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Implementacién de un sistema regulable de CRISPRi/dCas9 para

silenciar genes en Giardia duodenalis.

RESUMEN

Giardia duodenalis es un protozoario binuclear y microaerofilico y es el agente
etiolégico causante de la Giardiasis. Diversas herramientas moleculares se han
utilizado para comprender los mecanismos de diversos procesos celulares
fundamentales en este organismo. Sin embargo, adn se requiere estudiar la funcion
de muchos genes implicados en estos procesos. El sistema de interferencia
CRISPR (CRISPRIi) se ha usado ampliamente como un sistema de expresion
constitutivo para realizar silenciamientos en la expresion de genes en varios
parasitos, incluido Giardia. El objetivo de este trabajo fue implementar un sistema
CRISPRI regulable en Giardia para silenciar genes de alta, moderada y baja
expresion, mediante la construccion de un pladsmido optimizado e inducible para la
expresion del gRNA correspondiente y la proteina Cas9 defectuosa (dCas9). Para
esto, se utilizé el promotor P1 (de Giardia) inducible por doxiciclina para expresar
ambos. La expresién de dCas9 y su localizacion nuclear se confirmaron mediante
inmunotransferencia e inmunofluorescencia en trofozoitos transfectados. La
represion transcripcional se realizd sobre los genes: a-tubulina (alta expresion),
giardipaina-1 (moderada expresion) y sir2.2 y sir2.4 (baja expresion). El
silenciamiento del gen de a-tubulina causado por la induccién de dCas9 con 15
ug/ml de doxiciclina se confirmé por una disminucién en los niveles de expresion de
la proteina del 50% y 60% a las 24 y 48 h, respectivamente. Esto indujo alteraciones
morfolégicas en los flagelos. El silenciamiento en la expresion de giardipaina-1
mostré una disminucion en la expresion de la proteina del 40 y 50% a las 12 y 24 h,
respectivamente, sin afectar la viabilidad de los trofozoitos. Al silenciar la expresion
de las sirtuinas se obtuvo una represion total, sin embargo, los trofozoitos no fueron
viables. Este enfoque proporciona una herramienta molecular para una represion

individualizada para generar silenciamientos en la expresion de genes especificos.



ABSTRACT

Giardia duodenalis is a binuclear and microaerophilic protozoan, and the ethilogical
agent of Giardiasis. Although a variety of molecular tools have been used to
understand the molecular mechanisms of various cellular processes in this
organism, the are many genes involved in these processes that remain to be
understood. The CRISPR interference (CRISPRI) system has been widely used as
a constitutive expression system to effect gene silencing in various parasites,
including Giardia. The aim of this work was to implement a tunable CRISPRi system
in Giardia to silence high, medium and low expression genes, through an optimized
and inducible plasmid to express a selectable gRNA and dCas9 (defective) under
the doxycycline-inducible P1 promoter. dCas9 expression and nuclear localization
were confirmed by immunoblotting and immunofluorescence in transfected
trophozoites. Transcriptional repression was performed on the a-tubulin (high
expression), giardipain-1 (moderate expression) and sir2.2 and sir2.4 (low
expression) genes. a-tubulin gene silencing caused by dCas9 induction with 15
pg/ml doxycycline was confirmed by a decrease in protein expression levels of 50%
and 60% at 24 and 48 h, respectively. This induced morphological alterations in the
flagella. Silencing giardipain-1 expression showed a decrease in protein expression
of 40 and 50% at 12 and 24 h, respectively, without affecting trophozoite viability.
Total repression was obtained for both sirtuinas; however, viability of the
trophozoites was compromised. In conclusion, the inducible CRISPRIi approach

provides a molecular tool for a tailored gene silencing in Giardia.



INTRODUCCION

Giardia duodenalis

Giardia duodenalis (también conocido como Giardia intestinalis o Giardia lamblia)
es un pardsito protozoario, flagelado y binucleado del orden diplomonadida (Ortega-
Pierres & Arguello-Garcia, 2019) y puede infectar a mamiferos y otros animales
causando una afeccion denominada Giardiasis. En humanos, puede tener diversas
manifestaciones clinicas y es considerada como la principal causante de diarrea por
agua contaminada, teniendo desde una infeccidn asintomatica, hasta una infeccién
aguda o crénica que provoca diarrea recurrente y sindrome de mala absorcion
intestinal (Adam, 2001; Jex et al., 2020; Ortega-Pierres et al., 2018a; Thompson &
Monis, 2012).

Giardia es considerado como un organismo eucarionte con una organizacion celular
simplificada, debido a que pudo haber sufrido evolutivamente una reduccion de la
complejidad en su genoma y de sus estructuras relacionado con la adopcién de un

estilo de vida parasitario (Cernikova et al., 2018; Xu et al., 2020).

Este parasito tiene dos estadios principales en su ciclo de vida, uno que se
considera la etapa de transmision resistente al medio ambiente conocida como
quiste, el cual tiene una forma ovalada, con una longitud de 8 a 12 ym y que contiene
cuatro nucleos tetraploides, y una fase vegetativa e infecciosa, denominada
trofozoito el cual tiene una apariencia piriforme y una longitud de 12 a 15 um. La
fase de quiste se produce dentro del intestino del hospedero infectado y los quistes
que ahi se inducen son expulsados al medio ambiente y con ello puede infectar
otros hospederos, Los quistes poseen una pared gruesa Yy resistente cuyo
componente principal es la N-acetilgalactosamina (GalNAc). Esta les confiere
resistencia a las condiciones adversas del medio ambiente. Esta entidad posee
cuatro nucleos (Figura la) y se ha determinado que su actividad metabdlica es

aproximadamente un 10 a 20% de la actividad que presenta la fase de trofozoito.



Después de la ingestion, los quistes inician el desenquistamiento por la accion del
medio acido en el estbmago y de éstos se liberan dos trofozoitos binucleados que
colonizan la parte proximal del intestino delgado del hospedero. Los trofozoitos
poseen cuatro pares de flagelos y un disco ventral adhesivo que les permite la union
a las células epiteliales intestinales (Ankarklev et al., 2010; Dixon, 2021; Leung et
al., 2019). Los trofozoitos se reproducen asexualmente por fision binaria longitudinal
generando trofozoitos que contienen dos nucleos tetraploides cada uno (Figura 1b).
Posteriormente, cada trofozoito experimenta un proceso de cariocinesis (division del
nacleo) generando trofozoitos con cuatro nucleos diploides (Figura 1c). En estos
altimos se presenta una citocinesis con lo cual se generan trofozoitos binucleados
y diploides, y cuyos nucleos son transcripcionalmente activos (Figura 1d). Los
trofozoitos se dividen via fisidbn binaria cada 9 a 12 horas, son piriformes, y
presentan una superficie dorsal convexa y una superficie ventral plana, en la parte
ventral presenta un disco de adhesion formado principalmente por microtibulos y
otras proteinas asociadas, esta estructura le permite adherirse de una manera muy
eficiente a las células del epitelio intestinal. Ademas, los trofozoitos poseen cuatro
pares de flagelos conformados también por microtubulos, los cuales les permiten la
locomocion dentro del hospedero (Dixon, 2021; House et al., 2011; Leung et al.,
2019; Xu et al., 2020Db).




Figura 1. Ciclo de vida de Giardia duodenalis (Modificada de Saari et al., 2019). a) fase de quiste de Giardia, b)
proceso de desenquistamiento generando trofozoitos binucleados, c) proceso de cariocinesis de los trofozoitos

generando 4 nucleos, d) proceso de citocinesis generando trofozoitos con 2 nicleos cada uno.

Aspectos genomicos de Giardia

Se ha determinado que los dos nudcleos presentes en el trofozoito de Giardia
presentan las mismas caracteristicas, la misma cantidad de material genético y se
ha reportado que ambos nucleos son transcripcionalmente activos (Ankarklev et al.,
2010). En cuanto a su genoma, éste se encuentra distribuido en cinco cromosomas,
y los datos més recientes sefialan un tamafio de ~12.6 millones de pares de bases
(pb) (Xu et al.,, 2020). Se ha determinado que el genoma de Giardia posee
aproximadamente 6,470 marcos abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés)
con distancias intergénicas cortas de 477 pb. Del total de ORFs, aproximadamente
4,963 cuentan con evidencia de ser transcripcionalmente activos. El tamafo de sus
genes oscila en promedio en alrededor de 1905 pb equivalente a 635 aminoé&cidos.
Los promotores en Giardia son cortos y se caracterizan por poseer elementos ricos
en AT que flanquean el sitio de inicio de la transcripcion. Ademas, se ha
determinado que generalmente este sitio se encuentra muy cercano al codén de
inicio de la traduccion (Elmendorf et al., 2001). El genoma de Giardia presenta
regiones no traducibles (UTR por sus siglas en inglés) cortas que varian entre 10
nucleodtidos en el extremo 5’ y 50 nucleotidos en el extremo 3’ (EImendorf et al.,
2001; Caccio & Sprong, 2010; Thompson & Monis, 2012; Xu et al., 2020).

G. duodenalis es un microorganismo que ha generado un gran interés desde el
punto de vista fisioldgico, bioguimico, molecular, evolutivo y médico. Su estudio
resulta de alto impacto para el humano, y en éste se considera el entender los
procesos moleculares del parasito mismo, hasta el desarrollo de nuevos farmacos
disefiados en el control de su infeccion y el desarrollo de vacunas dirigidas hacia
componentes de este parasito. Por esta razdn, es importante la implementacién y
el desarrollo de herramientas moleculares regulables, con la finalidad de estudiar

genes en este organismo y entender el papel que juegan en los diferentes procesos.
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Para ello, resulta de gran utilidad un control de la expresidon genética que permita la
manipulacion del genoma de Giardia y con ello entender los procesos involucrados

en este organismo.

Sistema CRISPR/Cas

Uno de los sistemas de manipulacion genética mas utilizados actualmente por su
alta eficiencia y control es el sistema CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeat, CRISPR-associated genes) (Figura 2) (Gupta et al.,
2019; Koonin & Makarova, 2019). El sistema CRISPR-Cas originalmente se
describié en bacterias como un mecanismo de defensa ante infecciones por
bacteriofagos, pues permite el corte y la posterior degradacion del DNA viral. Para
ello, un fragmento de ~25 a 38 pb se incorpora en una region caracteristica en su
propio DNA gendmico que contiene secuencias repetidas de longitud similar al
fragmento tomado. En dichos repetidos, se inserta el fragmento de DNA viral
conocido como espaciador (spacers) teniendo posteriormente un arreglo o cluster
en el DNA gendmico de la bacteria denominado CRISPR (Jiang & Doudna, n.d.;
Koonin & Makarova, 2019). El sistema CRISPR permite entonces tener una
respuesta mas rapida y eficiente ante una segunda infeccion del virus del cual ha
tomado ya los spacers, formando una especie de sistema de defensa, de tal manera
que utilizar4 los spacers guardados como molde para sintetizar un transcrito
conocido como RNA guia (gRNA), mas un segundo RNA conocido como
transactivador, que tiene como funcion activar a una nucleasa (Cas) una vez que la
secuencia blanco es reconocida. Los gRNAs producidos estan disefiados para
reconocer de manera especifica la secuencia del DNA viral, esta especificidad esta
dada por complementariedad de bases del gRNA con la secuencia viral, el cual se
unira especificamente a la region que contiene adyacentemente a una secuencia
PAM (Protospacer-Associated Motif) presente en el DNA viral. Esto permite brindar
una mayor especificidad al gRNA con la consecuente unién del sistema CRISPR y
la degradacion del DNA viral (Jiang & Doudna, 2017). Los gRNAs especificos para

cada region blanco dirigirdn y le daran direccion a la proteina CRISPR-asociada



(Cas) codificada también en el loci CRISPR realizando un corte en la doble cadena
del DNA (DSB por sus siglas en inglés) (Wang et al., 2019). La interaccién entre el
sistema el gRNA y la proteina Cas9 conformaran el sistema CRISPR-Cas9. Existen
tres tipos de sistemas CRISPR caracterizados, sin embargo, el sistema Tipo Il ha
sido hasta el momento el mas utilizado para realizar protocolos de investigacion de
genes en diferentes organismos. Este sistema utiliza la actividad nucleasa de Cas9
guiada por un gRNA a su secuencia complementaria en el DNA blanco permitiendo
su unioén y con ello, se despliega su actividad endonucleasa. Esta se lleva a cabo
por la presencia del sitio de actividad nucleasa HNH que corta la cadena
complementaria y el sitio RuvC que posteriormente cortara la cadena no
complementaria. De esta manera, Cas9 tiene la capacidad de unirse a DNA de
doble cadena de manera altamente especifica y generar rupturas de dos cadenas
(DSBs) (Gupta et al., 2019; Jiang & Doudna, 2017).
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Figura 2. Mecanismo de accién del sistema CRISPR/Cas. (Tomada de Westra et al., 2014). ADQUSICION de las

secuencias espaciadoras provenientes de los bacteriéfagos, los espaciadores son procesados por Cas 1y 2 e

introducidos en el locus CRISPR. EXPRESION del locus CRISPR ante una infeccién viral generando el Pre-crRNA

que posteriormente es procesado mediante tres diferentes mecanismos segun la especie. INTERFERENCIA del

genoma viral utizando 4 tipos de interferencia segun la especie, el Tipo | utiliza a las nucleasas Cas 5 y 6 para

el corte; el Tipo Il utiliza a la nucleasa Cas9 mds un RNA transactivador; el Tipo IlI-A y B utilizan a las nucleasas

Csm o Cmr respectivamente para la interferencia.

El sistema CRISPR/Cas que utiliza a la proteina Cas9 ha sido empleado

ampliamente como una herramienta para realizar edicién de genes de una manera
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muy eficiente. Sin embargo, debido a la naturaleza tetraploide y binuclear de Giardia
el sistema de edicién por CRISPR/Cas ha sido poco utilizado en este parasito. La
incorporacion de una nueva modificacion en el sistema CRISPR/Cas9 donde se
inactivan los sitios de actividad nucleasa de Cas9 para generar el sistema CRISPR
interferente (CRISPRI), permite utilizarlo como un sistema de regulacion de la
expresion de genes lo que ha generado nuevas alternativas en el estudio de la
funcién de genes. El sistema CRISPRI seguira reconociendo de manera especifica
la secuencia blanco, pero no generara DSBs, funcionando como un bloqueo fisico
0 estérico en el promotor, disminuyendo o impidiendo asi la formacion de transcritos
y disminuyendo la expresion del gen. Por lo tanto, la posibilidad de utilizar el sistema
como una herramienta de control y represion de la expresidon de genes se convierte

en una alternativa adicional para estudiar la funcion de los genes.

Sistema CRISPRI

Para fines de regulacion de la expresion de genes, el sistema CRISPRIi se ha
utilizado como una herramienta de bloqueo transcripcional (Larson et al., 2013). El
sistema CRISPRI utiliza la nucleasa Cas9 cataliticamente inactiva denominada
dCas9, en la cual, los dominios HNH (H840A) y RuvC (D10A) estan inactivos (Figura
3). Asi, dCas9 es dirigida a un locus especifico a través de un gRNA que forma un
complejo y reconoce su secuencia PAM especifica en la secuencia blanco para
unirse e inhibir el inicio y/o la elongacién de la transcripcion, anulando asi la
expresion del gen (Depardieu & Bikard, 2020; Dominguez et al., 2016; la Russa &
Qi, 2015).
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Figura 3. Comparacion entre Cas con actividad nucleasa (izquierda) versus Cas9 inactiva (Tomada de Qi & Lo,
2017). A la izquierda se puede observar al sistema CRISPR/Cas9 que utiliza a la nucleasa Cas9 que posee los
sitios RuvC1 y HNH para generar cortes en la doble cadena del DNA. A la derecha se observa el sistema CRISPR
interferente, donde se inactivan los sitios RuvC1 y HNH generando la dCas9 inactiva la cual funciona como

bloqueo para la unién y/o alargamiento de la Pol Il.

Esta herramienta permite un control altamente especifico de la expresion génica y
puede ser utilizado con eficiencia y de manera programable, siendo capaz de
regular multiples genes en diversos organismos (Larson et al., 2013). Asi el
silenciamiento en la expresion (knockdown) de un gen ocurre por la unién de la
dCas9 a su secuencia blanco y puede reprimir especificamente la transcripcion de
cualquier gen hasta en un 99.9% (Depardieu & Bikard, 2020; Kampmann, 2018). La
especificidad con la secuencia blanco del complejo dCas9/gRNA esta determinada
por dos factores: la secuencia del gRNA (y su complementariedad con la secuencia
blanco), asi como la secuencia PAM correspondiente. La secuencia PAM es la
region clave detectada por la proteina dCas9 y consta de 2 a 5 pb, y ésta depende

del tipo de Cas9 y del organismo al que pertenezca (Ghavami & Pandi, 2021).

La eficiencia de la represion de la transcripcion de un gen dependera de la region
en la que se una el sistema CRISPRI, de tal manera que es mas eficiente reprimir
la transcripcion utilizando un sgRNA que es complementario con la parte codificante
del gen o con el promotor del gen (Dominguez et al., 2016; Hawkins et al., 2015).

Sin embargo, la eficiencia en la represion varia mucho cuando se dirige a diferentes
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regiones de un gen (Figura 4), de tal manera que, si se une a la secuencia
promotora, el silenciamiento resulta mas eficiente que si se une a la secuencia
codificante de un gen (Depardieu & Bikard, 2020; Gilbert et al., 2013; Kanfer et al.,
2021).
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Figura 4. Regiones de union de los gRNAs donde se muestra en que regiones es mds eficiente el silenciamiento
en la expresion de genes. Izquierda: control en la elongacion de la transcripcion, donde se muestra que en la
region cercana al inicio de la traduccion (oligo NT1) es mds eficiente el silenciamiento, asi como, en la cadena
no templado (NT) es mds eficiente el silenciamiento de genes. Derecha: control en el inicio de la trascripcion,
donde se muestra que en la regiones -35 del promotor (oligo P1) es mds eficiente el silenciamiento impidiendo
la unién de la RNA polimerasa (Tomada de Qi et al, 2013).

