteristicas de los transposones de la familia de Tn7,

observando una coinsercion completa del plasmido cuando las colonias resultantes
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presentaran resistencia a ambos antibidticos. Sin embargo, para simplificar la estructura final

del plasmido pSS5001, se considerd la segunda variante de diseno.

orit T KanR

pBR322 Ori -
/ ShCAST LE

SmR

FRT pSS5001.1.gce

(3827 bp)

ShCAST_R

T#Te terminador

sgRNA

.ESHmenmmrf¢\rmBT1m"m"mm

cas12

Figura 11. Diseiio inicial del plasmido pSS5001. La construccién contempla el uso de dos
marcadores de seleccidn para rastrear coinserciones, los genes de resistencia a estreptomicina
y kanamicina.

Cada uno de los genes del sistema CAST fue incluido en el plasmido pSS5001 (Figura 12)
considerando la sintesis individual de las proteinas para las cuales codifican. Esta consideracion
se hizo debido a que los genes tnsC y tniQ se encuentran superpuestos en la regién donde
termina el gen tnsCy comienza tniQ. El sitio sgRNA fue incluido tomando también el promotor
J23119 que participa en el inicio de la transcripciéon del RNA guia y el terminador T7Te. La

inclusidon del oriT tiene como finalidad proveer una una estrategia de conjugacién de P.
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chlororaphis, por si se tuvieran dificultades con los sistemas de restriccién bacterianos.
Mientras que el cambio de marcador de seleccién fue planteado considerando que los genes
gue codifican para las proteinas que brindan resistencia a estreptomicina y kanamicina,
contienen sitios de restriccidon redundantes a los seleccionados en las regiones que flanquean
al sistema CAST. Los fragmentos FRT son sitios de reconocimiento de una recombinasa en S.

cereviseae, los cuales resultan utiles para la evaluacién del sistema en levaduras.

(lac promoter| (RBS!

N N

| SNCAST RE
PR

pSS5001.12 circ
8612 bp

(cat promoter!
FRT

(T7Te terminator|

(J23119 promoter!

Figura 12. Diseio final del plasmido pSS5001. La construccion fue optimizada para contener
todos los elementos del sistema CAST, un marcador de selecciéon (gen de resistencia a
cloranfenicol) y el origen de replicacién derivado de pBR322 para facilitar la observacion de las
inserciones gendmicas.
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El sitio de ensamble de los oligonucledtidos para la sintesis del sgRNA, estd compuesto por dos
regiones; la que se asocia a la proteina Cas (tracrRNA) y la region variable que es especifica
para un sitio diana dentro del genoma (crRNA). La secuencia del tracrRNA (Figura 13) esta
relativamente conservada para las proteinas Cas pertenecientes a las distintas familias. Sin
embargo, en este disefio se utilizd sélo un fragmento del tracrRNA total contenido en el locus
CAST debido a que se encontrd que es la parte indispensable para llevar a cabo la formacién

del sgRNA y su asociacion con la proteina Cas.

ATATTAATAGCGCCGCAATTCATGCTGCTTGCAGCCTCTGAATTTTGTTAAATGAGGGTTAGTTTGACT

GTATAAATACAGTCTTGCTTTCTGACCCTGGTAGCTGCTCACCCTGATGCTGCTGTCAATAGACAGGAT

AGGTGCGCTCCCAGCAATAAGGGCGCGGATGTACTGCTGTAGTGGCTACTGAATCACCCCCGATCAAGG
GGGAACCCTAAATGGGTTGAAAG

Figura 13. Secuencia del tracrRNA en formato de DNA. Permite el acoplamiento del sgRNA a
la proteina Casl2k y sirve como andamio para la regién variable o crRNA, que situa la
maquinaria del sistema CAST a un sitio blanco.

8.2.3. Diseiio de los oligonucledtidos para la amplificacion de los fragmentos del

plasmido pSS5001

Se propuso la amplificacidén de 11 fragmentos considerando los elementos seleccionados para
la construccion del plasmido pSS5001, el orden que tienen dentro de los plasmidos originales
y la estructura del disefio, por lo tanto, el disefo de 22 oligonucledtidos iniciadores utilizados
en la técnica de PCR. Los iniciadores para la amplificacidn de los genes del sistema CAST fueron
disefiados para agregar caracteristicas especificas a cada fragmento como se muestra en la
Tabla 6. Los oligonucleétidos que se disefiaron bajo esa estructura son los que amplifican los

genes tnsB, tnsC, tniQy cas12k con el sitio de ensamble del sgRNA.
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Tabla 6. Estructura de los oligonucleétidos para la amplificacion de los genes del sistema
CAST.

Fragmento Secuencia (5" ——» 3’) Tm (°C)
tniQ_F gtgaGGTCTCtgcgtaaagagagaaagacgtcatgatagaagcaccagatgtta 58
tniQ_R gtgaGGTCTCggtactgctattcattggacaaccagatcaattca 58

En mayusculas el sitio de reconocimiento de la enzima Bsal, en rojo los nucleédtidos complementarios para el ensamble
Golden Gate, en azul el RBS, en verde los nuevos sitios de restriccion y en morado la region de alineamiento.

El resto de los oligonucledtidos (Tabla 7), que permiten la amplificacién de los elementos
restantes, no contienen caracteristicas adicionales y sélo muestran el sitio de reconocimiento
para la enzima Bsal y los nucledtidos complementarios para el ensamble Golden Gate. Las
temperaturas de alineamiento son variables en virtud de la composicion de la region de
alineamiento, sin embargo, se cuenta con diversas estrategias para favorecer la amplificacion

especifica de cada fragmento.

Tabla 7. Oligonucleétidos para la amplificacion de los 11 fragmentos del plasmido pSS5001.

