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INTRODUCCION

> Estrategia habitual para la generaciéon de mutantes: Recombinacion Homologa

> Interés particular en el factor de virulencia, la fosfatasa PtpA:

Primera etapa: se genera una cepa que expresa recombinasas mediante electroporacion de la
cepa bacteriana con un plasmido que contenga las secuencias de éestas y resistencia a un
antibidtico.

Segunda etapa: se realiza una segunda electroporacion con la finalidad de introducir el fragmento
a recombinar, tratandose generalmente de fragmentos up y down stream del gen de interés a

mutar y un cassette que confiere resistencia a otro antibiotico, lo que permite la seleccion posterior
del mutante deseado. De esta forma se modifica el gen objetivo e inhibe su transcripcion.

> Nueva estrategia para la generacion de mutantes: CRISPR/Cas9

Unica etapa: electroporacion de la cepa bacteriana con dos plasmidos, uno con la informacion
para la expresion del sistema Cas9-sgRNA y el otro plasmido que codifica una integrasa L5 de
expresion constitutiva.

Una de las ventajas principales de utilizar la estrategia CRISPR/Cas9 interferente es la posibilidad
de modular simultaneamente la expresion de mas de un gen insertando al genoma bacteriano un
unico plasmido que contenga la secuencia de dCas9 y diferentes sgRNAs (McCarty et al., 2020,
doi: 10.1038/s41467-020-15053-x).
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Indmdual cassettes

Introducida en el citosol de la células infectada con Mycobacterium tuberculosis (Mtb) vy
Mycobacterlum bovis BCG (Mb BCG).
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Se verifico los transformantes por PCR observando que el clon 8 es mutante
para el gen de PtpA. Se lisaron las bacterias con microesferas magnéeticas

(inactivando a Mtb previamente incubando 1h a 90°C), se extrajo el ADN genomico.
—— ADNg Mtb

PtpA
Res. Hygr
- < <
Cebador rio arriba gen PtPA AGTTTCTGCTCGACCGTCAT
Cebador dentro del gen resistencia a CGTCGGGGAGTATAACTTCG

higromicina

AAGCTTATCGTATCCAGCTTCCGACA

Cebador rio arriba gen PtpA, con
secuencia de corte para Hindl!ll
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Por otra parte, en CRISPR/Cas9i es necesario inducir al sistema de silenciamiento, por lo que se GCGGCCGCATTGGATGCCATAGGACAGG
puede tener un fenotipo normal o mutado a voluntad propia. Pero tambiéen es posible quitar el

plasmido CRISPR incorporado en el genoma de forma sencilla (Meijers et al., 2020, doi:

Cebador rio abajo gen PtpA, con
secuencia de corte para Not/
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(descrito por Murphy et al., 2015, doi:10.1007/978-1-4939-2450-9_10) 1 kby

Primera etapa: electroporacion de Mtb con un plasmido que expresa las recombinasas RecE vy
RecT, que promueven el intercambio alelico, y contiene resistencia a kanamicina.

Segunda etapa: se construyd un cassette de higromicina que interrumpira el gen de PtpA. Para
ello se realizd una PCR utilizando como molde el vector pKp628, que contiene los genes de
resistencia a higromicina (permitira la seleccion posterior del mutante deseado), cebadores
complementarios a los extremos de dicho gen de resistencia y conteniendo una secuencia
adicional complementaria a las regiones (5°) y (3') flanqueantes al gen de PtpA. Luego se realiza
una segunda electroporacion con la finalidad de introducir el fragmento a recombinar. De esta
forma se modifica el gen target e inhibe su transcripcion.

Se verifico los transformantes por PCR y secuenciacion, observando que los

clones 2 y 8 contienen el crRNA.
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Para ello se realizo la amplificacion de los plasmidos pIRL58 (resistente a kanamicina) y pIRL19 'RNAP %dcass  \
(resistente a ampicilina) mediante transformacion por shock térmico en E. coli DH5a. Ademas se Ne 7

diseno y sintetizo el crRNA que permite el reconocimiento de dCas9;,, en el inicio de la secuencia
codificante del gen ptpA. Luego este crRNA se ligo con T4 ligasa al plasmido pIRL58, previamente
digerido con BsmBl. Posteriormente se amplificaron los productos de ligacion mediante
transformacion en E. coli DH5a. Se eligen 10 clones de una placa, se purifico el ADN plasmidico y
se analizaron por secuenciacion (Macrogen).

Dificultades encontradas en el cultivo de Mb BCG

Backbone de plasmido pIRL58
TATAATCTGGGAGGAGACGATTAATGCGTCTCGGTTTTTGTACTCG

ATATTAGACCCTCCTCTGCTAATTACGCAGAGCCAAAAACATGAGC

\

Corte con enzima BsmBI

TATAATCT GTTTTTGTACTCG
ATATTAGACCCT AACATGAGC

_|_

= crRNA hibridado
4204 bp _ IATI Sentn ety 1 GGGAGATCTGCCGGTCGCCAATGGC
¢ CTAGACGGCCAGCGGTTACCGCAAA

\

Ligacion con T4 ligasa
TATAATCTGGGAGATCTGCCGGTCGCCAATGGCGTTTTTGTACTCG

ATATTAGACCCTCTAGACGGCCAGCGGTTACCGCAAAAACATGAGC

PlRL19 [Addgene #163634]

Visualizacion de las bacterias con la tincion Ziehl-Neelsen. En Ay B se observa un alto

En curso: preparacion de Mb BCG electrocompetentes para posterior electroporacion con los dos porcentaje de contaminantes: mejora de los lotes de Mb BCG en curso.

plasmidos, uno con la informacion para la expresion del sistema Cas9-sgRNA inducible con

Anhidrotetraciclina (ATc) y el otro plasmido que codifica una integrasa L5 de expresion constitutiva. AGRADECIMIENTOS
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Luego se aislan los clones mutantes en placas de cultivo con medio sélido 7H9 con ampicilina y
kanamicina. Luego de 3 semanas de crecimiento se replican los clones en medio liquido Sauton
en presencia del Atc para inducir el sistema Cas9-sgRNA. Para evaluar en los clones la presencia
y secrecion de PtpA por inmunodeteccion (utilizando un Ac. anti-PtpA) se recuperaran los SN de
los cultivos y extractos proteicos totales.
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