La generacién de un sistema CRISPRI para la represion transcripcional de genes o
para el control de procesos de transcripcion-traduccion en células y organismos
vivos ha proporcionado una poderosa herramienta para la investigacion biologica
en parasitos. En Giardia, es importante contar con una herramienta de este tipo para
comprender los mecanismos de regulacion de genes, asi como ayudar a determinar

su funcion.

ANTECEDENTES

Lin y colaboradores en el 2019 utilizaron el sistema CRISPR/Cas9 para realizar la

interrupciéon del gen que codifica para el factor de la leucemia mieloide (mif, por sus
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siglas en inglés) de Giardia; se ha caracterizado la sobreexpresion del gen mif en
enquistamiendo, por lo que al utilizar el sistema CRIPSR se observo una
disminucién de la expresion de mif de alrededor del 23%, lo cual tuvo un impacto en
la expresién del gen cwp (gen de enquistamiento) y como consecuencia una
disminucién en la formacion de quistes. Posteriormente, en el 2020, Sun y
colaboradores lograron disminuir la expresién del gen de la topoisomerasa I
(top3B); se ha observado que este gen es un factor importante para inducir
enquistamiento en Giardia, mediante interrupcioén génica con CRISPR, observaron
que al disminuir la expresion de top3B hubo una evidente disminucién en la
expresion de los genes cwpl-3 y myb2 y, consecuentemente, una disminucion en
el proceso de enquistamiento. De la misma manera, Huang y su equipo de trabajo
en el 2021 utilizando el sistema CRISPR/Cas9 lograron la interrupcion del gen mbfil;
se ha observado su participacion en el proceso de enquistamiento y en la interaccion
con factores de transcripcibn que inducen el enquistamiento, por lo que
correlacionaron la disminucién de la expresion de mbfl con un impacto en la
disminucién de la expresion de los genes cwpl-3 y myb2 y un decremento en el
proceso de enquistamiento en Giardia. En este mismo afio, Chen y colaboradores
lograron la diminucién en la expresion del gen spoll; se ha observado que este gen
se expresa en el nucleo durante el proceso de enquistamiento en Giardia, mediante
la interrupcién génica de spoll con CRISPR, de igual manera, se observo la
disminucién en la expresion de los genes cwpl-3 y myb2 y por consiguiente, una
disminucion en el proceso de enquistamiento. Estos antecedentes hasta el
momento sugerian que el uso de la nucleasa Cas9 permitia interrupciones parciales
en los genes de Giardia. Sin embargo, Horackova y sus colaboradores en el 2022
lograron exitosamente realizar un knockout completo de los cuatro alelos para los

genes mem, cwpl y mifl, suprimiendo en su totalidad la expresiéon de los genes.

El knockout en Giardia ha vislumbrado una alternativa en el estudio de la funcion de
genes en el parasito, aunque la supresion total de la expresion de un gen podria
resultar en un efecto negativo para el organismo o bien podria comprometer
severamente su viabilidad, sobre todo si los genes son esenciales para el

organismo. Es por ello que el silenciamiento knockdown resulta en gran medida una
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alternativa mas apropiada para el estudio de la funcion de genes esenciales o no
esenciales pero necesarios para el organismo. La primera evidencia del uso del
sistema CRISPRI en Giardia fue propuesta por Mclnally y sus colaboradores en el
2019, quienes utilizando una sefial de localizacién nuclear (NLS) propia de Giardia,
lograron ubicar a la proteina dCas9 en el nucleo mediante un vector de expresion
constitutivo para el sistema CRISPRI, logrando el silenciamiento en la expresion de
los genes kinesina-2a y kinesina-13 de manera especifica y causando alteraciones
morfologicas en los flagelos. De igual manera, lograron el silenciamiento en la
expresion de la proteina corporal media (MBP, por sus siglas en inglés), observando

alteraciones morfolégicas en el disco ventral.

JUSTIFICACION

El estudio de los mecanismos moleculares que regulan la expresion genética en
Giardia involucra el uso de herramientas para su control. En este contexto, el
sistema CRISPRIi ha mostrado una alta eficiencia para llevar a cabo el knockdown
de genes; por esta razon, el uso de un sistema de expresion de dCas9 inducible en
Giardia proveer4d una herramienta util para generar knockdowns de genes
especificos y poder estudiar el papel que juegan en los diferentes procesos
fisiolégicos del parasito.

HIPOTESIS

Si el sistema CRISPRI permite la regulacion del nivel de expresion de genes, la
aplicacion de este sistema de manera inducida permitira llevar a cabo el estudio de

su silenciamiento especifico en Giardia.
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OBJETIVO GENERAL

Implementar y optimizar las condiciones de expresion del sistema CRISPRI

regulable en Giardia para silenciar genes.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Construir un vector de expresion regulable para el sistema CRISPRI.

2. Confirmar la expresion de la proteina dCas9 y su localizacion nuclear.

3. Disenfar y construir los gRNA’s especificos para el silenciamiento de un gen

de alta expresion y otro de menor expresion.

4. Determinar las condiciones para silenciar los genes de alta y menor

expresion.

5. Analizar el efecto del silenciamiento de estos genes en Giardia.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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El disefio de la mutacion de cas9 para modificarla a su forma inactiva dcas9, asi
como, el disefio para la clonacion de la secuencia para los gRNAs dirigidos contra
los genes a-tubulina GL50803 103676, giardipaina-1 GL50803 14019, sir2
GL50803 10707 y sir4 GL50803_11676, se realiz6 con ayuda del programa
bioinformético Vector NTI®, el disefio del sistema fue a partir del plasmido de
expresion pNlop4-3Myc-PakN (N-term Neo) donado por el Dr. Alex Paredez, Univ.
de Washington (datos no publicados). El disefio del gRNA especifico dirigido contra
los genes a-tubulina, giardipaina-1 y sirtuina-2 de Giardia de la cepa WB junto con
su respectivo promotor P1 inducible y las regiones operadoras Tetl y Tet2 se realizo
en el programa bioinformético Eukaryotic Pathogen CRISPR gRNA Design Tool,
en la pagina web https://grna.ctegd.uga.edu/ (Peng et al., 2015).

Preparacion de células Sure-2 quimicamente competentes

Para todas las transformaciones con los vectores de expresion del sistema
CRISPRI, se utilizaron bacterias Escherichia coli de la cepa Sure-2 (endAl ginv44
thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 uvrC el4- A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)171 F'[ proAB* lacl? lacZAM15 Tn10 Amy CmR]. Para esto, las bacterias fueron
procesadas para hacerlas quimicamente competentes, partiendo de un cultivo
semilla crecido en medio liquido LB. Estas se incubaron hasta tener una densidad
Optica (OD) de 0.5 (definida mediante absorbancia a 600 nm), posteriormente, se
incubaron una vez en hielo durante 5 min y se resuspendieron en 1/3 de volumen
del buffer TFB1 (RbCIl 100 mM, MnCl2 50 mM, acetato de potasio 30 mM, CaCl210
mM, glicerol al 15%, pH 5.8), y se repiti6 una segunda incubacién en hielo durante
5 min. Las bacterias se centrifugaron a 11.3 xg y se resuspendieron en un volumen
de 1/25 del buffer TFB2 (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaClz 75 mM, glicerol al 15%,
pH 6.8), inmediatamente se realizaron alicuotas de 200 ul en microtubos de 1.5 mi
colocados en hielo seco, por ultimo, las alicuotas se almacenaron a -80°C hasta su

posterior uso.

Transformacion de células Sure-2 quimicamente competentes
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Cada alicuota de bacterias utilizada para transformar fue descongelada lentamente
en hielo, posteriormente, de agregaron 2 ul de cada plasmido y las bacterias se
incubaron en hielo durante 30 min, posteriormente, los tubos se pasaron a un
termoblock (previamente calentado) a una temperatura de 42°C durante 60 seg e
inmediatamente a hielo para generar el choque térmico. Enseguida se adicionaron
200 pl de medio liquido LB sin ampicilina y la mezcla se incub6 durante 50 minutos
a 37°C y en agitacion para la recuperacion de las bacterias. Por ultimo, se tomo una
alicuota de 50 ul y se plaqued en placas con medio LB con ampicilina para la
seleccién de las bacterias transformadas, incubando por toda la noche a 37°C para

seleccionar a las candidatas.

Extraccion de plasmidos

Para las extracciones de los plasmidos se utilizé la técnica Miniprep, para ello se
realizaron cultivos de bacterias previamente transformadas y se incubaron por toda
la noche a 37°C, posteriormente, el cultivo se centrifugé a 11.3 xg decantando el
medio y manteniendo la pastilla formada la cual se resuspendié en 350 ul de buffer
STET (Sacarosa al 8%, Triton X-100 al 5%, EDTA 50mM, Tris 50mM, pH 8.0) para
eliminar el exceso de medio. Posteriormente, se pasé a microtubos de 1.5 mly se
coloco en microcentrifuga a maxima velocidad por 90 seg, se decant6 el buffer y la
pastilla formada se resuspendié nuevamente en 700 pl de buffer STET, el volumen
se dividié en dos tubos de 350 ul cada uno y se afadieron 25 pul de lisozima (10
ug/ml) y se incubd a temperatura ambiente (T.A.) por 10 min. Posteriormente, se
hirvié durante 2 min a bafio maria e inmediatamente se paso a hielo incubando por
30 seg. Los tubos se centrifugaron a 11.3 g por 10 min, con una micropipeta se tomé
el sobrenadante y se colocod en un tubo nuevo, afladiendo 4 ul de RNAsa A e
incubando en un termoblock a 65°C durante 2 hrs. Por ultimo, la reaccidn se extrajo
una vez con un volumen 1:1 de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se
centrifugo y se recuperd el sobrenadante, el cual, posteriormente se precipité con 2
volimenes de etanol 100% y 10% de acetato de sodio al 3M para obtener el

plasmido.
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Para las transfecciones en Giardia, el plasmido se extrajo con ayuda del Kit de
extraccion HiSpeed® Plasmid Purification-Midi (Qiagen®) siguiendo las

instrucciones marcadas por el proveedor.

Mutagénesis dirigida

A partir del plasmido pCRISPR/Cas9 que contenia la secuencia del gen cas9 activo
(Garcia-Huerta, 2016, Tesis de Maestria), se realizaron dos reacciones de
mutagénesis dirigida para los sitios de actividad cataliticas, modificando los
aminoéacidos 10 y 840 (D10A GATXGCC y H840A CATxXGCC) una para cada sitio y
de manera consecutiva. Utilizando el kit de mutagénesis QuikChange Site-Directed
Mutagenesis (Agilent), y siguiendo las especificaciones establecidas por el
fabricante. Generando el vector de expresion pCRISPRi/dCas9/NLS2340/HA, cuya

secuencia fue depositada en el genbank con Numero de acceso: OM294658.

Restricciones enzimaéticas

Todas las reacciones de restriccion se llevaron a cabo utlizando el buffer
correspondiente a la enzima llevando la reaccion a un volumen final de 50 pl, se
realizo el calculo para que cada reaccion tuviera 5 U de la enzima correspondiente
y que no excediera el 10% de glicerol, se siguieron todas indicaciones, asi como las
condiciones de temperatura y tiempo para cada enzima establecidas por el

proveedor.

Desfosforilacion de los extremos 5’ de los vectores linealizados

Previo a cada reaccion de ligacion, al linealizar los plasmidos, se procedié a
desfosforilar los extremos 5 para evitar su re-circularizacion, y una vez que se
termind el tiempo de incubacion con las enzimas de restriccion correspondientes,
se afadié 1 U de Fosfatasa alcalina (CIP, por sus siglas en inglés) (NEB M0290) a

cada reaccion por cada pmol de extremos 5’ libres de DNA. En seguida, la reaccion
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se incub6 a 37°C durante 1 h. Por ultimo, el vector lineal se purificO mediante
electroforesis en gel de agarosa, se cortdé la banda correspondiente al peso
molecular esperado y se colocé en membranas para didlisis (Spectra/Por®:
molecular porous membrane tubing), se electroeluyé en buffer TBE 1X a 100 V
durante 1 h, se precipité con 2 volumenes de etanol 100% y 10% de acetato de
sodio 3M.

Purificacion y reparacion de oligonucledtidos

Para la clonar las secuencias de cada uno de los gRNAs en el plasmido
PCRISPRIi/dCas9/NLS2340/HA, se realizd la purificacién de los oligonucle6tidos
mediante electroforesis en gel de Acrilamida al 12% (10.5 g Urea, 12.4 ml Acrilamida
al 30%, 2.5 ml buffer TAE 10X, 250 ul de Persulfato de amonio, 25 ul de TEMED,
H20 para un volumen final de 25 ml), para ello, se cargaron 10 ug de cada oligo en
el gel y se corrié en una cdmara de electroforesis vertical utilizando buffer TAE 1X
a 100 V durante 1.5 hrs. La banda mas abundante correspondiente al
oligonucledtido del peso molecular esperado se cortd y posteriormente se coloco en
membranas para dialisis (Spectra/Por®: molecular porous membrane tubing) que
contenian 500 pl de buffer TBE 10X. Posteriormente, las membranas se colocaron
en una camara de electroforesis horizontal y se electroeluyeron utilizando buffer
TBE 1X a 100V durante 1 h. Finalmente, se tom¢é el buffer con una pipetay se colocé
en tubos eppendorf de 1.5 ml para precipitar los oligonucleétidos utilizando 2
volumenes de etanol 100% y 10% de acetato de sodio 3M. Los oligonucleétidos
obtenidos en las purificaciones eran de cadena sencilla, por lo que se realizé la
reaccion de reparacion con la enzima Klenow (exo-) para los pares de
oligonucledtidos complementarios y tenerlos en doble cadena. Para ello, a 10 ul de
buffer modificado NEB 2.1 al 3X (Tris-HCI 30 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCI2 30
mM, DTT 15 mM, BSA acetilada 0.1 mg/ml) se le colocé 1 pg de cada par de
oligonucled6tidos complementarios y se incubé a 37°C por 45 min, pasandolo
después a T.A. por 20 min con la finalidad de que hibridaran las bases

complementarias en los oligonucleotidos. Posteriormente, los desoxiribonucleotidos
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trifosfato (ANTP’s: A, T, C y G) se adicionaron a la reaccion en una concentracion
final de 250 uM y agua para un volumen de 29 ul. Se coloc6 1 pl del fragmento
Klenow exo- de la DNA polimerasa (~5 U/ul) para un volumen final de 30 ul de la
reaccion, se incubd a T.A. durante 30 min favoreciendo la adicion de las bases
complementarias por la enzima Klenow en direccion 5’->3’, obteniendo al final los
oligonucledtidos en doble cadena. Por Gltimo, la reaccion se extrajo una vez con un
volumen de fenol.cloroformo y dos veces con un volumen de cloroformo, los
oligonucledtidos en doble cadena se precipitaron utilizando 2 volimenes de etanol
100% y 10% de acetato de sodio 3M.

Reaccion de ligacion por Gibson

Se utilizé el método de ligacion isotérmica por Gibson de un solo paso para realizar
todas las clonaciones para las construcciones de los vectores de expresion (Gibson
et al., 2009). El sistema Gibson utiliza tres enzimas que participan en una reaccion
isotérmica a 50 °C, primero inicia el proceso la exonucleasa T5 degradando los
extremos a ligar y dejando cadena sencilla en direccion 5’-3’. Para ello, la ligacién
requiere dos secuencias de DNA lineal y de doble cadena que sobrelapen ~20 pb
en sus extremos, que se logra al incubar con la exonucleasa T5, la cual degradara
el extremo 5’ de una de las dos cadenas de DNA dejando los 20 pb complementarios
sobrelapandos entre si, posteriormente a 50 °C se inactiva la exonucleasa y entra
en accion la Phusion DNA polimerasa que se encarga de rellenar los nucle6tidos
faltante que fueron eliminados excesivamente por la exonucleasa y por ultimo la Taq
DNA ligasa sella los huecos faltantes, dejando ensambladas las dos secuencias
(Gibson et al., 2009).

En los disefios de los oligonucleétidos para ligacion se incluyeron los 20 pb
requeridos por el sistema Gibson que eran complementarios entre el vector y los
insertos. En la ligacion de los gRNAs se realizo por reparacion con Klenow y/o para
la ligacion de otras secuencias en el vector se realizé por amplificacion por PCR.

Para todas las reacciones de ligacion se realiz6 el calculo de la concentracion de
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insertos en relacion con la concentracion de plasmido considerando una razon molar
vector inserto 1:10 debido al gran tamafio del plasmido con relacion a los insertos.
En un tubo para PCR que contenia 15 ul de la mezcla de reaccion para Gibson
previamente preparada (80 ul 5X isothermal reaction buffer*, 10 U/ul exonucleasa
T5, 2 U/ul Phusion DNA Polimerasa, 40 U/ul Tag DNA ligasa) se afiadieron 4 pl del
vector (~500 ng) y 3 pl del inserto o de la mezcla de los insertos (cuando fueron mas
de uno). En esta reaccidon se mantuvo siempre un volumen final de 22 ul y, esta
mezcla se incubd en el termociclador a 50°C por 1 h. Finalizado el tiempo de
incubacion, se transformaron bacterias E. coli quimicamente competentes cepa
Sure-2 con la mitad de la reaccion. Se plaqueé en cajas con LB con ampicilina 'y se
incub6 a 37°C overnight, se aislaron colonias transformantes y se analizaron para

verificar la presencia de los insertos ligados.

*El buffer 5X de “isothermal reaction” se preparé utilizando 1.5 ml de Tris-HCI 1 mM
pH 7.5, 75 pl de MgCl22 M, 30 pl de dGTP 100 mM, 30 ul de dATP 100 mM, 30 pl
de dCTP 100 mM, 30 pl de dTTP 100 mM, 150 pl de DTT 1M, 1.5 g de PEG-8000,

150 ul de beta-NAD 100 mM y agua hasta alcanzar un volumen final de 3 ml.