Oligo Secuencia (5 —p3’) Tm (°C)
tnsB_F gtgaggtctcagtgtaaagaggagaaatacgtaggatctatgaacagtcagea 58°
tnsB_R gtgaggtctccacgtgctattaaaacccatattcttcacga 58°
tnsC_F gtgaggtctctacgtgaaagaggagaaactgcagatgacagaagctcaggegat 60°
tnsC_R gtgaggtctcaacgcgtctatcatttgtactccttagetact 60°
tniQ_F gtgaggtctctgcgtaaagaggagaaagacgtcatgatagaagcaccagatgtta 60°
tniQ_R gtgaggtcteggtacctcattggacaaccagatcaattca 58°

cas12k_F gtgaggtctcggtaccaaagaggagaaagtcgacatgagtcaaataactattcaaget 62°

casl2k R gtgaggtctcatcgatgttcaccgacaaacaacagat 60°
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Tabla 12. (Continuacidn)

sgRNA_F gtgaggtctcatcgattgacagctagctcagtccta 60°
SgRNA_R gtgaggtctctagcctaggggttccgegceacatt 60°
OriT_F gtgaggtctctggctttatcagagcttatcggeca 58°
OriT_R gtgaggtctcagtccttgaagttcctattccgaagtt 60°
CmR_F gtgaggtctctggactgatcggcacgtaagaggtt 60°
CmR_R gtgaggtctcacgctagggcaccaataactgectt 60°
Ori rep_F gtgaggtctcgctacatgacggtgaaaacctctga 58°
Orirep_R gtgaggtctcaagcgaggatctaggtgaagatect 60°
FRT_F gtgaggtctctgtagagcgctctgaagttectata 58°
FRT_R gtgaggtctcagactatcttgaagtacctattccgaa 58°
ShCASTRE_F  gtgaggtctcgagtcaggcgacagtcaatttgtca 58°
ShCASTRE_R  gtgaggtctcatccggttgtactgagagtgcaccat 58°
Lacprom_F  otgaggtctctcggacgatctcaagaagatcatctta 60°
Lacprom_R  gtgaggtctcatcaccaacatacgagccggaagceat 64°

En negritas se muestra la regidn de reconocimiento de la enzima Bsal.

8.2.4. Disefio de los oligonucleétidos para la integracion de los sgRNA

Se seleccionaron diez regiones dentro del genoma de P. chlororaphis para probar la insercion
sitio especifico del sistema CAST; cinco en regiones codificantes y cinco en regiones no
codificantes, como se muestra en la Tabla 8. El blanco de las regiones codificantes fueron genes
implicados en la ruta de biosintesis de aminodcidos, controlando su posible letalidad mediante
el enriguecimiento del medio de cultivo con los posibles aminoacidos no sintetizados por la

bacteria después de la transformacidn. La seleccidon de sitios se hizo contemplando secuencias
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PAM con estructura NGTN y considerando la distancia de insercion del sistema desde el sitio

PAM, que es de alrededor de 60 — 66 nucledtidos.

Tabla 8. Secuencias guia para la integracion de los sgRNA.

S PAM
1 CGTT
2 TGTG
3 AGTC
4 AGTT
5 GGTT
6 GGTT
7 TGTG
8 AGTT
9 CGTT
10 AGTC

Secuencia guia (sgRNA)
TTACAACGGTTGCCCTTCCAGAA
TCAGGCAGAACGCTTCGCGGGCA
CCTTTCATATGGGTGCTCTCAGG
TTTCCGCTGTTATTTCAGGAGGA
GAGGAGGCTGGTAGTTATAGATG
ACCTTCGTCACCGCCGGCGACCC
GTGCTACGACGCGCGGACCATCA
GCTGCGCAATGCCCGCGCCCTGG

CCTCGGCAATATCGAGCCGGAAC

CTGGGGCGGCCGCTTCAGTGAGC

S: sitio, PAM: protospacer adjacent motif.

Posicion
23,327
398,305
1,628,068
1,745,450
3,042,215
1,050,327
2,480,186
6,340,440

6,784,499

6,945,665

Region

No codificante

Histidinol
deshidrogenasa
Diaminopimelato
descarboxilasa
Shikimato
deshidrogenasa
Pirrolina—5 —
carboxilato
reductasa
Argininosuccinato
liasa

8.2.5. Analisis de interaccion entre los elementos del sistema CAST

Adicionalmente al disefo y las estrategias de construccion del plasmido pSS5001, se

contempld un analisis bioinformatico para observar posibles interacciones entre los elementos

del sistema CAST y otros factores o proteinas dentro del entorno celular natural. Este andlisis

resulta relevante para una propuesta in silico y una posible validacidn experimental posterior,

debido a que no existen reportes a la fecha que muestren las interacciones de los elementos

de CAST mas alld de las suposiciones basadas en sistemas similares. Con la prediccién de

interacciones para la proteina Cas12 (Figura 14), se encontrd que existe una relacién hipotética

con al menos otras dos estructuras proteicas; el factor de transcripcién de la familia de MerR
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y una helicasa de la familia de las proteinas DEAD/DEAH box. Las interacciones que incluye la
prediccidon del software String, estan basadas en la presencia de los genes dentro de un mismo

locus o al menos que se encuentran cercanos dentro del genoma.

DEAD/DEAH

MerR |
\/\6 Cas12k

Figura 14. Interactoma de la proteina Cas12k. Ilustra las interacciones directas del sistema,
seleccionadas del interactoma completo obtenido.

Considerando las observaciones realizadas por Halpin — Healy et al. (2019), acerca de la
naturaleza de interaccién de la proteina TniQy las proteinas del complejo Cascade, se planted
la hipdtesis de que una interaccion similar se lleva a cabo entre TniQ y Cas12k. Para validar
esta hipodtesis, se efectud el mapeo del interactoma utilizando la secuencia de aminoacidos de
la proteina TniQ como entrada. El interactoma (Figura 15) mostré que existe una interaccion
directa con TnsC, TnsB y una PEPs (fosfoenolpiruvato sintetasa), estas interacciones son por
genes presentes en el mismo locus en el caso de todos los elementos. Sin embargo, destacan
las interacciones de TnsC — TnsB y TniQ — PEPs debido a que estan sustentadas en bases de
datos para reportes experimentales de proteinas pertenecientes a la misma familia o proteinas

homodlogas. En primera instancia podemos observar que, a pesar de que los genes de estas
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proteinas se encuentran en el mismo locus e incluso dentro del mismo transposdn, no se

reporta la ocurrencia de interacciones entre las proteinas de transposicién y Cas12k.

TnsB

Figura 15. Interactoma de TniQ. Las lineas verdes representan interacciones por genes en un
mismo locus, la linea azul cielo incluye las interacciones reportadas determinadas
experimentalmente, la linea azul rey y amarilla interacciones documentadas para proteinas
homdlogas.

Al no observarse una interaccién hipotética entre las proteinas TniQy Cas12k, se hizo el mapeo
del interactoma completo empleando las secuencias de las cuatro proteinas que componen al
sistema CAST. Las interacciones (Figura 16) fueron consistentes con los interactomas
individuales, sin embargo, no se observé una prediccidn para una asociacion entre la proteina
Casl2k y alglin elemento de la transposasa de Tn7. Se detectaron cuatro interacciones
previamente reportadas; MerR — TnsB, MerR — Mu, TnsB — UP (proteina sin identificar) y UP —
AAA ATPasa, y una interaccidén de proteinas homadlogas contrastada de forma experimental
(TnsB — UP). No se observaron interacciones hipotéticas entre los nodos de TniQ y Cas12k, aun

cuando se incrementara el tamafio del interactoma agregando mas elementos. De forma
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interesante, se encontraron predicciones de asociacién entre las subunidades de Ia
transposasa y otras proteinas; TnsC — RelE/ParE (sistema toxina — antitoxina), TnsB — FAD
(desaturasa de acidos grasos), TnsB — EndoU (endoribonucleasa), TnsB — AAA ATPasa, TnsC —

AAA ATPasa y la interaccion de TnsB y TnsC con proteinas sin identificar.

FAD

Mu transposasa

\{_\ o
o/

up

Cas12k F/

AAA ATPase

DEAD/DEAH
o

Figura 16. Interactoma del sistema CAST. Muestra las interacciones hipotéticas de los
elementos del sistema CAST. UP: proteina no identificada.

8.2.6. Descripcion de las relaciones filogenéticas y evolutivas

Al analizar los elementos individuales en el sistema CAST, surgi6 la duda acerca de si existian
mas sistemas con una estructura similar. La busqueda de mas sistemas que incluyeran la

presencia de la proteina Casl2k dio 96 posibles locus CAST. Haciendo una depuracién se
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seleccionaron 45 locus que cumplian con las caracteristicas requeridas para una hipotética
funcién de insercion génica sitio especifico. Todos los locus hallados, aun los que no fueron
seleccionados, se encontraron Unicamente en cianobacterias, lo que podria representar que
los sistemas CAST basados en la asociacidn de la proteina Cas12k y Tn7 son exclusivos de estos
organismos. No obstante, la proteina Cas12k de S. hofmannii tuvo una importante divergencia
con otras proteinas Cas12k, teniendo en su mayoria sustituciones aminoacidicas no sinénimas
o pertenecientes a una clasificaciéon diferente. El alineamiento de las 46 secuencias (45
seleccionadas y 1 consenso), de la proteina Casl2k (Figura 17) permitié establecer una

comparacion observable en la divergencia aminoacidica.

> im 2> im <
= ia > S < 8 )

=

DEV
A
N

=1
OMOMMOMODOQCOMMMXOOOD 4-4XXOXWNWOXMXMXX
VMUV UVUVVUVUVTUVUVVVUVUVUVOVOVOVDUVUVOVDUVDUVDYVTVUVTUVDUVTVTUTDTVTVTD

FAFAXRXXXXXXFOXXFrOAOXDIAFCrADXXXOXOCrXXrr

S =~ = X = x M < <

Figura 17. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de Casl2k. Se muestra el
alineamiento parcial en la posicién 1 — 41, contiene la secuencia de S. hofmannii como
consenso y muestra la divergencia cualitativa entre secuencias.

Una vez alineadas las secuencias de la proteina Casl2k se construyé el arbol filogenético

(Figura 18) para observar las distancias evolutivas dada la divergencia aminoacidica observada.
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Es posible observar que la secuencia de Cas12k de S. hofmannii se agrupa en un clado Unico,
aun cuando genéticamente se encuentra relacionada con otros organismos del orden
Nostocales. Estas variaciones podrian estar relacionadas con la naturaleza efectora de los
sistemas CAST encontrados, por lo que se analizé individualmente la estructura de cada locus
para observar la presencia o ausencia de elementos. En todos los locus se encontré la
presencia de los genes tnsB y tnsC, sin embargo, existié una variacién en algunos casos debido
a la presencia de duplicaciones génicas lo cual es relativamente comun. En el caso del gen tniQ,
no fue hallado en todos los locus y en cambio, se identificaron genes tnsD que tienen una
estructura muy parecida, pero modifica ligeramente el mecanismo de insercion. Algunos de
los locus mostraron la presencia de genes tnsA, que en algunos operones de la transposasa de
Tn7 se encuentran fusionados a tnsB. Al comparar el analisis individual de los locus, fue posible

agruparlos de acuerdo con su estructura y distancia evolutiva como se muestra en la Figura 18.

Adicionalmente, con el andlisis de los locus CAST se encontrod la presencia, en la mayoria de los
casos, de los genes que componen al sistema RM (restriccion/modificacién) y merR, sin
embargo, sélo con la proteina MerR se encontrd una interaccién directa de acuerdo con el
interactoma. De forma interesante, fue posible observar la presencia de duplicaciones en el
gen de la proteina Cas12k, con algunas modificaciones en la secuencia de nucledtidos y su
distribucién en distintos sitios a lo largo del locus, asi como una variedad importante de genes
cargo que codifican para diversas proteinas, la mayoria factores transcripcionales y enzimas.
Los arreglos CRISPR en los locus CAST, tienen una diversidad notable pero como en el resto de

los sistemas CRISPR — Cas, se encuentra en la cercania de la proteina Cas12k.
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8.3. Obtencidn del material genético
8.3.1. pHelper: Plasmido con los genes del sistema CAST

El plasmido pHelper con un tamaino de 7712 pb, fue sujeto a un andlisis en cada una de sus
regiones mediante digestion enzimatica, para verificar su integridad y su identidad de acuerdo
con la secuencia reportada por Strecker et al. (2019). Como ejemplo de este andlisis, la Figura
19 que muestra un gel de electroforesis con los productos de la digestion enzimatica del
plasmido, empleando las enzimas Xhol y BamHI. Es posible observar la banda que corresponde
al plasmido sin digestién como de un tamarfio de fragmento de alrededor de 7000 y bandas de
un tamafio aproximado de 2500 y 5200 pb, que corresponden a la digestidon enzimatica del

plasmido Figura 19.