Secuenciacion

Una vez confirmada la presencia de los insertos correspondientes en cada ligacion,
se verificd la identidad de la secuencia, se utilizando el kit BigDye® Direct Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher) para todas las secuenciaciones, los
oligonucledtidos correspondientes se disefiaron en el software bioinformatico Oligo
7 verificando que los pardmetros para las secuenciaciones fueran los 6ptimos. Los
plasmidos purificados y los oligonucleétidos para secuenciar se pre-incubaron en
tubos para PCR a 72°C por 5 min y posteriormente a 22°C por 5 min para su
hibridacién, posteriormente se afiadié el buffer y el mix de secuenciacion.
Posteriormente, la reaccion se incub6 en el termociclador con un paso inicial a 96°C
por 1 min, seguido de 25 ciclos de 96° 10 seg, 50°C 5 seg y 60°C 4 min, y un ultimo
paso final a 4° por 7 min. La reaccion se coloco en un tubo de 1.5 ml, y se precipitd
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con 5 pl de EDTA 125 mM (pH 8) y 60 pl de etanol al 100% incubando a T.A. por 30
min. La pastilla obtenida se dejo secar y se envio al secuenciador para su posterior
lectura, los resultados fueron analizados en el software Cromas (Technelysium DNA

sequencing software).

Cultivo de trofozoitos de Giardia duodenalis WB

Los trofozoitos de Giardia (cepa WB) fueron cultivados utilizando el medio
modificado de Keister TYI-S-33 adicionado con caseina y complementado con
suero fetal bovino al 10% (Hyclone) y una solucion antibiético/antimicético 10X
(Hyclone), utilizando tubos Falcon® de 15 ml para su incubacion a 37°C (Keister,
1983).

Transfeccion de plasmidos en Giardia

Los plasmidos transfectados en Giardia fueron extraidos y purificados mediante el
uso de kits comerciales. Para cada transfeccion se cuantificaron las células
utilizando una camara de Neubauer y tomando ~10’ células por transfeccion y
adicionando ~30 a 50 ug del plasmido purificado correspondiente. Las células con
el plasmido se colocaron en celdas de 4 mm y se incubaron durante 10 min en hielo,
posteriormente, la celda se colocd en un electroporador marca Bio-Rad (Gene
Pulser Xcell™), y se generd una descarga eléctrica a las condiciones establecidas
para Giardia (350V, 1000uF, 700Q). Las células transfectadas se pasaron a tubos
falcon de 15 ml y se adicion6 medio completo, pero sin antibiético durante 24 hrs a
37°C para su recuperacion, por ultimo, se adicionaron 75 pl de Geneticina (de un
Stock a 40 mg/ml) (G418 de Sigma) o 75 ul de Puromicina (de un Stock a 5 mg/ml)
(Sigma) dependiendo del plasmido transfectado, para la seleccién de las células

gue incorporaron el plasmido de las que no lo incorporaron.

Induccidn por doxiciclina del sistema de expresién CRISPRI
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Se establecieron las condiciones de induccién de dCas9 y del gRNA con doxiciclina
(Sigma-Aldrich), las cuales variaron dependiendo del gen a silenciar. Asi se
consideraron concentraciones de doxiciclina de 1, 10 y 15 pg/ml mas un control con
células transfectadas, pero sin induccion y un segundo control con células WB sin
transfectar. La induccion se realiz0 en cultivos de trofozoitos semi-confluentes
(cuando los trofozoitos alcanzan el 50% de la poblacion en el tubo) y se mantuvieron
a diferentes horas de induccion que fueron desde 1 hora hasta 48 horas,

dependiendo el gen a silenciar.

Inmunodeteccion en fase sélida (Western-blot)

Posteriormente a la induccion por 1, 12 0 24 hrs, las células fueron colectadas por
centrifugacion a 1000 x g por 10 min y lavadas con PBS, la pastilla fue resuspendida
en solucion RIPA (Tris-HCI 50 mM, SDS al 0.1%, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%,
deoxicolato de sodio al 1%) mas Complete 3X como inhibidor de proteasas (Sigma-
Aldrich, cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail) y las células, se
mantuvieron en hielo por 25 min, agitando suavemente cada 5 min. El extracto
protéico se desnaturalizé con solucion Laemmli a una concentracion final 1X (2-
mercaptoetanol al 0.1%, azul de bromofenol al 0.0005%, 10% de glicerol, SDS al
2%, Tris-HCI 63 mM, pH 6.8) hirviendo la muestra por 5 min. Posteriormente, los
extractos se cuantificaron utilizando el método colorimétrico Bradford y se cargaron
aproximadamente 80 g de extracto que se resolvieron mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) a 100 V por 1 h. Posteriormente, se
transfirieron las proteinas separadas a una membrana de nitrocelulosa. La
membrana se tifié con solucion rojo de Ponceau para verificar la transferencia total
de proteinas, se lavé con buffer TBS-T (Tris-HCI al 10 mM pH 8.0, NaCl 150 mM y
Tween-20 al 0.1%). Se utilizd una solucion de TBS-T mas leche descremada en
polvo al 10% (Svelty NESTLE) durante 1 hr a T.A. Posteriormente, se incubé con el
anticuerpo primario en TBS-T mas leche 10% por toda la noche a 4°C, a una dilucién
1:500 para anti-giardipaina (gentilmente donado por la Dra. Guadalupe Ortega
Pierres del Departamento de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV-
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Zacatenco), 1:10000 para anti-Cas9 (Sigma-Aldrich) y 1:15000 para anti-tubulina
(TAT1, gentilmente donado por el Dr. Keith Gull de la Universidad de Oxford), todos
estos anticuerpos fueron obtenidos en ratén. Las membranas se lavaron tres veces
con TBS-T durante 10 min a T.A. en agitacion, posteriormente, se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado a HPR (Millipore) a una dilucién
de 1:3000 mas 5% de leche durante 1 h a T.A., nuevamente se lavo tres veces con
TBS-T durante 10 min a T.A. y en agitacion. Por dltimo, las proteinas
inmunoreactivas fueron reveladas con el kit de quimioluminiscencia Western
Lightning Plus-ECL (Perkin Elmer). Se realiz6 el anélisis densitométrico con ayuda
del software ImageJ y los analisis estadisticos y las gréficas con el software
GraphPad Prism 8 XML Project.

Inmunofluorescencia indirecta

De los cultivos inducidos con doxiciclina, se tomaron 500 pl de cada muestra y se
colocaron en cubreobjetos (previamente lavados con etanol 96%). Posteriormente,
se incubaron a 37°C por 15 min para que las células se adhieran al cubreobjetos y
se realizaron tres lavados con 2 ml de PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4
8 mM y KH2PO4 2 mM) estéril y se elimind el exceso de medio. Enseguida, se colocé
en acetona-metanol 1:1 por 15 min en frio para fijar y permeabilizar las células, las
cuales, se lavaron tres veces con PBS 1X. Posteriormente, los trofozoitos se
sometieron a un tratamiento con Tritdbn X-100 al 0.1% por 10 min para asegurar
mayor permeabilidad, se lavaron tres veces con PBS 1X y se bloqued con suero
fetal bovino al 5% en PBS durante 1 h a 37°C, se lavo una vez y se incubd con el
anticuerpo primario anti-Cas9 de raton (Sigma-Aldrich) diluido 1:200 en la solucién
de blogueo a 4°C overnight, se lavaron tres veces con PBS 1X y se incubaron con
el anticuerpo secundario anti-raton acoplado al fluoroforo Alexa-488 diluido 1:300
en la solucion de bloqueo a T.A. por 1 h. Enseguida, se lavaron tres veces con PBS
1X, se incubd en 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 0.1 ug/ml durante 15 mina T.A. se
lavé tres veces con H20. Finalmente, se montaron en portaobjetos con medio de

montaje VECTASHIELD®. El analisis de las células se realiz6 empleando un
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microscopio confocal Nikon ECLIPSE Ci-L acoplado a un sistema de imagenes

digital.

Microscopia Confocal

A partir de los cultivos inducidos con doxiciclina, se tomaron 400 pl de cada muestra
y se colocaron en cubreobjetos (previamente lavados con etanol al 96%). Se
incubaron a 37°C por 15 min para que las células se adhirieran al cubreobjetos.
Enseguida, se lavaron los cubreobjetos tres veces con 2 ml de PBS 1X estéril para
eliminar el exceso de medio, se colocaron en acetona-metanol 1:1 por 15 min en
frio para fijar las células, se lavaron tres veces con PBS 1X y se incubaron en 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) 0.1 pg/ml durante 15 min a T.A. y se lavaron tres veces
con H20. Finalmente, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con medio de
montaje VECTASHIELD® y se realizé el analisis en un microscopio confocal Nikon
ECLIPSE Ci-L acoplado a un sistema de imagenes digital.

Determinacion de la longitud de los flagelos

La determinacion del tamafio de los flagelos se realizé de forma manual, la medicion
de los flagelos de un promedio de 75 células por tratamiento utilizando el software
FIJI-imageJ (Schindelin et al., 2012). Las preparaciones procesadas se observaron
por microscopia confocal con el sistema de contraste de interferencia diferencial o
contraste de interferencia de Nomarski. El andlisis estadistico se realizé utilizando
la prueba U de Mann Whitney (suma de rangos de Wilcoxon). Con la finalidad de
determinar el numero de células necesarias para calcular diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo con CRISPRI/Cas9 y el grupo control,
se utilizo la férmula para variables continuas n =1+ 26(2)2; en donde C

corresponde a la constante para una potencia (1-p) del 90% y un nivel de
significacion (a) del 5%, S es la desviacion estandar y d es la reduccién esperada.
El resultado obtenido fue de aproximadamente 60 trofozoitos, sin embargo, se

promediaron un total de 75 trofozoitos (National Research Council (US) Committee

26



on Guidelines for the Use of Animals in Neuroscience and Behavioral Research.,
2003).

RESULTADOS

Inactivacion de los sitios RuvC y HNH mediante mutagénesis dirigida

Con la finalidad de construir el vector de expresion regulable para el sistema
CRISPRIi/dCas9, se utilizé inicialmente la secuencia del gen cas9 activo y se
mutaron los sitios de actividad nucleasa RuvC y HNH mediante mutagénesis dirigida
a partir del plasmido pCRISPR/Cas9 (Garcia-Huerta, 2016, Tesis de Maestria)
(Figura 5).
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Figura 5 Mapa del vector de expresion pCRISPR/Cas9 disefiado en la tesis de Maestria y del que se partid para
el disefio del sistema CRISPRi.

Por otro lado, se obtuvieron los oligonucleétidos correspondientes para cada sitio.
Para el sitio RuvC se modifico un Aspartato por una Alanina en la posicion 10 de la
secuencia del gen cas9 (D10A), teniendo asi la secuencia de nucleotidos modificada
que fue GAT>GCC,; y para el sitio HNH se sustituyé una Histidina por una Alanina
en la posicion 840 de la secuencia del gen cas9 (H840A), obteniéndose la secuencia
de nucledtidos modificada la cual fue CAT->GCC. Los oligonucleétidos obtenidos

para la mutagénesis fueron:

27



Secuencia de los oligonucledtidos para RuvC (5'a 3')
5'-ACGCTGTTTGTGCCGATGGCGAGCCCAATGGAGTAC-3"'

5'"-GTACTCCATTGGGCTCGCCATCGGCACAAACAGCGT-3"'

Secuencia de los oligonucledétidos para HNH (5' a 3')
5'-AAAGACTGGGGCACGATGGCATCCACGTCGTAGTCGGAG-3"

5'"-CTCCGACTACGACGTGGATGCCATCGTGCCCCAGTCTTT-3"

Posteriormente, se realizaron dos reacciones de mutagénesis de manera
independiente para poder inactivar los sitios de actividad nucleasa, partiendo del
plasmido inicial pCRISPR/Cas9 (Figura 5) y siguiendo las indicaciones del
proveedor. El plasmido se sometié a la primera reaccién de mutagénesis para el
sitio RuvC, se transformaron bacterias quimicamente competentes y se obtuvieron
22 candidatas. Posteriormente, se analizd por secuenciacion una de las candidatas
(Figura 6), obteniendo la secuencia esperada con el cambio de base GAT>GCC
obteniendo el plasmido piCRISPR/dCas9/RuvC-.
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Figura 6. Alineamiento de la secuencia obtenida de la secuenciacion de la candidata RUVC-1 versus la
secuencia tedrica disefiada con la mutacion (Site), en el recuadro en negro se sefiala la mutacion realizada.

Posteriormente, se sometio el plasmido piCRISPR/dCas9/RuvC- a la segunda ronda
de mutagénesis para el sitio HNH. Para ello, se transformaron bacterias

guimicamente competentes y se obtuvieron 25 candidatas, se analizd por
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secuenciacion una de las candidatas (Figura 7), obteniendo la secuencia esperada
con el cambio de base CAT->GCC, generando el pldsmido piCRISPR/dCas9/RuvC-
/HNH".
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Figura 7. Alineamiento de la secuencia obtenida de la secuenciacion de la candidata HNH-2 versus la secuencia
tedrica disefiada con la mutacion (Sec), en el recuadro en negro se sefiala la mutacion realizada.

Finalmente, mediante andlisis in situ se realiz6 la comparacion de las dos
secuencias en las clonas mutantes contra la secuencia anterior sin los cambios de
base, observando que los cambios se realizaron correctamente. Asimismo, se
compard la secuencia de aminoacidos y se determin6 que también en ésta
ocurrieron los cambios, observando que Histidina fue sustituido por Alanina (Figura
8).

29



RuvC D10A GAT->GCC

Cas9
iCRISPR

HNH H840A CAT->GCC

2-!5

o R R S

iCas9 9 gg 93 g g g ag g e
A T {

Casg e G G P <

Figura 8. Andlisis comparativo de la secuencia nativa de Cas9 con la secuencia mutante iCRISPR. Arriba se
muestra el alineamiento de la secuencia correspondiente a la mutacién RuvC D10A GAT GCC, a nivel de
nucledtidos y a nivel de aminodcidos. Abajo se muestra el alineamiento de la secuencia correspondiente a la
mutacion HNH H840A CAT 2GCC, a nivel de nucledtidos y a nivel de aminodcidos.

Induccion de la expresion de la proteina dCas9

La cepa WB de Giardia se transfecto con el plasmido piCRISPR/dCas9/RuvC/HNH-
y se procedid a realizar la seleccion de las clonas transfectadas empleando 0.2
mg/ml de Geneticina (G418), se realiz6 el cambio de medio cada 48 hrs, hasta tener
cultivos resistentes que contenian el plasmido. Una vez realizado esto, se inicié un
cultivo hasta una confluencia del 50%, se indujo la expresién del sistema
CRISPR/dCas9 con 10 pg/ml de doxiciclina durante 12 hrs, se extrajo proteina. De
ésto, se cargaron 80 g de proteina en geles para su analisis mediante SDS-PAGE
y se realizd la inmunodeteccién de la proteina dCas9 utilizando el anticuerpo
comercial anti-Cas9 (1:5000) (Sigma-Aldrich).
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Figura 9. Ensayo de inmunotransferencia para determinar la expresion de dCas9 en Giardia. Carril 1 marcador
de peso molecular. Carril 2 control positivo Cas9 activa. Carril 3 Control células WB sin transfeccion. Carril 4
células transfectadas con el pldsmido piCRISPR/dCas9/RuvC-/HNH- e inducidas con doxiciclina. Se usé Tubulina
como control de carga para cada carril.

La proteina dCas9 de peso molecular esperado de 160 kDa fue inmuno-detectada
con el anticuerpo anti-Cas9 (carril 4). Para corroborar que éste funcionaba, se utilizé
como control positivo a la nucleasa Cas9 silvestre, en la cual se habia corroborado
previamente su expresion (Garcia-Huerta, 2016, Tesis de Maestria). En este ensayo
se obtuvo la banda esperada en 160 kDa (carril 2), indicando que la proteina se
expresa adecuadamente. El control negativo fueron células WB sin transfectar, y en
estos extractos, como se esperaba, no se observo la banda de 160 kDa (carril 3).

En estos ensayos se utilizd tubulina como control de carga.

Clonacién de la secuencia parala sefial de localizacién nuclear 2340 en dCas9

La clonacién de la NLS 2340 en el plasmido piCRISPR/dCas9/RuvC/HNH: se
realiz6 mediante el sistema de ensamble Gibson, adicionando la NLS de 2340
posterior a la etiqueta 3XMyc presente en el extremo amino terminal, mas una
etiqueta de Hemaglutinina (HA) sin modificar la secuencia inicial y recorriendo el

codoén de paro, como se muestra en la Figura 10.
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SV40 dCas SV40  3XMyc NLS  HA

GAATTCTCCAAAAGAGTGATCCTCGCCGACGCTAACCTCGATAAGGTGCTTTCTGCTTACAATAAGCACAGG
GATAAGCCCATCAGGGAGCAGGCAGAAAACATTATCCACTTGTTTACTCTGACCAACTTGGGCGCGCCTGCA
GCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATAGACAGAAAGCGGTACACCTCTACAAAGGAGGTCCTGGACGCCACA
CTGATTCATCAGTCAATTACGGGGCTCTATGAAACAAGAATCGACCTCTCTCAGCTCGGTGGAGACAGCAGG
GCTGACGGTGACCCCCCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGGCATCAATGCAGAAGCTGATCTCGGAGGAGGATC
TGCTGCGTAGTGAAGAACAAAAACTTATAAGTGAAGAAGATTTATTGAGGTCAGAGGAACAGAAATTAATITT
CAGAAGAGGACCTTTTACCAGAGAAGAAGCGGTCCAAGTCCTCCAAGTCCTCACGCAAAGAGAAAAAACGC
CACGAGGACGAGGGTATGAAGGATCGTAGAGTTAGTAAAATTAAGAGCGAATATCCTTATGACGTCCCAGA
CTACGCGGAGTACCCATACGATGTACCTGATTATGCTGAGTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTGGATC

CTGATGAGGATCCTGAATCGAATTC

Figura 10. Secuencia de dCas9 en el plasmido con la adicion de NLS 2340 y el epitope HA. Las secuencias
subrayadas GAATTC son los sitios de restriccion EcoRIl en ambos extremos utilizados para clonar la NLS2340,
en azul se muestra un fragmento de la secuencia al final del gen dCas9, en naranja se muestra la secuencia de
la NLS de SV40 ya incluida en el pldsmido, en verde se muestra el epitope 3XMyc, en rojo se muestra la
secuencia de la NLS 2340 y en negro la secuencia del epitope HA.