M P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

20000 - -

7000 -
5000

3000

2000
1500

500

Figura 19. Gel de electroforesis de la digestion enzimatica del plasmido pHelper. Contiene las
enzimas Xhol y BamHI. M: marcador de tamano de fragmento, P1 — P8: diversas digestiones
del plasmido pHelper.
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8.3.2. pDonor: Plasmido con el transposén de Tn7

Se intentd recuperar el plasmido y propagarlo con los mismos procedimientos utilizados para
el plasmido pHelper, sin embargo, al contener un origen de replicacién R6K no fue posible
propagarlo debido a que requiere una cepa de E. coli Pirl+, con la que no se cuenta dentro del
laboratorio de trabajo. Para evitar una modificacién mayor al plasmido se realizaron pruebas
de amplificacidn de los fragmentos deseados, directamente sobre el plasmido recuperado del
papel filtro obteniendo buenos resultados. Sin embargo, se plantea en un futuro emplear una
técnica de propagacién in vitro empleando un protocolo (Anexo 11) mixto que incluye la
replicacion del plasmido en cadena sencilla utilizando la enzima DNA polimerasa del fago 29,
la sintesis de la cadena complementaria mediante el fragmento largo de Klenow vy la ligacidn
final para obtener el plasmido completo. Esta técnica se encuentra en fase de desarrollo en el

grupo de trabajo.

8.3.3. pTarget: Plasmido Diana (Control +)

Este pldsmido contiene una regién de alineamiento para el sgRNA PSP1, que permite evaluar
la capacidad del sistema de insertar un fragmento y rastrear facilmente la eficiencia de
insercion y la integridad del fragmento insertado. El plasmido pTarget fue recuperado,
propagado y analizado de la misma forma que el plasmido pHelper, teniendo un tamafio de
2899 pb. Este plasmido serd utilizado para validar la eficiencia de insercidn del sistema CAST,

al realizar la adicién de un sgRNA con objetivo de reconocer el sitio PSP1.
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8.3.4. Oligonucleédtidos para la amplificacidn de los elementos del plasmido pSS5001

Al efectuar las pruebas iniciales y la estandarizacion de las condiciones éptimas para la PCR,
fue necesario hacer la correccidn de los iniciadores que amplifican el origen de replicacidn y el
fragmento que contiene el sitio de ensamble del sgRNA, debido a que el par de iniciadores no
amplificaban de forma completa el origen de replicacién y que existian discrepancias entre la
secuenciacion reportada por Addgene y el autor original, en el pldsmido pHelper. Las pruebas
de amplificaciéon con el nuevo par de iniciadores resultaron en la obtencién del fragmento

deseado.

8.4. Construccion del plasmido pSS5001

8.4.1. Amplificacion de los elementos del plasmido pSS5001

En la estandarizacidon de las condiciones de amplificacion de cada uno de los fragmentos
mediante PCR, el cdlculo manual de la temperatura de alineamiento (Tm) resulté ser eficiente
y no sélo un dato de referencia. A pesar de que algunos pares de iniciadores tienen
temperaturas de alineamiento diferente, se encontrd que la amplificacion mas eficiente se da
considerando la temperatura mayor dentro del par de iniciadores. Inicialmente, todas las
reacciones se hicieron en presencia de DMSO, sin embargo, las pruebas sugieren que, para los
fragmentos amplificados y las condiciones incluidas en el programa, no es necesario anadirlo
y se obtiene un mejor resultado en su ausencia. La Figura 20 muestra un ejemplo de
amplificacién de uno de los fragmentos. Todas las reacciones se realizaron con éxito,
optimizando las condiciones para obtener una Unica banda de amplificacidon en el gel de

agarosa a través de diversas estrategias.
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Figura 20. Gel de electroforesis con el fragmento CMR. Muestra la amplificacion del
fragmento CMR que tiene una longitud de alrededor de 750 nt. M: marcador de tamafio de
fragmento, C1 y C2: amplificaciones del fragmento CMR bajo dos condiciones distintas, en
presencia y ausencia de DMSO, respectivamente.

8.4.2. Purificacidn y cuantificacidon de los amplicones

Los fragmentos purificados conservaron una buena concentracion de material genético y
mostraron una mayor limpieza de contaminantes, los cuales son agregados en el proceso de
amplificacién. A pesar de que se obtuvo una buena limpieza de los amplicones, estd pendiente
comparar este método con una purificacién por didlisis y elegir la metodologia mds adecuada.
La cuantificacién de la concentracién de cada amplicén se hizo para preparar una mezcla
equimolecular en el proceso de ligacidén de los fragmentos, como estd planteado de acuerdo

con las recomendaciones en el protocolo de digestion con la enzima Bsal.
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8.5. Nota aclaratoria

Los resultados de las siguientes etapas se encuentran pendientes por efectuarse en el tiempo
correspondiente a los estudios de doctorado. Esto considerando los objetivos cumplidos en el
periodo ordinario de los estudios de maestria y la situaciéon vivida durante 2020 como
resultado de la pandemia por Covid — 19. Sin embargo, se incluye la propuesta metodoldgica

para la etapa final del proyecto.
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9. Discusion

El sistema CAST luce como una atractiva herramienta con la capacidad de insercién para
regiones génicas de mas de 1 kb, esto en consideracion con el tamafio de los transposones
presentes en la naturaleza. Este sistema posee la ventaja frente al sistema INTEGRATE de
requerir un gasto energético menor en su sintesis, en virtud de un tamafo menor en todos sus
elementos lo cual representa también una hipotética expresion mayor. Mientras que, la
evidencia sugiere que tiene la misma eficiencia si se realiza la transformacién del organismo
con los vectores y con las proteinas purificadas, asi como una insercidon genémica y en DNA
plasmidico. En contraste, el sistema INTEGRATE tiene reportes de pruebas exitosas en otros
organismos ademas de E. coli y la ventaja de que su estructura de interaccién ya se encuentra

determinada a través de criomicroscopia electrénica.

Con el analisis de los elementos se encontrd que existe la probabilidad de que el sistema CAST
esté implicado en una funcién dentro de la inmunidad adaptativa de S. hofmannii, debido a
gue contiene elementos del sistema R — M, sitios blanco para secuencias viricas y una proteina
gue contribuiria en el funcionamiento de un elemento de R — M. No obstante, algunos de los
espaciadores contienen sitios blanco hipotéticos de insercién dentro del genoma de Ia
cianobacteria en regiones codificantes. Se requiere una validacidn experimental para
determinar si estos sitios son funcionales, sin embargo, podrian también representar una
forma de regulacién génica o simplemente permiten la propagacion el transposdn. La hipotesis
de laregulacién génica estaria acompafiada por la presencia de genes que codifican para CHAT,
considerando que la expresion de estas caspasas es crucial para la formacion de heterocistos,

es decir, que participa en el desarrollo morfolégico de la cianobacteria.
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La informacién disponible acerca de los sistemas CAST e INTEGRATE indica que ambos
requieren de consideraciones para un mejor funcionamiento. Particularmente, el sistema CAST
requiere considerar que tiene una probabilidad de coinsertarse, es decir, la insercién no sélo
del transposén sino del vector completo que lo contiene. Ademas, la evidencia experimental
propone que se debe poner atencién al genotipo del organismo donde se pretende emplear
esta herramienta, ya que las deleciones en determinados genes afectan directamente la
frecuencia de insercidn. En el caso de la adaptacidon en este trabajo, es probable que se
requiera una transformacién bacteriana con el plasmido lineal y emplear diversas estrategias,

en consideracién a una posible interferencia de los sistemas de restriccion bacterianos.