5’23’ Marco de lectura 1

atg gga ccc aag aag aag agyg aag gtg ggg gty acc atg gac aag aag tac tcoc att ggg
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Figura 11. Secuencia nucleotidica y aminoacidica completa de dCas9 en el pldsmido con la adicion de NLS 2340
y el epitope HA. Se observan todas las secuencias en fase, la secuencia de dCas9 inicia con el primer codon
“atg”, en amarillo se muestra la secuencia de la NLS de SV40, en verde se muestra el epitope 3XMyc, en rojo
se muestra la secuencia de la NLS 2340y en negro la secuencia del epitope HA. La secuencia termina en codon
de paro “tga”.
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Figura 12. Mapa del vector de expresion piCRISPR/dCas9/RuvC-/HNH- sefialando los dos sitios de restriccion

EcoRlI (recuadros rojos) seleccionados para la clonacion de la NLS 2340 y HA.

Como se observa en la Figura 11, la adicion de las secuencias para la NLS 2340
(en color rojo) y el epitope HA (en color negro) no generaron un desplazamiento en
el marco de lectura del gen dCas9, el cual se tiene en fase. En el mapa del plasmido,

obtenido en el siguiente sitio https://web.expasy.org/translate/, se muestra la

secuencia completa de dCas9 tanto a nivel de nucleétidos, como a nivel de

aminodcidos, en los cuales se muestra el marco completo de lectura.

En éste, se seleccionaron los sitios de restriccion para la enzima EcoRI (rectangulos
rojos) (Figura 12), el cual, estaba presente posterior al codén de paro (en la regién
6639) y también a 288 pb de la secuencia del gen dCas9 (en la regién 6177 en azul),

la cual fue restituida por completo posterior a la ligacion.

La extraccion del plasmido piCRISPR/dCas9/RuvC/HNH- se realiz6 por dos
métodos de extraccion de DNA diferentes, mediante el método MiniPrep y mediante
el método EasyPrep. Estos se sometieron a la reaccion de restriccion con la enzima

EcoRl, utilizando como control negativo de la reaccion al plasmido, pero sin adicion
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de EcoRl, sin obtener linealizacion del plasmido ni liberacion de productos como era
esperado (Figura 13, carril 2 y 4). Posterior a la restriccion con EcoRI se obtuvo el
plasmido linealizado y la liberacién de un producto de 462 pb, como era esperado,
tanto para el plasmido obtenido por MiniPrep (carril 3), como para el obtenido por
EasyPrep (carril 5). De manera interesante, en los carriles 2 y 3 para el plasmido
obtenido por MiniPrep, se observa una banda arriba del inserto esperado de 462
pb, aun sin la presencia de enzima de restriccion, lo que podria ser un artefacto
mismo del plasmido, ya que se observa en ambos carriles a la misma altura.

PICRISPR(Mirs) pICRISPR{Easy)

1kb
. - + - + EcoRl

462 pb

Figura 13. Electroforesis en gel agarosa al 0.8% para verificar la liberacion del inserto de 462 pb y la
linealizacion del pldsmido piCRISPR/dCas9/RuvC-/HNH- mediante restriccion con EcoRl. Carril 1 marcador de
peso molecular 1kb. Carril 2 plasmido extraido por MiniPrep sin enzima de restriccion como control negativo.
Carril 3 plasmido extraido por MiniPrep digerido con EcoRl. Carril 4 pldsmido extraido por EasyPrep sin enzima
de restriccion como control negativo. Carril 5 pldsmido extraido por EasyPrep digerido con EcoRl.

Los insertos para la reaccién de ligacion Gibson fueron obtenidos mediante PCR de
Alta Fidelidad (HF-PCR), realizando el disefio en el programa Oligo 7 (Rychlik,
2007). El total de insertos fueron 3 y cada inserto complementa 20 pb con el inserto
adyacente con el que hibridara, los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion

de cada inserto incluian los 20 pb (Figura 14).
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Figura 24 Esquema de la secuencia dCas9 mostrando los sitios de union de los oligonucledtidos en cada uno
de los insertos, en flechas azules se muestran los oligonucledtidos Fw y Rv utilizados para amplificar la parte
de dCas9 que se corté mds la SV40 y el 3XMyc (inserto 1); en flechas rojas se muestran los oligonucledtidos Fw
y Rv para amplificar la NLS 2340 (inserto 2); en flechas verdes se muestran los oligonucledtidos Fw y Rv para
amplificar la secuencia de HA (inserto 3).

El primer par de oligonucledtidos, dCas9-EcoRI Forward y Reverse (Fw y Ry,
flechas azules respectivamente) amplifican la parte de dCas9 que se corté (Figura
14 en azul) mas la SV40 (Figura 14 en naranja) y el 3XMyc (Figura 14 en verde)
generando el inserto 1, el oligo Fw1 tiene 20 pb complementarios al vector, el oligo
Rv1 tiene 20 pb complementarias a la NLS 2340 (Figura 14 en rojo) y amplifican un
producto de 487 pb.

>Fw1 dCas9-EcoRlI
AGATCATCGAGCAAATAAGCGAATTCTCCAAAAGAGTGAT
>Rv1 dCas9-EcoRl
TTGGACCGCTTCTTCTCTGGTAAAAGGTCCTCTTCTGAAA

El segundo par de oligonucle6tidos NLS-2340 Fwl y Rvl (Fw y Ry, flechas rojas
respectivamente) amplifican la NLS 2340 (Figura 14 en rojo) del genoma de Giardia,
el oligo Fw1 contiene 20 pb complementarios al 3XMyc (Figura 14 en verde), el oligo
Rvl tiene 20 pb complementarios a la HA (Figura 14 en negritas) generando el

inserto 2.

>Fwl NLS-2340
TTTCAGAAGAGGACCTTTTACCAGAGAAGAAGCGGTCCAA
>Rv1 NLS-2340

GGGACGTCATAAGGATATTCGCTCTTAATTTTACTAACTC
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El tercer par de oligonucleétidos HA-EcoRI Fwl y Rvl (Fw y Ry, flechas verdes
respectivamente) amplifican la etiqueta HA (Figura 14 en negritas). El oligo Fwl
contiene 20 pb complementarias a la NLS 2340 (Figura 14 en rojo), el oligo Rvl
contiene 33 pb complementarios al otro extremo del plasmido y reconstruye el sitio
EcoRI (es mas grande este oligo puesto que también incluye el codoén de paro y la
secuencia restante del vector, mas los 20 pb que hibrida con el vector) generando
el inserto 3.

>Fwl HA-EcoRlI

GAGTTAGTAAAATTAAGAGCGAATATCCTTATGACGTCCC

>Rv1 HA-EcoRl
GGTCGACGGAAAGAATTCGATTCAGGATCCTCATCAGGATCCAGCGTAATCTG

Serealiz6 la reaccion de PCR correspondiente, para el inserto dCas9/EcoRl (inserto
1), se utiliz6 como molde el plasmido piCRISPR/dCas9/RuvC/HNH-, las
condiciones de amplificacién fueron temperatura de hibridacién de 56° durante 1
min y una temperatura de elongacion de 72° durante 30 seg, obteniendo un producto
de PCR esperado de 487 pb (Figura 15, carril 3). Para amplificar el inserto NLS
(2340) (inserto 2), se utilizo6 como molde el DNA gendmico de Giardia, las
condiciones de amplificacién fueron temperatura de hibridacién de 56° durante 1
min y una temperatura de elongacion de 72° durante 15 seg, obteniendo un producto
de PCR esperado de 142 pb (carril 5). En relacién con el inserto HA/EcoRlI (inserto
3), se utiliz6 como molde un pladsmido que contenia la secuencia para la etiqueta
HA, las condiciones de amplificacién fueron temperatura de hibridacion de 54°
durante 1 min y una temperatura de elongacion de 72° durante 15 seg, obteniendo
un producto de PCR esperado de 160 pb (carril 7). Posteriormente, se purificaron
las bandas mediante electrodialisis y se adicionaron a la reaccion Gibson para
formar el plasmido piCRISPR/dCas9/2340NLS/HA.
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Figura 35. Electroforesis en gel agarosa al 1% de las reacciones de PCR para verificar identidad de insertos.
Estos son: dCas9, NLS (2340) y HA/EcoRI. Carril 1 marcador de peso molecular 100 pb. Carril 2 control negativo
de la reaccion de PCR para el inserto dCas9/EcoRlI. Carril 3 PCR del inserto 1 para dCas9/EcoRI. Carril 4 control
negativo de la reaccion de PCR para el inserto NLS (2340). Carril 5 PCR del inserto 2 para la NLS (2340). Carril
6 control negativo de la reaccion de PCR para el inserto HA/EcoR|. Carril 7 PCR del inserto3 para HA/EcoRl.

La reacciéon de ligacion se utilizd6 para transformar bacterias quimicamente
competentes de E. coli cepa Sure2. De éstas se obtuvieron 2 candidatas, las cuales
fueron analizadas por PCR para buscar la presencia del inserto. En este caso, se
utilizé el juego de primers 1 Fw y 3 Rw (Figura 14, flechas en azul y rojo
respectivamente). en donde, uno de ellos hibrida en la secuencia del gen dCas9 y
el segundo hibrida al final del inserto, de tal manera que, en presencia de inserto
amplifican un producto de PCR de 709 pb, y sin la presencia del inserto el oligo no
hay sitio en el cual hibride, por lo que, no hay amplificacion. Se analizaron las dos
candidatas, obteniendo la banda esperada de 709 pb Unicamente en la clona 2

(Figura 16, carril 3) y ausente en la clona 1 (carril 2).
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Figura 16. Electroforesis en gel agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la verificacion del inserto de 709 pb
de las dos clonas analizadas. Carril 1 marcador de peso molecular 100 pb. Carril 2 PCR de la clona 1. Carril 3
PCR de la clona 2.

Con la finalidad de validar los resultados, se realizé una reaccién de restriccion con
EcoRI (Figura 17), observando la liberacion de un producto de 462 pb para la clona
1, el cual corresponde al producto de restriccion sin el inserto (carril 3). De manera
similar, en la figura 14 se observa una banda arriba del inserto esperado de 462 pb
que podria ser un artefacto mismo del plasmido; mientras que, para la clona 2 se
observo la liberacién de un producto de mayor tamafio en 663 pb correspondiente
al inserto esperado (carril 4). Estos resultados se validaron por PCR con lo cual se

confirmd la presencia del inserto para la NLS 2340.
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Figura 47 Electroforesis en gel agarosa al 1% para la verificacion la liberacion del inserto de 663 pb mediante
restriccion con EcoRl. Carril 1 marcador de peso molecular 1kb. Carril 2 pldsmido sin enzima EcoRI como control
negativo. Carril 3 clona 1 digerida con EcoRl. Carril 4 clona 2 digerida con EcoRl.

Posteriormente, se realizd la secuenciacion de la clona 2 positiva, obteniendo la

secuencia integra e idéntica al alinearla con la secuencia tedrica, incluyendo las

secuencias para la NLS 2340 y la HA (Figura 18).
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Figura 18 Alineamiento de la secuencia de la clona 2 obtenida por secuenciacion considerando la secuencia
tedrica disefiada. En colores se sefialan las diferentes secuencias correspondientes al disefio en la figura 11, en
color azul la secuencia correspondiente a dCas9, en amarillo la secuencia de la NLS de SV40, en verde la
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secuencia de la etiqueta 3XMyc, en rojo la secuencia afiadida para la NLS (2340), en negro la secuencia afiadida
para la HA.

De esta forma se obtuvo el vector de expresion piCRISPR/dCas9/2340NLS/HA que
contiene la proteina dCas9 con la NLS 2340 (Figura 19).

Notl (9818)
gRNAZ Inic a-tub AmpR
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Vel pICRISPR/dCas9/NLS2340/HA/ —_—
EcoR1 (6840) HEA0N NLS SV40
Stop codon RuvC
HA
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3xMYC / /
NLS SV40 \ dCas9
EcoR1{6177) HNH

Figura 19 Mapa del vector de expresion piCRISPR/dCas9/2340NLS/HA. En naranja se sefiala la secuencia
completa de dCas9, posteriormente, en flechas verdes, se muestran las secuencias ya adicionadas de la
NLS2340 y el epitope HA.

Determinacién de lalocalizacién nuclear de dCas9 con la NLS 2340 en Giardia

Una vez confirmada la clonacion de la NLS 2340, se realizaron los ensayos de
inmunofluorescencia para verificar la funcionalidad de la NLS y la localizacion de
dCas9 en el nucleo, utilizando el anticuerpo primario anti-Cas9 y como secundario
un anticuerpo anti-raton acoplado al fluor6foro Alexa 488, los nucleos fueron
evidenciados utilizando DAPI (azul) y se realizo el analisis mediante microscopia
confocal. Como control negativo del experimento, se utilizaron trofozoitos de Giardia
cepa WB con el plasmido piCRISPR/dCas9/2340NLS/HA, pero sin inducir con
doxiciclina (Figura 20), observando sefial baja del anticuerpo distribuida en el

citoplasma de la célula (verde), y no se determind su presencia en nucleo.
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DAPI Anti-Cas9

Figura 20. Inmunofluorescencia indirecta para la determinacion subcelular de dCas9. Panel A células marcadas
con DAPI en azul, panel B células transfectadas con el pldsmido piCRISPR/dCas9/2340NLS/HA sin induccién y
detectadas con anti-Cas9 en verde, panel C Merge.

Cuando las células son inducidas con 10 pg/ml de doxiciclina durante 12 horas
(Figura 21), se observa una evidente sefial de dCas9 en nudcleo (verde), misma que
sobrelapa con la sefial de DAPI en el nucleo (azul), la cual se evidencia mas en la
amplificacion (Figura 22). Confirmando la presencia de dCas9 en nucleo, la cual es

importante para su funcion represora.
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DAPI Anti-Cas9

Figura 21. Micrografia de trofozoitos de Giardia para la determinacion de dCas9 en nicleo, por medio de
inmunofluorescencia indirecta. Panel A células marcadas con DAPI en azul, Panel B células transfectadas con
el pldsmido piCRISPR/dCas9/2340NLS/HA e inducidas con 10 ug/ml de doxiciclina durante 12 horas y
detectadas con anti-Cas9 en verde, Panel C recuadro Merge.
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DAPI Anti-CasS

Figura 22. Amplificacion de la micrografias de trofozoitos de Giardia analizados por ensayos de
inmunofluorescencia indirecta para la determinacion de dCas9 en nucleo. Estas imdgenes corresponden a la
amplificacion de las micrografias incluidas en la figura 22. Panel A células marcadas con DAPI en azul, panel B
células transfectadas con el pldsmido piCRISPR/dCas9/2340NLS/HA e inducidas con 10 ug/ml de doxiciclina
durante 12 horas y detectadas con anti-Cas9 en verde, panel C Merge.

Construccion del vector de expresion especificos para el silenciamiento del
gen de alta expresion: a-tubulina

El siguiente paso para la construccion del sistema CRISPRi/Cas9 es la ligacion de
la secuencia para el gRNA dirigido contra el gen de alta expresion a-tubulina de
Giardia dentro del plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA; debido a que el gRNA
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también es inducible con doxiciclina, se incluyeron las secuencias de los operadores
Tetl y Tet2 para la union del represor, ademas de la secuencia para el promotor P1
y una secuencia de polyAs como secuencia terminadora de la transcripcion
(Tomasselli et al., 1990). La secuencia blanco fue disefiada en el programa
bioinformético Eukaryotic Pathogen CRISPR gRNA Design Tool, disponible en la
pagina web https://grna.ctegd.uga.edu/.
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Figura 23 Andlisis bioinformdtico en el programa Eukaryotic Pathogen CRISPR gRNA Design Tool. Arriba se
muestra el esquema de la secuencia a-tubulina, incluyendo sus UTR’s y su ORF, las flechas en verde indican los
gRNAs que se seleccionaron para probar, del listado total de gRNAs que sugiere el programa, en flecha roja se
sefiala el gRNA con mayor score. Abajo se muestra una parte de la tabla de los gRNAs que sugiere el programa
donde se sefialan en rectangulos verdes los gRNAs seleccionados para probar y en rectdngulo rojo, el gRNA
con mejor score.

En el listado observado en la tabla de la figura 23, se muestran diferentes gRNAs
arrojados por el software, en orden descendente en base a su score, siendo el gRNA
alphatub_1537 el de mejor score (denominado como gRNA-3best), el gRNA
alphatub_295 el que hibrida en el sitio de inicio de la transcripcion (denominado
como gRNA-1trans) y el gRNA alphatub_305 el que hibrida después el sitio de inicio
de la traduccion, dentro de la region codificante (denominado como gRNA-2start).
Sin embargo, debido a su ubicacion en el gen y basados en la bibliografia, la
eficiencia de silenciamiento es mayor si los gRNAs se dirigen en el sistema CRISPRI
a la region promotora o al sitio de inicio de la transcripcion (Depardieu & Bikard,
2020; Gilbert et al., 2013; Kanfer et al., 2021). Por lo que, a pesar de que para el
sistema CRISPR para edicion se requieren los gRNAs con mayor score, para el
sistema CRISPRI para silenciamiento es mas eficiente dependiendo del sitio de
unién. Del listado obtenido en el programa bioinformatico (Figura 23), se obtuvieron
3 gRNAs para a-tubulina, de los cuales, se selecciond solo el gRNA-2start y el
gRNA-1trans (6valos rojos en Figura 24), para ello, el gRNA-2start se ubico a 4 pb
downstream (en azul) del sitio de inicio de la traduccion del gen (ATG en rojo) y la
region codificante, mientras que el gRNA-1trans se ubicd dentro del sitio de inicio
de la transcripcion (en amarillo) y el inicio de la traduccion del gen como se observa
en la secuencia (Figura 24). Descartando el gRNA-3best debido a la posicion en la
que hibrida.
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Figura 24 Localizacion de los gRNAs dirigidos versus la secuencia de la a-tubulina. Arriba se muestra el gen
completo y las regiones en donde se dirigen los gRNAs, en dvalos rojos se muestran los dos gRNAs
seleccionados para su clonacion. Abajo se muestra la secuencia en forma de nucledtidos en donde se sefialan
las regiones donde hibridan los gRNAs, en amarillo se muestra el sitio de inicio de la transcripcion y en rojo el

sitio de inicio de la traduccion.

Existen dos genes para o-tubulina, uno ubicado en el cromosoma 3
(GL50803 00112079) y el segundo wubicado en el cromosoma 5
(GL50803 _00103676), por lo que se realizé un alineamiento de las dos secuencias

para determinar si los gRNAs disefiados podian inhibir a los dos genes (Figura 25).
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> a-tubulina1 AAAGTTGAGAGATCGTTCTGGGGCCTGATTAAAATCATTTTAAATTTAAATCAGCCAAAT
> a-tubulina 2 AGAGCGTCGAGCT----- TCTTCTGGAGCAGAAAACAATTTAGAATTCAAATCAGCAAAT

* ¥ L E I * Rk k¥ EEkE %k %% ¥k e T2

— gRNA-1trans gRNA-2start

e e Rl
> a-tubulina 1 TCCAGAGTCTGGACGGGCGGAAA]‘AAAAATGCGTGAGTGCATCTCGGTCCACATCGGCCA
> a-tubulina2 TCCAGAGTCTGGACGGGCGGAAATAAAAATGCGTGAGTGCATCTCGGTCCACATCGGCCA
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> a-tubulina1 GGCCGGAGTCCAGATCGGCAACGCCTGCTGGGAGCTCTACTGCCTCGAGCACGGGATCCA
> a-tubulina 2 GGCCGGAGTCCAGATCGGCAACGCCTGCTGGGAACTCTACTGCCTCGAGCACGGGATCCA

B T e b e e

> a-tubulina1 GCACGACGGCCAGATGCCGTCCGACAAGACGATCGGGGGCGGCGACGACGCGTTCAACAC
> a-tubulina 2 GCACGACGGCCAGATGCCGTCCGACAAGACGATCGGGGGCGGCGACGACGCGTTCAACAC

B B S T S o e

Figura 25 Alineamiento de la region promotora y sitios de inicio de la transcripcion y traduccion de los dos
genes de a-tubulina presentes en Giardia. La primera secuencia representa al gen de la a-tubulina 1 presente
en el cromosoma 3, la sequnda secuencia representa al gen de la a-tubulina 2 presente en el cromosoma 5 de
Giardia. La linea corta verde sefiala el coddn de inicio de la traduccion (ATG), la linea y la flecha negra sefialan
el sitio de inicio de la trascripcion en ambos genes, y la linea roja sefiala el promotor para ambos genes. En
verde claro, se observa la region de hibridacion del gRNA-1trans y en azul la region de hibridacion del gRNA-

2start.

En el alineamiento se observa que las secuencias codificantes de ambos genes son
las mismas pero difieren en la regién promotora y son iguales para el sitio de inicio
de la trascripcién y la traduccion, al igual que una secuencia promotora similar en la
region mas préxima al sitio de inicio de la transcripcion, que es la regién donde
hibrida el gRNA-1trans, por lo que, ambos genes son reconocidos de la misma
manera por los dos gRNAs disefiados y por lo tanto ambos genes son silenciados
por este gRNA.

En direccion 5'>3' se disefio la secuencia del gRNA-2start de la siguiente manera:

5’pNlop-Dralll+ Promoter P4 +Tetl-Tet2+ target RNA + guide RNA scaffold + Dralll-3’pNlop:

ACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT GARARTAARTTARATCCARAT I AANACTIIAAGATCT

CCTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAAATGCGCTGAGTGCATC
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TGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCAC
CGAGTCGGTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACG

Para insertar la secuencia descrita anteriormente, se utilizo el sistema de ligacion
por Gibson, la secuencia de 262 pb se dividié en cuatro oligonucledétidos y se realizé
el disefio de cada uno de ellos. Para todas las clonaciones de gRNA, el guide RNA
scaffold (en azul) corresponde al RNA transactivador que siempre sera el mismo, y
el target RNA (en verde) corresponde a los 20 pb que seran especificos para cada
gen y cambiara en cada clonacién. Ambos conformaran el RNA guia (QRNA).

ACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACT T

I . CTAGTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAAATGCCTGAGTGCATC
TeTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA

.AGTCGGTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACG

>QOligo Dralll P1-Tet F2

ACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACT T

>0ligo P1-Tet (QRNA2-start) R2

CcTCTAAAACAGATCCACTCACGCATTTTTTCTCTATCACTGATAGGGACTAGTC

>0ligo gRNA(gRNA2-start) F2

AAAAAATGCGTGAGTGCATCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA G

>Oligo Dralll-gRNA R2

CGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCACCGAC THECICOORE

La secuencia marcada en rojo es la que hibrida entre el Oligo Dralll P1-Tet F2 y el
Oligo P1-Tet (gRNA2-start) R2. La secuencia marcada en amarillo es la que hibrida
entre el Oligo P1-Tet (JRNA2-start) R2 y el Oligo gRNA (gRNA2-start) F2. La
secuencia marcada en rosa es la que hibrida entre el Oligo gRNA (gRNA2-start) F2
y el Oligo Dralll-gRNA R2. Los oligonucledtidos estan disefiados para que la
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secuencia Dralll se regenere en cada extremo, esto permite poder cortar y eliminar
la secuencia del gRNA para poder utilizar el plasmido para otro objetivo o bien si se
requiere cambiar la secuencia del gRNA para dirigirla contra otro gen, este pueda
ser removido utilizando Dralll, al remover el gRNA también se elimina la secuencia
del promotor P1 y de los operadores Tetl y Tet2, por lo que, al clonar un nuevo
gRNA, también se deben de clonar estas secuencias. Los oligonucleotidos
sintetizados se resuspendieron en H20 y se resolvieron en un gel de agarosa al 2%
para su posterior purificacién. posteriormente fueron repararon con su par
correspondiente utilizando la enzima DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment

exo- (NEB) para poder tenerlos en doble cadena (Figura 26).

P1-Tet gRNA(a-tub)
xu:m F R Repar, F R Repar.
1000
500 ==
300 — === .
388 - - - = ~145pb dsDNA
‘ - ~88pb ssDNA

Figura 26 Electroforesis en gel agarosa al 2% para la verificacion de los oligonucledtidos reparados. Carril 1
marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2 oligo Forward (F) en cadena sencilla correspondiente a la
secuencia P1-Tet. Carril 3 oligo Reverse (R) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia P1-Tet. Carril 4
oligonucledtidos reparados y en doble cadena correspondientes a la secuencia P1-Tet. Carril 5 oligo Forward
(F) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia gRNA-atub. Carril 6 oligo Reverse (R) en cadena sencilla
correspondiente a la secuencia gRNA-atub. Carril 7 oligonucledtidos reparados y en doble cadena
correspondientes a la secuencia gRNA-atub.

Una vez reparados los oligonucleétidos (Figura 26), se puede ver que ambos pares
se encuentran en doble cadena puesto que se observa las bandas en los carriles 4
y 7 a la altura de ~145 pb, comparadas con los oligonucleétidos en cadena sencilla
gue migran a la altura de ~88 pb. Estos oligonucledtidos se ligaran en el plasmido
PiICRISPR/dCas9/NLS2340/HA.
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Por otro lado, el plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA se linealizé y se
desfosforil6 en los extremos para poder ser utilizado en la ligaciéon. Para ello, se

selecciono el sitio de restriccion para Dralll (Figura 27).

R E—1
RanP_
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NeomycinR /' Tet1
A’ / —
& N
" pICRISPR/dCas9/NLS2340/HA/ | |
Tet repressor | 1, Start
& 10700 bp f ‘
EcoRI (6840) AT i NLS SV 40
Stop codon |\ & / RuvC
NLS 2340 *\3‘/ B 5
IMYC / —\/
NLS SV40 Cas9
EcoRI (6177) HNH

Figura 27 Mapa del vector de expresion piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA. Se sefialan los dos sitios de restriccion
Dralll (recuadros azules) seleccionados para la clonacion de la secuencia para el gRNA.

Se realizo la restriccion del plasmido con la enzima Dralll (Figura 28), se obtuvo una
banda corresponden al plasmido linealizado con Dralll a la altura de ~10084 pb
(carril 3) comparada con las bandas de los plasmidos sin digerir que se observa su

migracion mas retardada (carril 2). Se cortd y purifico la banda para posteriormente

ser utilizada en la ligacion.
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Figura 58 Electroforesis en gel agarosa al 1% para verificar la linealizacion del vector de expresion
piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA mediante restriccion con Dralll. Carril 1 marcador de peso molecular 1kb. Carril
2 pldasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA sin adicion de Dralll como control negativo. Carril 3 pldsmido
piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA digerido con Dralll indicado como PiCas9.

Teniendo, ya para entonces, por un lado, el plasmido
pPiCRISPR/dCas9/NLS2340/HA circular y desfosforilado, y por otro lado los
oligonucledtidos ya reparados (doble cadena), se prosiguio a realizar la ligacion por
el sistema Gibson. Para esta ligacién se utilizé una relacién molar 1:6, siendo uno
de plasmido o vector contra seis de inserto. Posteriormente a las reacciones, se
transformaron bacterias Sure2 quimicamente-competentes y se plaquearon e
incubaron en cajas LB+Amp para seleccionar aquellas clonas que contenian el
plasmido ligado. Por otro lado, se utilizaron dos controles para la reaccion, para el
primero, se transformaron bacterias con el pldsmido circular o linear y
desfosforilado. Para el segundo control, se coloc6 una reaccion independiente que
contenia el plasmido linear y desfosforilado mas la ligasa del sistema Gibson; para
determinar el fondo de plasmido que no se desfosforild y esta presente en la

reaccion de ligacion.
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Se obtuvieron un total de 12 candidatas para la clonacion del gRNA-1start (Figura
29), las cuales fueron analizadas por PCR utilizando oligonucleoétidos que flanquean
a la secuencia insertada, de tal manera que si hay inserto presente, el producto
esperado seria de 384 pb, de lo contrario, al no haber inserto, el producto esperado
seria de 185 pb.

M
100pb

C- 11 12 13 14 15 16 17 18 19 110 111 112

384pb
165pb

Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la verificacion del inserto del
gRNA-1start dirigido contra tubulina, en el pldsmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA. Carril 1 marcador de peso
molecular 100pb. Carril 2 control negativo de la reaccion de PCR. Carril 3 al 14 PCR clonas con inserto gRNA-
1start.

De las 12 candidatas que se obtuvieron (carril 3 al 14), todas presentaron el
amplificado de 384 pb, lo que indica la presencia del inserto para el gRNA,
comparando con la amplificacién del plasmido sin inserto donde se observa un
producto de amplificacién en los 165 pb (carril 2). Para corroborar los resultados
anteriores y verificar que la secuencia fuese la correcta y no existiera alguna
mutacion, se selecciond al azar la clona 11 e 12 y se realizd su secuenciacion. Sin
embargo, las primeras secuenciaciones resultaron con secuencias mezcladas, por
lo que fue necesario realizar una previa amplificacién con una Polimerasa de alta
fidelidad (Figura 30), posteriormente, se corto la banda correspondiente al inserto
de 384 pb, se purifico y se realiz6 nuevamente la reaccion de secuenciacion, se

selecciond unicamente la clona 11 para secuenciar.
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Figura 30 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la amplificacion con la polimerasa
de alta fidelidad del inserto gRNA-2start. Carril 1 marcador de peso molecular 100 pb. Carril 2 PCR de alta
fidelidad para la clona I1. Carril 3 PCR de alta fidelidad para la clona 12.

Los resultados de la secuenciacion confirman que efectivamente el inserto para el
gRNA-2start para a-tubulina presente en la clona I1 fue insertado correctamente y

su secuencia aline6 con la secuencia tedrica disefiada (Figura 31).
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Figura 31 Alineamiento de la secuencia del gRNA-2 start de la clona 11 obtenida por secuenciacion versus la
secuencia tedrica disefiada.
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Una vez teniendo la primera construccion correspondiente al gRNA-2start contra la
a-tubulina, se prosiguié a realizar el disefio y construccién del segundo gRNA

propuesto.
En direccion 5'>3' se disefio la secuencia del gRNA-1trans de la siguiente manera:
>gRNA-1trans a-tub

5’pNlop-Noti+ _ +Tetl-Tet2+ target RNA + guide RNA scaffold + Notl-3’pNlop:
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ACTCCTGTCCCATTTCTAGAGCGGCCGCHARARTARATTARATCCAAATTARAACTITARGATCTC

CTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACAGTGCATCTCGGTCCACAT

GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACC
GAGTCGGTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAAT

Se realiz6 la misma metodologia descrita para el gRNA-2 start, modificando

Gnicamente los 20 pb correspondientes al target RNA.

ACTCCTGTCCCATTTCTAGAGCGGCCGCTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACTT e

I G- CTAGTCCCTATCAGTGATAGAGAGAGTGCATCTCGGTCCACAT
cTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAARATAAGGCT A

IAGTCGGTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAAT

>0Oligo Notl P1-Tet F2

ACTCCTGTCCCATTTCTAGAGCGGCCGCTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACT TN

>0ligo P1-Tet (gRNA-1trans a-tub) R2

cTCTAAAACATCTGGACCCAGATGCACTCTCTCTATCACTGATAGGGACTAGTC GG

>0ligo gRNA (gRNA-1trans a-tub) F2

AGAGTGCATCTCGGTCCACATGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA G

>0ligo Notl-gRNA R2

ATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCACCGACTHECICORE

La secuencia marcada en rojo es la que hibrida entre el oligo Oligo Notl P1-Tet F2
y el oligo Oligo P1-Tet (gRNA-1trans a-tub) R2. La secuencia marcada en amarillo
es la que hibrida entre el oligo P1-Tet (gRNA-1trans a-tub) R2 y el oligo gRNA
(gRNA-1trans a-tub) F2. La secuencia marcada en rosa es la que hibrida entre el
Oligo gRNA (gRNA-1trans a-tub) F2 y el oligo Notl-gRNA R2. Los oligonucledtidos
estan disefiados para que la secuencia Notl se regenere en cada extremo, esto

permite poder cortar y eliminar la secuencia del gRNA para poder utilizar el plasmido
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para otro objetivo o bien si se requiere cambiar la secuencia del gRNA para dirigirla
contra otro gen, éste pueda ser removido utilizando Notl. Los oligonucledétidos
sintetizados se resuspendieron en H20 y se resolvieron en un gel de agarosa al 2%
para su posterior purificacion. Posteriormente fueron reparados con su par
correspondiente utilizando la enzima DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment
exo- (NEB) para poder tenerlos en doble cadena (Figura 32).

ii P1-Tet —I (zRNA(a-tub) 7'.

mrpb F R Repar. F R Repar
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~88pb ssDNA

Figura 32 Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la verificacion de los oligonucledtidos reparados. Carril
1 marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2 oligo Forward (F) en cadena sencilla correspondiente a la
secuencia P1-Tet. Carril 3 oligo Reverse (R) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia P1-Tet. Carril 4
oligonucledtidos reparados y en doble cadena correspondientes a la secuencia P1-Tet. Carril 5 oligo Forward
(F) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia gRNA-atub. Carril 6 oligo Reverse (R) en cadena sencilla
correspondiente a la secuencia gRNA-atub. Carril 7 oligonucledtidos reparados y en doble cadena
correspondientes a la secuencia gRNA-atub.

Una vez reparados los oligonucleétidos (Figura 32), se puede ver que ambos pares
se encuentran en doble cadena puesto que se observan las bandas en los carriles
4y 7 alaaltura de ~145 pb, comparadas con los oligonucleétidos en cadena sencilla
gue migran a la altura de ~88 pb. Los oligonucleétidos sencillos para generar el
gRNA se aprecian como una banda muy tenue, sin embargo, el fragmento de
cadena doble para el gRNA se observa a la altura de la banda en 145 pb. Asi, las

bandas correspondientes a cada par de oligonucleétidos reparados fueron cortadas
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y purificadas para su posterior ligacion en el plasmido
PiICRISPR/dCas9/NLS2340/HA.

Por otro lado, el plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA se linealiz6 y se
desfosforil6 en los extremos para poder ser utilizado en la ligaciéon. Para ello, se
selecciono el sitio de restriccion para Notl.

Se realizé la restriccion del plasmido con la enzima Notl (Figura 33), se obtuvo una
banda corresponden al plasmido linealizado con Notl a la altura de ~10084-pb (carril
3) comparada con las bandas de los plasmidos sin digerir que se observa su

migracion mas retardada (carril 2). Se corté y purifico la banda para posteriormente
ser utilizada en la ligacion.

Notl

~10084pb

250

Figura 63 Electroforesis en gel agarosa al 1% para verificar la linealizacion del vector de expresion
piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA mediante restriccion con Notl. Carril 1 marcador de peso molecular 1kb. Carril 2
pldsmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA sin adicion de Notl como control negativo. Carril 3 pldsmido
piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA digerido con Notl.
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Ya con el plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA linealizado y desfosforilado, y
los oligonucledtidos ya reparados (doble cadena), se realizo la ligacion reaccién de
ligacion Gibson. Para esta ligacion se utilizé una relacion molar 1:6, siendo uno de
plasmido o vector contra seis de inserto. Posteriormente a las reacciones, se
transformaron bacterias Sure2 quimicamente-competentes y se plaguearon e
incubaron en cajas LB+Amp para seleccionar aquellas clonas que contenian el
plasmido ligado. Por otro lado, se utilizaron los mismos controles que en la reaccion

para el gRNA-2 start para determinar el fondo de la reaccion de ligacion.

Se obtuvieron un total de 6 candidatas para la clonacion del gRNA-1trans (Figura
34), las cuales fueron analizadas por PCR utilizando oligonucleétidos que flanquean
a la secuencia insertada, de tal manera que, si hay inserto presente, el producto
esperado sera de 685 pb, de lo contrario, al no haber inserto, el producto esperado
sera de 460 pb.

10(,pb(l~~1 2 3 4 5 6

<+-"~685pbh
<=~460pb

Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la verificacion del inserto gRNA-
1trans en el pldsmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb. Carril 2
control negativo de la reaccion de PCR. Carril 3 al 8 PCR clonas con inserto gRNA-1trans.