A la fecha se cuentan con multiples reportes de predicciones de sistemas CAST, casposasas o
asociaciones hipotéticas de proteinas Cas con transposones con capacidad de llevar a cabo
insercidon génica sitio especifico, sin embargo, sélo han sido exploradas una minima parte de
ellas. Estas predicciones han abierto la posibilidad de realizar aportaciones experimentales
debido a que es probable que en un futuro se describan sistemas mads eficientes o se
desarrollen herramientas basadas en la fusién de proteinas Cas con sistemas de transposicion
o diversas integrasas. Al inicio de este proyecto se planted la fusidon de una proteina dCas
(dominio nucleasa inhibido) con la transposasa de Tn5. Chen & Wang (2019), y Strecker et al.
(2019), reportaron fusiones de proteinas dCas con sistemas de transposicion, encontrando una
insercidn sitio especifico relativamente eficiente. Con base en estas observaciones, se podria

pensar de que el sistema inicial habria operado con una buena eficiencia.

El disefio in silico del plasmido pSS5001 contempld todos los elementos necesarios para el

funcionamiento del sistema CAST, pero también fueron incluidos elementos extra como el
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oriT, para facilitar la transferencia del plasmido en caso de enfrentar problemas con la
transformacion bacteriana. Ademas, el disefio de los iniciadores obedecid a los requerimientos
de la técnica de ensamble multiple de fragmentos basada en Golden Gate, utilizando incluso
los nucledtidos con una mayor afinidad de unién. La revisidn de toda la informacién in silico
brindé la certidumbre de poder obtener los fragmentos necesarios para ensamblar el
pldsmido, sin embargo, es probable que se requiera hacer un replanteamiento de algunos
iniciadores debido a que amplifican regiones repetidas como los fragmentos FRT y podrian
afectar en el orden de los elementos, a pesar de que difieren en la secuencia complementaria
que permiten el ensamble de fragmentos. Ademads, con las pruebas de amplificacién
efectuadas se encontrd en algunos casos la presencia de fragmentos con tamafios diferentes,
aun cuando la revision in silico mostrara que no existian otras regiones en los plasmidos donde
pudieran alinear. Una explicacion podria ser lo que sucedié con el plasmido pDonor que tenia
dos secuencias diferentes reportadas; la de los autores y la de Addgene, debido a que se
probaron distintas condiciones de reaccidon y ninguna permitié obtener una amplificacién
deseada, hasta que se hizo una variante de PCR anidada. Convendria probar quiza con un
disefo de oligonucledtidos distinto con el objetivo de favorecer a una construccion mas

integra.

El mapeo de las interacciones de los elementos de CAST permitié identificar asociaciones
hipotéticas interesantes, por ejemplo, la prediccién de interaccidon entre Casl2k y MerR,
debido a que podria ser clave para la asociacidn de Cas12k con alguna de las subunidades de
la transposasa. No ha sido documentada de forma experimental la estructura de interaccidn

de CAST vy la estructura de INTEGRATE que podria representar un indicio de que Cas12k se
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asocia con TniQ, sin embargo, con la prediccién realizada en este trabajo no se observaron
indicios de esta asociacién. Una hipdtesis es que se requieren elementos extra para la
formacién del complejo y al encontrar una interaccién de MerR y TnsB, la propuesta es que
MerR tiene un papel importante en la asociacidon de Cas12k y la transposasa de Tn7. Otra
interaccidn que resulta interesante es la prediccién de TnsB y EndoU, recientemente Michalska
et al. (2018), publicaron un reporte de cémo EndoU esta considerada como una enzima
endoribonucleasa que participa en la competencia bacteriana por supervivencia. Sin embargo,
este tipo de enzimas no sélo son encontradas en bacterias y podrian contribuir a la eliminacidn
de 4acidos nucleicos virales en un evento de respuesta inmune adaptativa. El resto de las
interacciones encontradas sugieren que son factores o elementos que participan directa o

indirectamente en la formacién del complejo.

El andlisis filogenético permitié inferir que el sistema CAST de S. hofmannii tiene
particularidades que lo definen como unico. El alineamiento mostré que la proteina Cas12k
tienen una divergencia importante con el resto de las secuencias halladas en los diversos locus
CAST identificados, no obstante, de manera global se esperaria que cumplieran con una
funcién similar, pero tendrian que ser validados experimentalmente. Ademas, el analisis
individual de cada locus CAST indicd que tienen una composicion muy variable de elementos
génicos, pero se mantienen similitudes como los genes del sistema R — M o la presencia de
merR. Es interesante observar que conforme aumentan las distancias evolutivas en el arbol
filogenético, también se generan variaciones en la estructura de la transposasa de Tn7. Una

perspectiva acerca de este analisis seria la construccidn de un arbol filogenético basado en las

74



distancias evolutivas entre los organismos seleccionados y ver como varia la estructura de los

elementos del sistema CAST, para comparar si se obtiene un resultado similar.