De las 6 candidatas que se obtuvieron (carril 3 al 8), sélo la clona 3 y 6 presentaron
el amplificado de 685 pb (carril 5 y 8 respectivamente), lo que indica la presencia
del inserto para el gRNA, comparando con la amplificacion del plasmido sin inserto
donde se observa un producto de amplificacion en los 460 pb (carril 2). Para
corroborar los resultados anteriores y verificar que la secuencia fuese la correcta y
no existiera alguna mutacion, se selecciono al azar la clona 6 y se realizé su

secuenciacion.
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Los resultados de la secuenciacion confirman que efectivamente el inserto para el
gRNA-1trans presente en la clona 6 fue insertado correctamente y su secuencia
aline6 completamente con la secuencia teodrica disefiada (Figura 35).
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Figura 35 Alineamiento de la secuencia de la clona 6 obtenida por secuenciacion versus la secuencia tedrica
disefiada para verificar la secuencia del gRNA1-trans.

Construccion del vector de expresion especificos para el silenciamiento del
gen de mediana expresion: giardipaina-1.

La Giardipaina-1 se ha caracterizado como una enzima tipo catepsina B, presenta
actividad proteolitica y es secretada por Giardia para causar dafio y apoptosis en
las uniones y barreras célula-célula en las células epiteliales (Ortega-Pierres et al.,
2018). Para la construccion del sistema CRISPRIi/Cas9, la ligacion de la secuencia
para el gRNA, el cual esté dirigido contra el gen de moderada expresion giardipaina-
1 de Giardia, se realizd en el plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA; Debido a
que el gRNA también es inducible con doxiciclina, se incluyeron las secuencias de
los operadores Tetl y Tet2 para la union del represor, ademas de la secuencia para
el promotor P1 y una secuencia de PolyAs como sefial de término de la
transcripcion. La secuencia blanco fue disefiada en el programa bioinformatico
Eukaryotic Pathogen CRISPR gRNA Design Tool, disponible en la pagina web
https://grna.ctegd.uga.edu/.
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Del listado obtenido en el programa bioinformatico, y siguiendo los criterios de
seleccion utilizados para los gRNAs versus tubulina, se seleccion6 s6lo un gRNA
(6valos rojos en Figura 36).

ATG |
Promotor | giardipaina-1
|| &
v Giardipaina-1 Knock-down
5’ gRNA Giardipaina-1

GTCCACGCTTTTCCTCCAATTTTAAAATGAAGCTCTTTCTCCTCGCCGCTGCAGCTTTCTCTGCGCCCGCCCTGACGGTCTCCGA
GCTTAACCACATCAAGTCCCTGAATCCCAGGTGGAAGGCGGGCATCCCGAAGCGCTTCGAGGGGCTCACGAAGGACGAGAT
CTCGAGTCTCCTTATGCCTGTTTCCTTCCTTAAGAACGCAAAGGGCGCCGCACCCCGTGGCACTTTTACCGATAAGGACGACG

3'
Figura 36 Localizacion del gRNA dirigido disefiado en la secuencia de giardipaina-1, arriba se muestra el gen
completo y la region en donde se dirige el gRNA, en évalo rojo se muestran el gRNA seleccionado para su
clonacion. Abajo se muestra la secuencia en forma de nucledtidos en donde se sefiala la region donde hibrida

el gRNA, en amarillo se muestra la secuencia correspondiente al inicio de la transcripcion y en rojo el sitio de
inicio de la traduccion.

En direccién 523" se disefid la secuencia del gRNA contra giardipaina-1 de la

siguiente manera:
TTTCTCTGCGCCCGCCCTGA cgg
5’pNlop-Dralll+ _ +Tetl-Tet2+ target RNA + guide RNA scaffold + Dralll-3'pNlop:

ACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT GARARTAARTTARATCCARATTAARACTITAAGATCT

CCTAGTCCCTATCAGTGATAGAGACTAGTCCCTATCAGTGATAGAGATTTCTCTGCGCCCGLCCCTG

AGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCAC
CGAGTCGGTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACG

Para insertar la secuencia descrita anteriormente, se realiz6 el mismo procedimiento

para los gRNAs descritos previamente.

ACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACT T

B . C TAGTCCCTATCAGTGATAGAGAT T TCTCTCCGCCCGCCCTE
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AGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAARATAAGGC TA

.AGTCGGTGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACG

>0Oligo Dralll P1-Tet F1

ACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACT T

>0ligo P1-Tet (Giardipaina) R1

cTCcTAAAACTCAGGGCGGECGCAGAGAAATCTCTATCACTGATAGGGACTAGTC G

>0ligo gRNA (Giardipaina) F1

aTTTCTCTGCGCCCGCCCTGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTA G

>0Oligo Dralll-gRNA R1

CGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCACCGACT HECICOOA

Paratodas las secuencias de gRNAs clonados utilizando el sitio de restriccion Dralll,
se utilizaron de manera genérica los oligonucleétidos: Oligo Dralll P1-Tet F1 y Oligo
Dralll-gRNA R1, de tal manera, que Unicamente es necesario el redisefio de los
oligonucledtidos Oligo P1-Tet R1 y Oligo gRNA F1 debido a que, estos ultimos
llevan los 20 pb que le dan la especificidad correspondiente al gRNA a clonar. Se
realiz6 la misma metodologia descrita previamente para los gRNAs clonados, de tal
manera que, se realiz6 la reparacion de los pares de oligonucleétidos

correspondientes (Figura 37).
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Figura 37 Electroforesis en gel agarosa al 2% para la verificacion de los oligonucledtidos reparados. Carril 1
marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2 oligo Forward (F) en cadena sencilla correspondiente a la
secuencia P1-Tet. Carril 3 oligo Reverse (R) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia P1-Tet. Carril 4
oligonucledtidos reparados y en doble cadena correspondientes a la secuencia P1-Tet. Carril 5 oligo Forward
(F) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia gRNA-giardipaina-1. Carril 6 oligo Reverse (R) en cadena
sencilla correspondiente a la secuencia gRNA-Giardipaina. Carril 7 oligonucledtidos reparados y en doble
cadena correspondientes a la secuencia gRNA-Giardipaina.

Una vez reparados los oligonucleétidos (Figura 37), se puede ver que ambos pares
se encuentran en doble cadena puesto que se observa las bandas en los carriles 4
y 7 a la altura de ~145 pb comparadas con los oligonucle6tidos en cadena sencilla
gue migran a la altura de ~88 pb, los oligonucledtidos para el gRNA se aprecian con
una banda a mas altura de la esperada (carril 5 y 6), sin embargo, en cadena doble
se observa la banda en 145 pb, las banda correspondientes a cada par de
oligonucledtidos reparados, fueron cortadas y purificadas para su posterior ligacion
en el plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA.

Para esto, se linealiz6 y se desfosforild6 en los extremos 5 el plasmido
PiICRISPR/dCas9/NLS2340/HA para poder ser utilizado en la ligacién (Figura 28).

Se realiz6 la reaccion de ligacion por Gibson utilizando el plasmido
piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA  linearizado y  desfosforilado, mas los
oligonucledtidos reparados. Las condiciones de la reaccion fueron las mismas

previamente utilizadas, a una relacién molar 1:10 del plasmido con respecto a los
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insertos. Se transformaron bacterias de la cepa Sure2 quimicamente-competentes
y se plaguearon e incubaron en cajas LB+Amp para la seleccion de las candidatas.
Para determinar el fondo que podria derivarse de la reaccién de ligacion se utilizaron

los mismos dos controles descritos previamente.

Se obtuvieron un total de 12 candidatas de la ligacion del gRNA contra Giardipaina-
1 (Figura 38), se realiz6 el analisis por PCR utilizando oligonucleétidos que
flanquean a la secuencia insertada, de tal manera que, si hay inserto presente, el
producto esperado sera de 384 pb (c/inserto), de lo contrario, al no haber inserto, el

producto esperado sera de 185 pb (s/inserto).

M
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gRNA Giardipaina

% c/inserto
<% s/inserto

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 38. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la verificacion del inserto gRNA
contra giardipaina-1 en el pldsmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb.
Carril 2 control positivo de la reaccion de PCR. Carril 3 al 14 PCR clonas gRNA-Giardipaina.

Soélo en la clona 2 se observo el producto de PCR de 384 pb (carril 4), sin embargo,
los resultados de la secuenciacion de la clona no mostraron la secuencia esperada
correspondiente al gRNA, por lo que, se prosiguid en la busqueda de mas clonas
positivas. Después de analizar un total de 300 clonas sin éxito, debido a que no se
observaba producto de PCR o se observaba la banda de 185 pb correspondiente al
producto sin inserto, procedimos a verificar directamente en la reaccion de ligaciéon
para determinar si existia el inserto ligado previo a la transformacion de bacterias
(Figura 39).
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Gibson
Giardipaina

Figura 39 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la amplificacion con la polimerasa
de alta fidelidad del inserto gRNA-Giardipaina. Carril 1 marcador de peso molecular 100 pb. Carril 2 control
negativo de la reaccion de PCR. Carril 3 al 5 PCR de alta fidelidad para las clonas 1 a 3 correspondientemente.

Se analiz6é por PCR una muestra obtenida de 3 reacciones de ligacion por Gibson
independientes (carril 3 a 5), observando para todas una mayor abundancia en el
producto correspondiente al fragmento sin inserto, mientras que la banda
correspondiente al inserto se encuentra en menor proporcién, lo que sugiere que el
plasmido se recirculariza o bien, no se encuentra completamente lineal. Para
enriquecer el fragmento con inserto, se redisefiaron los oligonucleotidos Dralll P1-
Tet F1y Dralll-gRNA R1 con la finalidad de eliminar el sitio de restriccién para Dralll
(sefializado con las lineas que tachan el sitio Dralll: CACGTAGTG), de tal manera
que, una vez finalizada la reaccién de ligacion, ésta se restringio con la enzima Dralll
con la finalidad de cortar y degradar a los plasmidos que se recircularizaban sin
inserto, y dejando en mayor abundancia a los plasmidos ligados con el inserto y que

no poseian los sitios de restriccién Dralll.
>Oligo Dralll P1-Tet F1 (-Dralll)

ACTTGATTAGGGTGATGGT TEACSTAGESTAAAATAAATTAAATCGAAATTAAAACT T

>0Oligo Dralll-gRNA R1 (-Dralll)

CGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACSTSAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCACCGACT ECHGCOR
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Se purificaron y repararon los oligonucledtidos con la modificacion y se realizo la
reaccion de ligacion Gibson. El paso siguiente fue incubar la reaccién Gibson con la
enzima de restriccion Dralll para, de esta manera, linealizar y eliminar los plasmidos
gue contenia los sitios de restriccion para la enzima, favoreciendo a la poblacion
que contenia el inserto sin el sitio Dralll, posteriormente, se transformaron bacteria

Sure2 guimicamente-competentes y se realizo el andlisis de candidatas (Figura 40).

384pb
165pb

Figura 40. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la verificacion del inserto gRNA contra
Giardipaina en el pldsmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb. Carril 2 control
positivo de la reaccién de PCR. Carril 3 al 7 PCR clonas gRNA-Giardipaina.

Se obtuvieron 5 candidatas de las cuales, la candidata 3, 4 y 5 amplificaron un
producto correspondiente al inserto esperado de 348 pb (carril 5, 6 y 7
respectivamente) comparadas con el control positivo para el inserto (carril 2),
indicando la presencia del inserto para el gRNA contra giardipaina-1. Para
corroborar los resultados anteriores y verificar que la secuencia fuese la correcta y
no existiera alguna mutacién, se seleccion6 al azar la clona 3 y se realiz6 su

secuenciacion.

Los resultados de la secuenciacion confirman que efectivamente el inserto para el
gRNA contra giardipaina-1 presente en la clona 3 fue insertado correctamente y su
secuencia alined con la secuencia tedrica disefiada (Figura 41). Observando
también que el inserto carecia de los sitios de restriccion para Dralll, como era

esperado, al compararla con la secuencia tedrica disefiada (-Dralll).
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Figura 41 Alineamiento de la secuencia de la clona 3 obtenida por secuenciacion y la secuencia tedrica disefiada sin y con
los sitios Dralll.

Los resultados de la secuenciacion confirman que efectivamente el inserto para el
gRNA fue insertado correctamente y su secuencia alined con la secuencia tedrica

disenada.

Construccion del vector de expresiéon especificos para el silenciamiento del
gen de baja expresion: sirtuinas 2.2y 2.4.

Para verificar el efecto del sistema CRISPRI dirigido contra genes de baja expresion,
se seleccionaron los genes sir2.2 y sir2.4 de Giardia, se realiz6 el disefio y la
clonacién de las secuencias dentro del plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA;
siguiendo el mismo procedimiento de disefio y clonacion utilizado para los gRNAs
anteriores, utilizando el software Eukaryotic Pathogen CRISPR gRNA Design Tool.
Del listado obtenido en el programa, para cada gen se selecciond un gRNA (6valo

rojo) el cual, reconocia la secuencia promotora en ambos genes (Figura 42).
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TACTTCCTAAATGCCTCAGGGTT TAGAAAAATGAMATCGGCTCTCG ATATGAACGCATTGCAGAAACT TAAACACAATCACTGGATGLGTGET
AAGCCATCCTTCTACACTCTGGLCTAGAGAACGAAGAACTCATTCC ACTTTTAAAGTTTTCAAAARATGCAGATAGAAGAGGACAGACGGCTT
TECAACGGACTTCGCATCTCGGGAGGTATCTGTTACCTCTCTTTGE GAGGAGCGLCGTAGTAAAGAAAAAGGLCTGGECAAGGTCCTGAGE

GACTATCCTGTCCACATCGACATGCGGATTCCGGLCATCCATGATCD | AAAGTGTTCACACTACAGAGGGCTGAAATACGGCAACTTAAGCCTCC
TGEATCCAAGAATCTOGTCAGAGTGGATA \ TTITTCTGGAGTCTTTCTCCTTAGAGT
3

Figura 42 Localizacion del gRNA dirigido versus la secuencia de GdSir2.2 (izquierda) y GdSir2.4 (derecha), arriba se muestra
el gen completo y la region en donde se dirige el gRNA, en évalos rojos se muestran los dos gRNA seleccionado para su
clonacion. Abajo se muestra la secuencia de nuclecdtidica en donde se sefiala las regiones donde hibridan los gRNAs, en
amarillo se muestra la secuencia correspondiente al inicio de la transcripcion y en rojo el sitio de inicio de la transcripcion.

Esta construccién se realiz6 en colaboracion con el Dr. Francisco Lagunas Rangel,
se realizaron las dos construcciones de manera independiente. En direccion 5'>3'
se disefid la secuencia del gRNA contra Sirtuina 2.2 y 2.4 de la misma manera que
los disefios previamente explicados, se purificaron y repararon los oligonucleétidos,
por otro lado, se linealiz6 el plasmido piICRISPR/dCas9/NLS2340/HA y se

desfosforild en los extremos para ser utilizado en la ligacién Gibson (Figura 43).
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Figura 43 Izquierda: Electroforesis en gel agarosa al 1% para verificar la linealizacion del vector de expresion
PiCRISPR/dCas9/NLS2340/HA mediante restriccion con Dralll. Carril 1 marcador de peso molecular 1kb. Carril 2 pldsmido
piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA sin adicion de Dralll como control negativo. Carril 3 pldsmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA
digerido con Dralll. Derecho: Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la verificacion de los oligonucledtidos reparados.
Carril 1 marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2 oligo Forward (F) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia
P1-Tet. Carril 3 oligo Reverse (R) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia P1-Tet. Carril 4 oligonucledtidos
reparados y en doble cadena correspondientes a la secuencia P1-Tet. Carril 5 oligo Forward (F) en cadena sencilla
correspondiente a la secuencia gRNA-Sirt. Carril 6 oligo Reverse (R) en cadena sencilla correspondiente a la secuencia
gRNA-Sirt. Carril 7 oligonucledtidos reparados y en doble cadena correspondientes a la secuencia gRNA-Sirt.

El andlisis de las candidatas para los insertos correspondientes al gRNA contra
Sirtuina 2.2 (GISir2.2) y 2.4 (GISir2.4) respectivamente, se realiz6 mediante PCR
utilizando oligonucledétidos que amplifican un producto de 390 pb con inserto y de
190 pb sin inserto (Figura 44). Como se observa en la figura, se analizaron cinco
candidatas para cada gRNA, encontrando que para GISir2.2, las cinco candidatas
fueron positivas para el inserto (carril 2 a 6), amplificando el producto esperado de
390 pb. De la misma manera, para el inserto GISir2.4, las cinco candidatas
analizadas (carril 7 a 11) también amplificaron el producto esperado, indicando la
presencia del inserto esperado. Se utilizé6 como control tres clonas del plasmido sin
inserto (carril 12 a 14), observando la banda esperada en 190 pb correspondiente
al producto sin gRNA, no se observdé amplificacién en el control negativo de la

reaccion de PCR (carril 15).
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Figura 44 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la reaccion de PCR para la verificacion los insertos GlISir2.2 y GlSir2.4
en el plasmido piCRISPR/dCas9/NLS2340/HA. Carril 1 marcador de peso molecular 100pb. Carril 2 al 6 PCR clonas GlSir2.2.
Carril 7 al 11 PCR clonas GlSir2.4. Carril 12 al 14 clonas con el pldsmido sin inserto como control negativo.

Se secuencio una clona al azar para cada gRNA, los resultados de la secuenciaciéon
confirmaron que efectivamente el inserto para ambos gRNAs fue insertado
correctamente y su secuencia aline6 con la secuencia tedrica disefiada (resultados

no mostrados).