10. Conclusion

El planteamiento actual del proyecto sugiere que tiene el potencial para llevar a cabo su
objetivo, que es la insercidn génica sitio especifico en P. chlororaphis. Tomando en cuenta las
consideraciones aportadas por diversos autores, se plantean algunas modificaciones que le
brinden una mayor eficiencia y la capacidad de ser universal. Este sistema de forma natural
estaria implicado en la respuesta inmune adaptativa de la cianobacteria debido a los
elementos que contiene y la disposicion del arreglo CRISPR. Aun no se sabe con certeza cual
es el beneficio real de esta asociacion, pero con base en la informacién hallada, podria ser que
beneficia a la maquinaria de transposicién al brindar una distribucion mas controlada del
transposdn. A pesar de que en los estudios experimentales del sistema CAST e INTEGRATE se
propone que no se requieren elementos adicionales para su funcionamiento mas que los que
conforman a esos complejos, las interacciones encontradas en la prediccion sugieren que su
actividad y/o conformacion pueda estar mediada por otras proteinas. Por otra parte, el analisis
filogenético brinda un indicio de cdmo se encuentran las distancias evolutivas entre los
sistemas CAST con respecto a las especies donde estan presentes, indicando que el caso de S.
hofmannii es Unico. Finalmente, las perspectivas de este proyecto son llevar a cabo la
construccion del sistema, su evaluacion en distintas lineas celulares y su adecuacion para hallar

una herramienta eficiente de edicidn genética de caracter universal.
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11. Recomendacion

Los resultados de mostrados en este escrito incluyen el cumplimiento parcial de los objetivos
planteados en el proyecto original. Considerando la situacién que se vive en torno a la
pandemia global por Covid — 19, se hizo el replanteamiento de los objetivos y la delimitacidon
del proyecto para cumplir con los estudios de maestria. Sin embargo, la propuesta gira entorno
a la conclusién del proyecto durante los estudios de doctorado, complementandolo con
aportaciones proyectadas en torno al tema, durante el andlisis de la informacion disponible a
la fecha. Este proyecto tiene multiples caracteristicas que podrian representar publicaciones
potenciales, en virtud de que no existe mucha informacidon acerca del sistema CAST. La
recomendacion general estriba en la conclusion del proyecto y su enriquecimiento con base

en la informacién que podria ser aportada y que representaria informacion novedosa.
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13. Anexos

13.1. Anexo 1

Recuperacion de DNA a partir de un liofilizado en papel filtro

1. Tomar el papel filtro con unas pinzas estériles y recortar la seccidon que contiene el liofilizado

con unas tijeras o bisturi también estériles. Trabajar en mechero.

2. Colocar el papel en un tubo con un volumen maximo de 50 ul de agua inyectable estéril y

realizar un pipeteo en forma de lavado.

3. Incubar el tubo durante 15 — 20 minutos a 65°C en agitacion de 650 rpm.

4. Hacer un pipeteo en forma de lavado durante 30 segundos.

4. Centrifugar en minicentrifuga para separar el papel y utilizar la fase liquida para transformar

células competentes.

5. Conservar el tubo en congelacidn a -20°C hasta por seis meses segun la recomendacion de

Addgene.

*Protocolo desarrollado en el laboratorio 50
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13.2. Anexo 2

Transformacién quimica de células competentes por choque térmico

1. Tomar un vial de células competentes conservadas en ultracongelacion y mantener la

cadena de frio, colocando el tubo en hielo.

2. Afadir un volumen de 2 a 5 pl de DNA plasmidico, dependiendo de la concentracién podria

ser necesaria una dilucion.

3. Incubar en hielo durante 5 — 30 minutos, procurando que el tubo se encuentre

completamente inmerso.

4. Transcurrido el periodo de incubacién, inmediatamente incubar durante 30 segundos a

42°C.

5. Regresar el tubo al hielo, teniendo cuidado con la cadena de frio.

6. Afladir 200 — 500 pl de medio LBy realizar un pipeteo suave.

7. Incubar el tubo durante 1 h a 37 °C en agitacién de 200 rpm.

8. Sembrar en placa tomando tres volumenes diferentes: 20 ul, 50 ul y el resto del tubo, para

tener colonias transformante visibles y facilmente seleccionables.

9. Observar el crecimiento y seleccionar colonias transformantes transcurridas 12 h, para

efectuar una resiembra en placa.
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13.3. Anexo 3

Extraccidon de DNA plasmidico mediante técnica modificada de Birnboim y Doly

Solucién | BDY: volumen concentracion
(ml) final

Tris-HCl (pH 8.0) 1 M 1.25 25 mM

EDTA0.25 M 2.00 10 mM

Glucosa 1M 2.50 50 mM

Agua destilada c.b.p. 50.00

RNasa (10 mg/ml)® 0.5 0.1 mg/ml

? BD= Birnboim y Doly.
b ARadir la RNasa sélo para hacer las preparaciones en pequefia escala (MInipreps).

Guardar en refrigeracion.

Solucion Il BD:

NaOH 1N 5.00 0.2N
SDS al 10 % 2.50 1.0%
Agua destilada c.b.p. 25.00

Guardar a temperatura ambiente no mas de dos meses, si se ve floculada, la solucién
ya ho sirve.



Solucion 11l BD:

Acetato de potasio5 M 30.00
Acido acético glacial 5.75
Agua destilada c.b.p. 50.00

Guardar en refrigeracion no mas de seis meses, el pH debe permanecer

aproximadamente en 4.6, cerrar perfectamente el frasco para evitar que se eleve el pH.

Procedimientos:

1. Preparacién a pequeiia escala.

a. Obtener un paquete celular de la bacteria con el plasmido que se quiere purificar y

resuspenderlo en 150 ul de solucién | BD:

e a partir de medio liquido, colocar en un tubo para microcentrifuga, 1.5 ml de un cultivo de
toda la noche en el medio selectivo apropiado, centrifugar 1 min en una microcentrifuga,
eliminar el sobrenadante, agregar 150 ul de solucién | BD y agitar hasta que se resuspenda

el paquete celular.

e a partir de un cultivo de toda la noche en medio selectivo sdlido, tomar una asada gruesa

y resuspenderla en 150 ul de solucién | BD, en un tubo para microcentrifuga.

b. Agregar 300 ul de la solucién Il BD y agitar en agitador orbital por 1 6 2 seg y dejar reposar

5 min en un bafio de hielo.

c. Agregar 300 pl de la solucion Il BD, agitar por inversiéon unas 100 veces para mezclar
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perfectamente y dejar reposar en el bafio de hielo por 10 min.

d. Centrifugar por 10 min (de preferencia a 4°C) y transferir el sobrenadante a un tubo para

microcentrifuga nuevo y estéril.

e. Agregar 700 ul de isopropanol, agitar bruscamente por inversion y dejar reposar por 10 a 15

min en el bafio de hielo o bien, por 20 min a -20°C.

f. Centrifugar por 15 min (de preferencia a 4°C) y eliminar el sobrenadante.

g. Para eliminar el exceso de sales agregar 1 ml de etanol al 70 %, agitar en agitador orbital por

30 seg y centrifugar nuevamente por 5 min, eliminar el sobrenadante.

h. Secar la pastilla calentando a 56 6 65°C el tiempo requerido y resuspenderla con 40 ul de

agua bidestilada estéril.

El rendimiento es entre 2 y 40 ug de plasmido por preparacion, dependiendo del plasmido.

*Protocolo modificado de Birnboim & Doly (1979).
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13.4. Anexo 4

Protocolo de PCR para la DNA polimerasa de alta fidelidad del kit Phusion™ de Thermo

Scientific

Componente

DNA polimerasa Phusion™, 2U/ul
5X Phusion™ HF Buffer

5X Phusion™ GC Buffer

Solucién de MgCl, 50 mM

DMSO

Volumen
100 U - 50 pl
2x1.5ml
1.5 ml

1.5 ml

500 pl

1. Prepare la mezcla de reaccidn afiadiendo los siguientes componentes en el orden que se

muestra en la siguiente Tabla. Es importante mencionar que la DNA polimerasa debe ser el

ultimo componente anadido a la mezcla debido a que la enzima exhibe actividad exonucleasa

3'— 5’ y podria degradar los iniciadores en ausencia de dNTPs.

Componente Reaccion tipica de 20 ul Concentracion final
H20 12.4 pl
5X Phusion™ HF Buffer 4 pl 1X

10 mM dNTPs 0,4 pl 200 uM

Iniciador forward 1l 0.5 uM

Iniciador reverse 1l 0.5 uM

DNA muestra 1l

DNA polimerasa Phusion™ 0.2 ul 0.02U/ pl

2. Programar el termociclador de acuerdo con los siguientes parametros
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ETAPA

DESNATURALIZACION
INICIAL
DESNATURALIZACION
ALINEAMIENTO
EXTENSION
EXTENSION FINAL
ALMACENAMIENTO

PARAMETROS
Temperatura Tiempo
98°C 30 seg
98°C 5-10seg
X°C 10 -30 seg
72°C 15-30s/kb
72°C 5—-10 min
4°C Mantener

CICLOS

25-35
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13.5. Anexo 5

Dialisis para remocidn de sales en muestras de DNA

1. Tomar un filtro Millipore™ de 0.024 um de didmetro de poro previamente esterilizado con

unas pinzas limpias y estériles, trabajar junto al mechero.

2. Colocar el filtro Millipore™ en una caja Petri estéril con agua inyectable estéril, con la cara

brillante hacia arriba y cuidando que quede en la superficie.

3. Con una pipeta, colocar el DNA en el centro del papel filtro y esperar 5 - 20 min.

4. Recuperar la muestra y colocarla en un tubo limpio y estéril.

5. Evaluar el DNA cualitativamente a través de electroforesis en gel de agarosa.

*Protocolo desarrollado en el laboratorio 50.
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13.6. Anexo 6

Purificacion de DNA mediante kit de Zymo™ Research

Componente Cantidad Almacenamiento

DNA Binding Buffer 50 ml

DNA Wash Buffer 6 ml

DNA Elution Buffer 1ml Temperatura ambiente
Zymo-Spin™ Columns 50

Collection Tubes 50

1. Agrega 2 — 7 volumenes de DNA Binding Buffer a cada muestra de DNA. Mezcla por vortex.

2. Transfiere la mezcla a una columna Zymo — Spin™ ensamblada con el tubo de recoleccién.

3. Centrifuga durante 30 segundos y descarta el liquido colectado.

4. Agrega 200 pl DNA Wash Buffer a la columna. Centrifuga durante 30 segundos. Repita el

paso de lavado.

5. Agrega al menos 6 ul de DNA Elution Buffer o agua, directamente a la columna e incuba
durante un minuto a temperatura ambiente. Transfiere la columna a un tubo de 1.5 mly

centrifuga durante 30 segundos para eluir el DNA.

6. Analiza la pureza del DNA por espectrofotometria y mediante electroforesis en gel de

agarosa.
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13.7. Anexo 7

Ensamble de fragmentos por técnica de Golden Gate de NEB™

1. Cuantificar y purificar los amplicones para calcular su concentracién relativa. Hacer una

dilucién de ser necesario, para facilitar su mezclado.

2. En un tubo apto para PCR, hacer la mezcla de los amplicones en concentraciones

equimoleculares.

3. Afadir los siguientes componentes.

Componentes Volumen

Agua inyectable estéril | Ajustar a 50 pl
Bsal | 3 ul
Ligasa T4 | 2.5 ul
Buffer Cutsmart | 4 ul
ATP | 2 pl

4. Colocar la mezcla de reaccidn en el termociclador e introducir el siguiente programa: 134

ciclos alternando 5 min a 37°Cy 5 min a 28°C.

5. Transformar células competentes de E. coli y seleccionar colonias.

6. Extraccion y observar el DNA plasmidico por electroforesis en gel de agarosa.

*Protocolo adaptado de forma experimental en el laboratorio 50, considerando las
recomendaciones de NEB™
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13.8. Anexo 8

Electroporacion en células de Pseudomonas

Preparacion de células competentes

1. Crecer las células en medio LB hasta alcanzar una Aegoo= 0.26 — 0.38. Colocar las células en

hielo y centrifugar para eliminar el medio.

2. Lavar dos veces con 300 — 500 pl de una solucién estéril de sacarosa 300 mM. Resuspender

las células en la misma solucién y conservar en congelacion.

Electroporacion

1. Colocar 100 pl de células en una celda estéril de electroporaciéon y agregar el DNA plasmidico
(de acuerdo con la concentracién afiadir entre 2 — 5 pl). Incubar la celda en hielo durante 10

min.

3. Colocar la celda en el electroporador y ajustar los siguientes parametros: voltaje 2.5 kV

(12.5kV/cm), capacitor 25 pF y el controlador de pulso 200 Q.

4. Inmediatamente después de la descarga, agregar 900 ul de medio LB. Transferir el contenido

de la celda a un tubo de 1.5 ml e incubar durante 2 hr a 28 °C en agitacién a 140 rpm.

5. Sembrar en placa a distintos voliumenes de células transformadas (50 ul, 100 pl y el resto).

6. Seleccionar colonias y realizar la resiembra.

*Protocolo adaptado de Iwasaki et al. (1994).
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13.9. Anexo 9

Transformacion bacteriana por conjugacion

1. Cultivar la cepa donante (*) con el plasmido a transferir y la cepa receptora (P. chlororaphis),

en medio LB durante toda la noche, utilizando un marcador de seleccién apropiado.