Determinacion de las condiciones para silenciar al gen de alta expresién a-
tubulina

Se obtuvieron las clonas especificas para cada gRNA dirigido contra a-tubulina y se
analizaron los niveles de expresion de la proteina mediante Western-blot. Se analizo
el efecto del gRNA-2start y se utilizaron las condiciones de 10 pg/ml de doxiciclina
durante 2, 4 y 12 horas de induccion.
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pICRISPR/dCas9/NLS/HA PICRISPR/dCas9/NLS/HA
(gRNA-2start a-tubulina) (gRNA-2start a-tubulina)

M w8 = 2h 4h 12h Doxiciclina (10pg/ml) M wB = 2h 4h 12h Doxiciclina (10pug/ml)
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Figura 45 Andlisis de la expresion del knockdown de tubulina usando gRNA-2Start. Panel de la Izquierda: Western-blot
determinacidn niveles de expresion de a-tubulina en Giardia para el silenciamiento con el gRNA-2start. Carril 1 marcador
de peso molecular. Carril 2 control células WB sin transfeccion. Carril 3 control células transfectadas sin induccion con
doxiciclina. Carril 4, 5 y 6 induccién con 10 ug/ml de doxiciclina durante 2, 4 y 12 horas respectivamente, la flecha en rojo
indica la banda esperada para a-tubulina. Panel de la Derecha: misma membrana del ensayo de Western-blot tefiida con
Rojo de Ponceau como control de carga para cada carril.

Los resultados para el silenciamiento de la a-tubulina utilizando el gRNA-2start
dirigido contra el inicio de la secuencia del gen, no mostraron una disminucién en
los niveles de expresién de a-tubulina, evidenciado por las bandas de la misma
intensidad en las inducciones a 2, 4y 12 horas con 10 pg/ml del inductor (Figura 45,
carril 4 a 6, respectivamente), comparados contra el control de células WB sin
transfectar (carril 2) y el control de células con el pladsmido, pero sin inducir (carril
3). Como control de normalizador de carga, se utilizé la misma membrana, pero
teflida con rojo de Ponceau (Romero-Calvo et al., 2010), observando una
concentracion de proteina homogénea en cada carril (Figura 45, Derecha). Estos
datos sugieren gue esta concentracion de inductor y tiempos de induccién, no fueron
suficientes para mostrar un efecto en los niveles de expresiéon de a-tubulina. Por lo
cual, se aumentd la concentracion de inductor a 15 pg/ml durante 24 horas de
induccion (Figura 46). Para el gRNA-2start, aun aumentando la concentracion y
tiempo de induccion con Dox, seguia observandose una clara similitud en la
intensidad de las bandas correspondientes a a-tubulina, de las células con el
plasmido (carril 8) comparado con sus correspondientes controles, células WB sin
plasmido (carril 6) y células con plasmido, pero sin induccién del sistema CRISPRI
(carril 7). En contraste, para el gRNA-1trans, dirigido dentro de la regién promotora
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y el inicio de la traduccion del gen a-tubulina, mostré una evidente disminucién en
los niveles de expresién de la proteina, demostrado por una clara disminucién en la
intensidad de la banda correspondiente a a-tubulina (carril 4), comparada con sus
correspondientes controles, células WB sin plasmido (carril 2) y células con
plasmido, pero sin Dox (carril 3). Como control de normalizador de carga, se utilizd
la misma membrana de la inmunotransferencia, teflida con rojo de Ponceau,

observando una concentracién de proteina homogénea en cada carril (Figura 46,

Derecha).
PICRISPR/dCas9/NLS/HA  pICRISPR/dCas9/NLS/HA PICRISPR/dCas9/NLS/HA  piCRISPR/dCas9/NLS/HA
(§RNA-1trans o-tubulina) (gRNA-2start a-tubulina) (gRNA-1trans a-tubulina) (gRNA-2start a-tubulina)

M WB = 24h WB = 24h Doxiciclina (15ug/ml) M WB = 24h wB = 24h

Misma membrana tefida con Rojo de Ponceau

Acrilamida 12%

Figura 46 Andlisis de la expresion del knockdown de tubulina usando gRNA-2Start comparado con gRNA-1trans. Panel
Izquierdo determinacion niveles de expresion de a-tubulina en Giardia para el silenciamiento con el gRNA-1trans y gRNA-
2start mediante inmunotransferencia. Carril 1 marcador de peso molecular. Carril 2 y 6 control células WB sin transfeccion.
Carril 3 y 7 control células transfectadas, pero sin induccion con doxiciclina. Carril 4 induccién con 15 ug/ml de doxiciclina
durante 24 horas e induciendo el gRNA-1trans. Carril 8 induccién con 15 ug/ml de doxiciclina durante 24 horas e induciendo
el gRNA-2start. Carril 5 vacio; la flecha en rojo indica la banda esperada para a-tubulina. Panel Derecho: misma membrana
tefiida con Rojo de Ponceau como control de carga para cada carril.

Para verificar el efecto observado en la figura 46, se comprobd por triplicado el

silenciamiento en la expresion de a-tubulina utilizando el gRNA-1trans (Figura 47).
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PICRISPR/dCas9/NLS/HA
(gRNA- ftrans  a-tubulina)

M WB s/ind 12h 24h 48h Doxiciclina (15pg/ml)

Figura 47 Silenciamiento de a-tubulina con gRNA-1trans. Arriba: Determinacion niveles de expresion de a-tubulina en
Giardia para el silenciamiento con el gRNA-1trans mediante Western-blot. Carril 1 marcador de peso molecular. Carril 2
control células WB sin transfeccion. Carril 3 control células transfectadas sin induccion con doxiciclina. Carril 4, 5y 6
induccidn con 15 ug/ml de doxiciclina durante 12, 24 y 48 horas respectivamente. Abajo: misma membrana tefiida con
Rojo de Ponceau como control de carga para cada carril.

Se observo una clara disminucion de los niveles de expresion de a-tubulina a partir
de las 24 horas (carril 5) y manteniéndose disminuida hasta las 48 horas de
induccion (carril 6), comparada con sus correspondientes controles, células WB sin
plasmido (carril 2) y células con plasmido, pero sin induccién del sistema CRISPRi
(carril 3). A las 12 horas de induccién no hay una disminucion en los niveles de
expresion (carril 4), tal como se observd previamente para el gRNA-2start. Como
control de normalizador de carga, se utilizé la misma membrana, pero tefiida con
rojo de Ponceau, observando una concentracion de proteina homogénea en cada

carril.

Ademas, se observa una disminucion en la intensidad de la banda de manera
dependiente del tiempo de induccion. Al normalizar contra el gel tefiido con
Ponceau, se puede evidenciar dicha disminucién teniendo que a partir de 24 horas
comienza a disminuir la expresion de a-tubulina y siendo mas evidente a las 48
horas de induccién, mediante la prueba one-way ANOVA se observé una
disminucién estadisticamente significativa en comparacion con el control sin
tratamiento (con un valor de P<0.0001), tal como se observa en la Figura 48.
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Figura 78. Cuantificacion de la inmuinitransferencia de tres experimentos independientes, para el silenciamiento en la
expresion de a-tubulina con el gRNA-1trans (fig 47). * significancia estadistica con un valor de P<0.0001.

Una concentracion de 15 pug/ml de doxiciclina a partir de 24 horas de induccion fue
suficiente para disminuir los niveles de expresion del gen de alta expresion a-

tubulina, sin observar efectos en la viabilidad celular.

Alteracion morfologica de Giardia por knockdown versus el sitio de inicio de
la transcripcién de a-tubulina

Para corroborar los efectos del silenciamiento en la expresién de a-tubulina, se
realizaron preparaciones fijas de las células después de inducirlas a 15 pg/ml de
doxiciclina por 24 horas y se observaron a través del microscopio confocal Nikon
ECLIPSE Ci-L acoplado a un sistema de imagenes digital, observando una evidente
alteracion en la morfologia celular, comparada con el control sin tratamiento (-Dox),
asi como, un menor numero de células por campo (Figura 49). En las imagenes por
microscopia, se observo una alteracion en la forma piriforme de Giardia, asi como,
una marcada disminucién en el tamafio de los flagelos, o ausencia de estos (Figura

49 y 50). Se utiliz6 DAPI para tefir ndcleos y determinar a las células.
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Dox (15 pg/mi)

Figura 89. Imdgenes de microscopia confocal en campo claro de las alteraciones morfoldgicas del silenciamiento de a-
tubulina con el gRNA-1trans. lzquierda células transfectadas, pero sin induccion con doxiciclina. Derecha: células
transfectadas e inducidas con 15 ug/ml de doxiciclina por 24 horas. Se utilizé DAPI para teifiir los ntcleos. La barra de la
escala (50 um) se muestra en blanco.

Lo anterior fue comprobado al realizar tomas a mayor acercamiento (Figura 50),
observando un feNotlpo alterado, donde se obtuvo un efecto en la morfologia celular
debido a la disminucion en los niveles de expresion de a-tubulina comparado con
las células sin inducir, donde se observa la forma conservada de la célula, asi como
los flagelos sin alteracion. Al realizar la cuantificacion de las longitudes de los
flagelos, se observa una significativa disminucion del tamafio, donde, al cuantificar
los flagelos de un promedio de 75 organismos (n=75), se observa una longitud
promedio de 3.30 um comparado con la longitud de los flagelos de células normales
de aproximadamente 7.24 um (Figura 49, Arriba). Al realizar el analisis estadistico
mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, se observa una diferencia
estadisticamente significativa en la disminucion del tamafio de los flagelos de los
trofozoitos tratados con 15 pg/ml de doxiciclina por 24 horas comparados con los

trofozoitos no tratados (Figura 50, Abajo), con una P < 0.0001.
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Figura 50. Arriba amplificacion de las imdgenes por microscopia confocal en campo claro de las alteraciones morfoldgicas
del silenciamiento de a-tubulina con el gRNA-1trans. Izquierda, en recuadro grande células transfectadas, pero sin
induccién con doxiciclina (-Dox). Derecha en recuadros pequefios, células transfectadas e inducidas con 15 ug/ml de
doxiciclina por 24 horas (Dox 15 ug/ml). Se utilizé DAPI para tefiir los nicleos. Las lineas punteadas muestran las longitudes
de los flagelos. La barra de la escala (50 um) se muestra en blanco. Abajo: Cuantificacion de la longitud flagelar promedio
de trofozoitos no tratados (-Dox) versus trofozoitos inducidos (Dox 15 ug/ml) (n=75). * P < 0.0001.

Determinacion de las condiciones para silenciar al gen de mediana expresion
giardipaina-1

Se obtuvieron las clonas especificas para el gRNA dirigido contra giardipaina-1y se
analizaron los niveles de expresion de la proteina mediante Western-blot. Se analizé
el efecto del gRNA y se utilizaron las condiciones obtenidas previamente para el
gRNA-1trans dirigido contra a-tubulina. Después de la transfeccién con el plasmido,
se indujo la expresion del sistema CRISPRi con 15 pg/ml de doxiciclina a 2, 4, 8, 12
y 24 horas de induccién (Figura 51).
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PiCRISPR/dCas9/NLS/HA
(Giardipaina)

Doxiciclina (15pg/ml)
M WB s/ind 2h 4h 8h 12h 24h

25 KDa

Tubulina

Figura 51. Determinacion de los niveles de expresion de giardipaina-1 usando el gRNA-Giardipaina por Western-blot. Carril
1 marcador de peso molecular. Carril 2 control células WB sin transfeccion. Carril 3 control células transfectadas sin
induccién con doxiciclina. Carril 4, 5, 6, 7 y 8 induccion con 15 ug/ml de doxiciclina durante 2, 4, 8, 12 y 24 horas
respectivamente. Se utilizo tubulina como control de carga.

Se observo un efecto en la disminucion de la expresion de Giardipaina-1 a partir de
las 2 horas de induccién (carril 4) comparada con sus correspondientes controles,
células WB sin plasmido (carril 2) y células con plasmido, pero sin inducciéon del
sistema CRISPRI (carril 3). Dicha disminucion también fue observada a las 4 horas
(carril 5), sin embargo, se observo un efecto en el crecimiento. A partir de las 8 horas
y hasta las 24 horas (carriles 6, 7 y 8 respectivamente), ya no se observo la banda
de 25 kDa correspondiente a Giardipaina-1, lo que sugiere el silenciamiento
completo de la expresion del gen, sin embargo, a estos tiempos de induccién, la
viabilidad se vio severamente comprometida (datos no mostrados). Al normalizar
con el control de carga tubulina, se observa la disminucion total de la expresion de

Giardipaina-1 a partir de las 8 horas, comparada con los controles (Figura 52).
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Figura 529 Cuantificacion de los niveles de expresion de Giardipaina de tres experimentos independientes, bajo las
condiciones mostradas en la figura 51.

Debido a que la concentracion de 15 pg/ml resulté tener un efecto marcado en la
viabilidad, se utiliz6 una concentracién de inductor menor, se verificd el efecto del
silenciamiento con una concentracion de 5 pg/ml del inductor y utilizando los mismos
tiempos de induccion (Figura 53).

PICRISPR/dCas9/NLS/HA

(Giardipaina)
Doxiciclina (Spg/ml)
M WB s/ind 2h 4h 8h 12h 24h

25 KDa

Tubulina

Figura 53 Determinacion niveles de expresion de Giardipaina-1 usando el gRNA-Giardipaina mediante Western-blot. Carril
1 marcador de peso molecular. Carril 2 control células WB sin transfeccion. Carril 3 control células transfectadas sin
induccién con doxiciclina. Carril 4, 5, 6, 7 y 8 induccién con 15 ug/ml de doxiciclina durante 2, 4, 8, 12 y 24 horas
respectivamente. Se utilizé tubulina como control de carga.

Se observo una disminucion significativa en la intensidad de la banda en 25 KDa
correspondiente a Giardipaina-1 a partir de las 8 horas (carril 6), siendo mas
evidente a las 24 horas de induccién (carril 8), comparada con los controles sin

tratamiento (carril 3) y WB sin el plasmido (carril 2). No se observo efecto en la
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viabilidad celular a esta concentracion. Se realizaron tres experimentos
independientes, el andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba one-way
ANOVA vy al normalizar contra el control de carga tubulina, se puede evidenciar
dicha disminucion teniendo que a partir de 8 horas comienza a disminuir la
expresion de Giardipaina-1 y siendo mas evidente a las 12 y 24 horas de induccién,
siendo estadisticamente significativo en comparacion con el control sin tratamiento

(con un valor de P<0.0004), tal como se observa en la Figura 54.
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Figura 5410. Cuantificacion del Western-blot del silenciamiento en la expresion de giardipaina con el gRNA-1trans para
tres experimentos independientes. * significancia estadistica con un valor de P<0.0004.

Obteniendo una concentracion de 5 pg/ml de doxiciclina a partir de 12 y hasta 24
horas de induccién, capaz de disminuir los niveles de expresion del gen de mediana

expresion giardipaina-1, sin observar efectos en la viabilidad celular.

Comparacion de las condiciones de silenciamiento de los genes analizados

Los 4 genes analizados mostraron diferencias claras en los niveles de
silenciamiento de la expresion, como se observa en la Tabla 1, el gRNA-1trans con
una induccion a 15 pg/ml de doxiciclina si presento significancia estadistica

silenciando a la a-tubulina al unirse al sitio de inicio de la transcripcion, a partir de
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24 y hasta 48 horas, y sin presentar efecto en la viabilidad celular. Sin embargo, el
gRNA-2start no presento diferencias con trofozoitos no inducidos con significancia
estadistica a los tiempos y concentraciones analizados. Para giardipaina-1, se
observo diferencias con el control no tratado con significancia estadistica con una
induccion a 5 pg/ml de doxiciclina a partir de 12 y hasta las 24 horas de induccion
al unirse 26 pb rio abajo del sitio de inicio de la traduccion (ATG). Por otro lado, no
se pudo medir el silenciamiento para las Sirtuinas seleccionadas debido a que a

partir de 1 hora hubo efecto en la viabilidad celular a una induccion de 1 pg/ml de

doxiciclina (resultados no mostrados).

Horas de
Nombre del Concentracion Tiempos de Induccion sin Secuencia de ¢Significancia
gRNA de Doxiciclina induccion compromete union del gRNA  estadistica?
viabilidad
a-tubulina  gRNA 1trans 15 pg/ml 24y 48 hrs 48 hrs Inicio de la si
transcripcion
4 pb
a-tubulina gRNA-2start 15 pg/ml 24 hrs 24 hrs downstream No
del ATG
26 pb
giardipaina Gia‘r:::“:lm 5 ug/ml 12y 24 hrs 24 hrs downstream Si
v del ATG
GdSir2.2  gRNA GdSir2.2 1 ug/ml 1hr 1hr Inicio de la No se
transcripcion determiné
Inicio de la No se
Gdsirz4  gRNAGdsirza  1He/m! 1hr 1hr

transcripcion determind

Tabla 1 Resumen de los gRNASs utilizados, sefialando las concentraciones, tiempos de induccion, las horas de induccion sin
comprometer la viabilidad celular, secuencia donde une y si hubo significancia estadistica.

DISCUSION

La manipulacién genética en organismos parasitos como Giardia habia sido
complicada tomando en consideracion la tetraploidia del parasito, lo que disminuye
la probabilidad de poder alterar alguna caracteristica de los cuatro alelos presentes
para cada gen en Giardia. No obstante, Horackova y sus colaboradores en el 2022

lograron exitosamente un knockout completo de los cuatro alelos para los genes
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mem, cwpl y mifl, suprimiendo en su totalidad la expresion de los genes, lo que
repercute en un futuro prometedor para la interrupcién génica en Giardia. Sin
embargo, la interrupcién génica total de un gen esencial podria comprometer la
viabilidad del organismo, resultando poco util para el estudio de los mecanismos de
ese gen, por lo que una alternativa mas prometedora es la represion controlada en
la expresion de genes. La implementacion del sistema de interrupcion génica
CRISPR/Cas9 en Giardia también ha resultado en una revolucién para el estudio de
los mecanismos moleculares del parasito, logrando la interrupcion génica parcial de
al menos un alelo en genes relacionados con enquistamiento, generando una
disminucién en la expresion de los genes de alrededor del 23% al 34% y observando
efectos positivos en la regulacién del mecanismo de enquistamiento (Chen et al.,
2021; Huang et al., 2021; Lin et al., 2019; Sun et al., 2020). Esto ultimo abre las
puertas para poder realizar diferentes manipulaciones de genes en Giardia, sin
embargo, dados los bajos porcentajes de silenciamiento obtenidos por la
interrupcion génica de genes o el riesgo de eliminar de manera completa los alelos
de genes que sean esenciales, resulta una alternativa mas util del sistema CRISPR
interferente (CRISPRI), lo que puede ser utilizado como una herramienta de bloqueo
de la transcripcion (Larson et al., 2013), generando el silenciamiento de la expresién
de un gen de manera altamente especifica. Nuestros resultados mostraron una
disminucién en los niveles de expresion de los genes analizados de hasta 60% y sin
comprometer la viabilidad celular, para ello fue requerido construir el sistema
CRISPRI utiliza la proteina dCas9 cataliticamente inactiva, donde, los dominios
HNH (H840A) y RuvC (D10A) fueron silenciados (Figura 8), de tal manera que
dCas9 se dirigi6 a sitios especificos a través de los gRNAs disefiados, formando un
complejo y reconociendo la secuencia blanco adyacente a su secuencia PAM
especifica, uniéndose e inhibiendo el inicio y/o elongacion de la transcripcion,
disminuyendo asi la expresion de los genes (Depardieu & Bikard, 2020; Dominguez
et al., 2016; la Russa & Qi, 2015).

Existe evidencia de su uso en organismos parasitos como Plasmodium, Leshmania,
Anopheles y Trypanosoma (Bryant et al., 2019), y mas recientemente se ha

publicado evidencia de su uso en Giardia. Mclnally y colaboradores en el 2019
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implementaron un robusto sistema CRISPRI para silenciar la expresion de los genes
kinesin-2a y kinesin-13, ambos implicados en la estructura flagelar de Giardia,
utilizando un vector de expresion constitutivo para el sistema CRISPRI, les permitié
observar efectos morfolégicos en los flagelos, derivados del silenciamiento de los
genes, ademas lograron silenciar la expresiéon de la proteina MBP causando
defectos en el disco ventral del parasito. Con este sistema, lograron dar el primer
paso en la implementacion de CRISPRIi en Giardia, incorporando a la proteina
dCas9 la secuencia 2340 de localizaciéon nuclear propia de Giardia (NLS-2340) y
logrando la localizacién en ndcleo de la proteina, importante para la interaccion con

el genoma.

En este trabajo, se disefié un plasmido inducible para la expresion del sistema
CRISPRI, adaptando caracteristicas necesarias para asegurar una mayor
probabilidad de expresion del sistema en Giardia, tales como el uso de codones
(secuencia dCas9 optimizada para humano), la region promotora P1 propia de
Giardia y la sefial de localizacién nuclear 2340 también de Giardia. Ademas, el
plasmido contiene la secuencia para el promotor P1, que es un promotor propio de
Giardia y que tiene la ventaja de presentar una region operadora de unién a los
represores TetR, que estan codificados en el mismo plasmido, permitiendo la
regulacion de la expresion del sistema mediante su induccién con doxiciclina. Este
sistema previamente ha sido ampliamente utilizado en Giardia, logrando la
expresion de proteinas heterélogas de una forma controlada, tales como la proteina
luciferasa (Sun & Tai, 2000), la proteina GFP (House et al., 2011), la proteina Cre
(Wampfler et al., 2014), la proteina Cas9 (Eduardo-Garcia, 2016, Tesis de

maestria), entre otras.

En contraste con el sistema de expresion constitutivo propuesto por Mclnally y sus
colaboradores, donde utilizan el promotor de la Malato Deshidrogenasa (MDH), que
presenta una expresion constitutiva para permitir la expresion de dCas9; por otro
lado, utilizaron el promotor U6 para la RNA Polimerasa lll, para regir la expresion
del gRNA también de manera constitutiva (Mclnally et al., 2019). Esto sugiere que

la expresion tanto de dCas9 como del gRNA estara presente en todo momento, y
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sus niveles de expresion seran diferentes, debido a que son regidos por dos
promotores independientes. El sistema de expresion regulable disefiado en este
trabajo tiene la ventaja de poder controlar los niveles de induccion del sistema
CRISPRI, al modificar la concentracion del inductor y/o los tiempos de induccion,
con lo cual, en principio es posible usar el sistema inducible en el estudio de un
mayor numero de genes comparado con un sistema constitutivo, incluidos genes
esenciales para los procesos vitales del parasito. El sistema constitutivo utilizado
por el equipo de trabajo de Mclnally, al estar expresado en todo momento, no se
tiene un control completo del efecto silenciador, y puede disminuir la expresion de
genes esenciales a niveles que puedan comprometer la viabilidad celular. Por su
parte, nuestro sistema regulable permite estudiar genes esenciales regulando los
niveles de induccion de CRISPRI para generar silenciamientos que nos permitan
ver efectos, pero sin comprometer la viabilidad celular. Los sistemas que utilizan
promotores regulables han mostrado tener mayor ventaja con respecto a los
sistemas de expresion constitutivo en otros organismos (Hogan et al., 2021;
Kangussu-Marcolino et al., 2021; Niemirowicz et al., 2018), lo que brinda un mayor
potencial a nuestro sistema. De la misma manera, se propone el sistema de
expresion regulable para el estudio de genes de alta, moderada y baja expresion,
hipotetizando que los niveles de regulacion seran dependientes de los niveles de

expresion de los genes.

La seleccion de las secuencias de union de los gRNAs fue basada en el trabajo de
Qi y colaboradores (2013), donde demostraron que la dCas9 era mas eficiente
silenciando al unirse a la regién promotora o a una region cercana al sitio de inicio
de la traduccioén, y que mientras mas alejado del sitio de inicio, la eficiencia de
silenciamiento disminuye. El sistema CRISPRi es mas eficiente al unirse a la
secuencia promotora, mas particularmente a la region -35 donde se une la
Polimerasa; ademas, Qi demostré que al unirse a la secuencia No-complementaria
cercana al inicio de la traduccién, también aumenta la eficiencia de silenciamiento.
En este trabajo analizamos cuatro genes con diferentes niveles de expresion, el gen
de alta expresion seleccionado fue la a-tubulina, para este gen, se disefiaron dos

gRNAs dirigidos contra una secuencia que abarca parte del inicio de la transcripcién
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y el inicio del gen (gRNA-1trans) y el segundo contra una region localizada 4 pb
cercana al inicio de la traduccion. El gen de mediana expresion seleccionado fue
giardipaina-1, para este gen, se disefid un gRNA dirigido contra una la secuencia
localizada 26 pb rio abajo del sitio de inicio de la traduccion. Se seleccionaron dos
genes de baja expresion, la Sirtuina 2.2 y 2.4, para estos genes, se disefiaron dos
gRNAs GISir2.2 y GISir2.4 respectivamente, ambos dirigidos contra la regién
promotora de los genes logrando incluso disminuir hasta un 100% la expresion de
Giardipaina-1 (Figura 52). Sin embargo, esta disminucion tuvo efecto sobre la
viabilidad de las células, por lo que al reducir la concentracién del inductor se logro
ver un efecto en la represion del gen, pero sin afectar la viabilidad, demostrando la
eficiencia en el control de la expresion del sistema al aumentar o disminuir la
concentracion del inductor y/o los tiempos de induccion. Esto permitio disminuir los
niveles de expresiéon de a-tubulina y de Giardipaina-1 hasta un 60%, mismo
porcentaje obtenido por Mclnally utilizando su sistema de expresion constitutivo. Sin
embargo, los genes silenciados en su trabajo no eran esenciales para el organismo,
por lo que, queda la incognita sobre si fuera un gen esencial, en un sistema de
expresion constitutiva pueda comprometer la viabilidad celular debido a que en todo
momento esta la expresion del sistema CRISPRI activa, mientras que, en el sistema
inducible pudimos demostrar que se logré un silenciamiento en la expresion de los
genes diferentes niveles de expresiéon de manera eficiente y sin comprometer la
viabilidad de las células. Nuestros resultados también concuerdan con los obtenidos
para otros organismos, donde al utilizar el sistema CRISPRI, también se obtienen
porcentaje de disminucion similares, como en los obtenidos por Ganguly y sus
colaboradores en el 2020, trabajando con la bacteria Hungateiclostridium
thermocellum, dirigieron el silenciamiento a la regién promotora de los genes pta y
Idh obteniendo porcentajes de silenciamiento de 67% y 62% respectivamente
(Ganguly et al., 2020); y similar a los obtenidos por el mismo Ganguly y sus
colaboradores en el 2022 en Pseudoclostridium thermosuccinogenes logrando un
75% de represidn en tres genes nativos del sistema de metilacion (Ganguly et al.,
2022). Aunado a lo anterior, Ishikawa y sus colaboradores en el 2021 en

Schizosaccharomyces pombe, lograron porcentajes de silenciamiento que van del
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60 al 87% de 6 genes enddgenos del organismo (Ishikawa et al., 2021). Todo lo
anterior refuerza los resultados obtenidos por nuestro sistema, donde podemos
reafirmar que la eficiencia de nuestro sistema regulable nos permite observar la

funcién de los genes en los procesos en los cuales participan.

Basandose en lo reportado por Sun y Tai en el 2000, cuando disefiaron el sistema
de induccién por tetraciclina en trofozoitos de Giardia, estableciendo una
concentracion optima a 10 pg/ml de doxiciclina durante 12 hrs de inducciéon y
observaron que a tiempos mayores no habia diferencia, determinada por ensayo de
actividad de luciferasa y corroborado por los resultados obtenidos para Cas9 y su
actividad nucleasa en Giardia (Eduardo Garcia, 2016, Tesis de Maestria). En
contraste, las concentraciones del inductor, asi como los tiempos de induccién
fueron diferentes para cada gen analizado. Posterior a la induccion con doxiciclina,
se analiz6 la expresion de la proteina dCas9, observando la sefial esperada en 160
KDa (Figura 7), comparada con la expresion de la Cas9 activa, obtuvimos una
expresion de dCas9 mas baja. Sin embargo, hipotetizamos que la cantidad de
proteina obtenida era suficiente para observar efecto, debido a que mientras hubiera
inductor disponible, el sistema CRISPRI estaria encendido y unido a su sitio blanco.
Adicionalmente, se obtuvo la inmunolocalizacion de dCas9 en ambos nucleos de
Giardia, utilizando la NLS-2340 identificada previamente (Mclnally et al., 2019),

resultado consistente con reportes previos (Mclnally et al., 2019).

Se obtuvo una eficiencia en la disminucion de la expresion del 60% para a-tubulina
desde las 24 hrs y manteniéndose hasta las 48 hrs de induccion y también del 60%
para giardipaina-1 desde las 12 hrs y manteniéndose hasta las 24 hrs de induccion
(Tabla 1), esta eficiencia es similar a la reportada por Mclnally (2019) con el sistema
de expresion constitutivo cuya disminucion fue del 60%, y es mayor a otros sistemas
para silenciar genes que también han sido utilizados en Giardia, como los SiRNAs y
los morfolinos que fue de aproximadamente el 30% (Carpenter & Cande, 2009;
Krtkova & Paredez, 2017; Prucca et al., 2008). Ademas de la eficiencia de
silenciamiento y la ventaja de tener un sistema de seleccion de células que poseen

el plasmido y que pueda mantenerse presente a pesar de las diferentes rondas de
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division celular, el sistema, presenta la ventaja sobre los anteriores de poder
controlar los niveles en los que se expresa tanto los gRNAs como dCas9, ambas
secuencias son expresadas por la RNA Polimerasa Il y a partir del promotor P1 y
en el mismo vector, por lo que se asegura que los niveles de expresién sean
similares (Das et al., 2016). De esta manera, no solo se puede determinar cuando
empezar a medir el efecto, sino también aumentar o disminuir la concentracion del

sistema CRISPRI para medir el efecto en los genes analizados en el parasito.

De manera interesante, aunque a una induccién de 10 pg/ml por 12 horas
observamos expresion de dCas9, no fue suficiente para ver efecto sobre la
expresion de a-tubulina, al analizar los niveles de expresion en presencia del gRNA-
ltrans y gRNA-2start, no se vio disminucion significativa comparada con los
controles. Sin embargo, al aumentar la dosis a 15 pug/ml por 24 horas, se logro
observar una disminucién de la expresion de a-tubulina de aproximadamente el 50%
para el gRNA-1trans y al aumentar el tiempo a 48 horas se observo una disminucion
del 60%. Los resultados son concordantes con los presentados por Qi y
colaboradores en el 2013, quienes demostraron que la region del gen en donde
interacciona la proteina dCas9 es importante para determinar la eficiencia de la
represién, siendo las regiones promotoras y los sitios de inicio de la transcripcion y
de la traduccién del ORF donde hay mayor represién. En nuestros resultados
observamos que el gRNA que hibrida en la parte de la regién de inicio de la
transcripcion y el codon de inicio ATG (gRNA-1trans) fue mas eficiente que el que
se encuentra 4 pb rio abajo del sitio de inicio de la traduccion (gRNA-2start) (Tabla
1), corroborando que la posicion de hibridacion del sistema CRISPRi es
determinante para la eficiencia de represion. Aunado a esto, aunque el software de
disefio de gRNAs clasifica los resultados por score, en la Figura 23 el gRNA de
mayor score fue el gRNA-3best, sin embargo, no fue seleccionado debido a que
hibrida dentro de la region codificante, alejado de las regiones mas eficientes
basado en lo reportado por Qi y colaboradores. Los resultados de los efectos
observados usando el sistema CRISPRi regulable para reprimir tubulina en la
morfologia del parasito mediante microscopia confocal son consistentes con los de

Carpenter y Cande (2009) y Mclnally (2019). El efecto principal observado fue en la
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longitud del flagelo, la cual se vio disminuida de 7 a 3 um en los trofozoitos
silenciados, ademas de ligeras alteraciones en la forma del parasito, observando
que algunas de las células perdieron su forma tipica. Estos resultados soportan la
funcionalidad del sistema regulable CRISPRI, permitiéndonos observar un efecto de
regulacion en un gen tan importante y con una alta expresion en Giardia. Tomando
en consideracion que en Giardia existen dos genes para la a-tubulina (ubicados en
el cromosoma 3 y 5 respectivamente), se realizd el alineamiento de las dos
secuencias en la region en la regiobn promotora e inicio de la transcripcion
(Elmendorf et al 2001), observando que para la region correspondiente al inicio de
la transcripcion y de la traduccién, ambos genes presentaban la misma secuencia
(Figura 25). También se observé que ambos gRNAs hibridan y en la secuencia en

comun y por ende, reprimen la expresion de ambos genes por igual.

Para medir la eficiencia de silenciamiento del gen de mediana expresién giardipaina-
1, con 15 pg/ml de doxiciclina, a partir de las 4 horas se observé una disminucion
mayor al 60% a partir de 8 horas y hasta las 24 horas, la expresion se apago por
completo, sin embargo, se observé que a esta concentracion las células se veian
comprometidas severamente en su viabilidad (resultados no mostrados). Estos
resultados sugieren que a pesar de tener un efecto de silenciamiento a la
concentracion eficiente para un gen de alta expresion, para uno de mediana
expresion como la giardipaina-1, resulta no ser adecuado debido a los efectos en la
viabilidad, por lo que se realiz6 el analisis utilizando una dosis menor del inductor
(Qu et al., 2019; Zhou et al., 2006) . Empleando una concentracién menor, 5 pug/ml
de doxiciclina en este caso, el efecto de represidn se observo a partir de las 8 horas,
con un 60% de represion a las 12 y 24 horas de induccion, por lo que usando una
menor dosis y un menor tiempo logramos obtener el silenciamiento. Esto es muy (util
porque los experimentos posteriores que se realicen con estas células tendran
relevancia biologica ya que son células sanas y que son capaces de dividirse, por
lo que se podran analizar los efectos que conllevan la disminucion en la expresion
del gen en los diferentes mecanismos moleculares e infeccioso en los que participa
(Bryant et al., 2019).
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Por todos los resultados anteriores, el sistema regulable CRISPRi es una
herramienta util para silenciar genes de diversos grados de expresion, esto valida
la hipotesis de que a mayor expresion de los genes, se requiere una mayor
concentracion de inductor y un mayor tiempo de induccion, y es directamente
proporcional a los niveles de expresion de los genes analizados, ademas de que,
depende mucho de la secuencia que reconoce el gRNA para realizar un blogueo
mas eficiente, asi como también, se demuestra que, se puede medir el efecto de
silenciamiento de diferentes genes y regular de tal manera que podamos ver efecto
sin comprometer la viabilidad celular (Tabla 1). Nuestro sistema resulto ser eficiente
para realizar silenciamientos tal como se ha mostrado en otros organismos
(Depardieu & Bikard, 2020; Gupta et al., 2019).

CONCLUSIONES

1. Se realiz6 la construccion del vector de expresion regulable para el sistema
CRISPRI, generando el plasmido piCRISPR/dCas9/RuvC/HNH.

2. Se confirmd la expresion de la proteina dCas9 en G. duodenalis, asi como

su localizacion nuclear mediante la clonacion de la NLS2340.

3. Se realizé el disefio y construccion de dos gRNA's especificos para el
silenciamiento del gen de alta expresion a-tubulina (QRNA-1trans y gRNA-
2start); un gRNA para el gen de mediana expresion giardipaina-1 (gRNA-

giardipaina), asi como dos mas para los genes sirtuina 2.2 'y 2.4.

4. Se determinaron las condiciones para silenciar los genes de alta expresion,
siendo 15 pg/ml de doxiciclina durante 24 y hasta 48 horas de induccion,

misma que fue estadisticamente significativa; para el gRNA-2start no se
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observd efecto. Para el gen de mediana expresion se determiné una
concentracion de doxiciclina de 5 pg/ml durante 12 y hasta 24 horas de
induccion que fue estadisticamente significativa. Para los genes de baja

expresion no se determino.

5. Se observo efecto en la morfologia de los trofozoitos, asi como una
disminucién en la longitud de los flagelos posterior al silenciamiento de la a-

tubulina.

PERSPECTIVAS

1. Evaluar el efecto del silenciamiento de la Giardipaina-1 en ensayos de

adhesion celular en Giardia.

2. Determinar las condiciones para el silenciamiento de la Sirtuina 2.2y 2.4y

su efecto en Giardia.

3. Disefar protocolos para poder implementar el sistema CRISPRi para la

evaluacion de su efecto en diferentes genes de Giardia.
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