2. Tomar 1 ml cada cultivo y centrifugar para eliminar el medio.

3. Lavar dos veces con PBS, para eliminar el medio residual y el agente selectivo. Resuspender

en 500 ul de PBS.

4. En un tubo limpio y estéril, colocar 50 ul de cada cepa (donadora y receptora) y mezclar por

inversion.

5. Sembrar en placa por cuadrantes 25 pl de la mezcla sin esparcir en la superficie. Utilizar

medio LB sin marcadores de seleccién. Incubar durante toda la noche a 30°C.

6. Tomar con un asa todo el paquete celular de cada cuadrante y resuspender en 1 ml de PBS.

Lavar dos veces con PBS y resuspender en 1 ml de PBS.

7.Sembrar en una placa con medio selectivo 50 pl de distintas diluciones (1.1, 1:10 y 1:100) de

cada uno de los tubos.

8. Observar el crecimiento y monitorear la transferencia del plasmido a través de PCR colony.

*Protocolo adaptado de Tanner et al. (2017).
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13.10. Anexo 10

Extraccion de DNA genémico

Buffer de extraccion

1. Agrega 24 g de tioscianato de guanidina (GuSCN) en 20 ml de Tris-HCI 0.1 M, pH 6.4, en un

tubo Falcon de 50 ml.

2. Calienta a 60°C para disolver el GuSCN.

3. Agrega 4.4 ml de EDTA 0.2 M, pH 8.0.

4. Agrega 0.5 ml de Triton X-100 y mezcla por inversién.

Buffer de union

1. Mezcla 24 g de GUSCN y 20 ml de Tris-HCI 0.1 M, pH 6.4, en un tubo Falcon de 50 ml.

2. Calienta a 60°C para disolver el GuSCN.

3. Agrega 4.4 ml de EDTA 0.2 M, pH 8.0 y mezcla por inversién.

Buffer de lavado

Componente Concentracion final
EtOH 70%

Buffer NaCl TE 10 mM

Tris-HCI pH 8.0 10 mM

EDTA pH 8.0 1mM

98



Protocolo

1. Agrega 1 ml de buffer de extraccidon a 10°— 108de células, agitar vigorosamente con la pipeta

o vortex.

2. Centrifuga por 10 min a 13,000 g, 4 — 25°C

3. Recupera el sobrenadante (fase superior viscosa) y coloca en un tubo limpio y estéril.

4. Aade 500 ul de buffer de unidn y mezcla por inversién.

5. Transfiere la mezcla a una columna de afinidad y centrifuga a 12,000 rpm, 30 seg. Descarta

el liquido del tubo.

6. Agrega 600 ul de buffer de lavado a la columna y centrifuga a 12,000 rpm, 30 seg. Descarta

el liquido y repite el lavado.

7. Centrifuga durante 1 min a 12,000 rpm y transfiere la columna a un tubo limpio y estéril.

8. Agrega 10 — 200 ul de buffer TE o agua inyectable estéril e incuba durante 1 min a

temperatura ambiente.

9. Centrifuga a 12,000 g durante 1 min y conserva el liquido en el tubo.

10. Observa la concentracion del DNA por electroforesis y espectrofotometria.

*Protocolo adaptado de Wang et al. (2011).
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13.11. Anexo 11

Reactivos

Componente

Buffer Cutsmart

DTT

DNA polimerasa | (Klenow)
DNA polimerasa de ¢$29
dNTPs

T4 DNA ligasa

ATP

Oligonucleétido 1
Oligonucleétido 2

Replicacion in vitro de plasmidos

Inactivacion

10 mM de EDTA, 20 mina 75 °C
10 min a 65 °C

10 min a 65 °C

1. Mezclar los siguientes componentes:

Volumen Concentracion final
Agua inyectable Ajustar a 50 pl
Buffer Cutsmart 5ul 1x
DTT 10 mM 0.02 ul 4 uM
dNTPs 10 mM 0.165 ul 33 uM
DNA polimerasa de ¢29 1.5 ul 1 U por pg de DNA
DNA plasmidico X X
Oligonucleétido 1 2.5 ul 0.5 uM

2. Incubar durante toda la noche a 30°C o temperatura ambiente.

3. Inactivar la enzima a 65 °C durante 10 min.

4. Agregar 1.5 pl de DNA polimerasa | (Klenow) y 2.5 ul del oligonucleétido 2, e incubar por 2

h a 25°C.

5. Inactivar la enzima calentando a 65°C durante 20 min.

6. Agregar 1.5 ul de ligasa T4 y 2 ul de ATP. Incubar durante toda la noche a 37°C.
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7. Inactivar la ligasa T4 a 65°C a durante 20 min. Agregar la enzima de restriccion adecuada
para generar un corte Unico en el plasmido y seguir las recomendaciones del fabricante.
Opcional: si se requiere un cambio de buffer, se puede precipitar el DNA con

cloroformo/isopropanol/etanol y realizar la mezcla de reaccion en un tubo limpio y estéril.

8. Inactivar la enzima de restriccién y agregar 2.5 pl de ligasa T4 y 2 ul de ATP. Incubar durante
toda la noche a 37°C. Opcional: si se empled una enzima de restriccién que requirié un cambio
de buffer, se requiere precipitar el DNA antes de agregar la ligasa T4 y ajustar las condiciones

para la operacién de esta enzima.

9. Evaluar la amplificacidn del plasmido mediante electroforesis y a través de un analisis de

restriccion.

*Protocolo desarrollado en el Laboratorio 50.

101



13.12. Anexo 12

Mapa del plasmido pSUP2021

(11,060.. 11,079) CmR_R

(cat promoter!
(10,290 .. 10,309) CmR_F

pSUP2021
13,223 bp

*Desarrollado por Simon et al. (1983).
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13.13. Anexo 13

Mapa del plasmido pUIRM2304

pUIRM2304

3382 bp

*Construido por el Dr. Rodolfo Marsch Moreno
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13.14. Anexo 14

Mapa del plasmido pHelper

RBS

’& \ac promote,

terminator
Lgul golden gate sites’

* Construido por Strecker et al. (2019).
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13.15. Anexo 15

Mapa del plasmido pDonor

* Construido por Strecker et al. (2019).
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13.16. Anexo 16

Mapa del plasmido pTarget

pTarget

2899 bp

* Construido por Strecker et al. (2019).
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