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RESUMEN

Elsistema CRISPR-Casse ha convertido en una herramienta novedosa para la edicion
de sitios especificos de genomas al tener una actividad dirigida por moléculas de ARN guia,
siendo el mas conocido CRISPR-Cas9, sin embargo, existen otros sistemas que involucran
otras proteinas Cas, tal es el caso de Casl3, cuya actividad es dirigida a ARN, lo que ha dado
lugar a investigaciones sobre su uso en mecanismos moleculares que involucren la regulacion
a nivel transcriptomico. Este trabajo tiene como objetivo desarrollar una plataforma
molecular que contenga los componentes necesarios para el funcionamiento del sistema

CRISPR-Casl13 en plantas.

Para la construccion de la plataforma se amplificaron por PCR el promotor NOS, la
secuencia correspondiente al ARNg y la secuencia codificante de Casl13, las cuales fueron
integradas por ligacion al plasmido de expresion para plantas PHD-m-Cherry, con el cual se
transformo a la bacteria Escherichia coli cepa DH5aCT, se realizé la seleccion de colonias
transformantes y la extraccion de pldsmidos recombinantes; para corroborar la construccion
genética realizada, se amplificaron de los fragmentos correspondientes al promotor NOS, el
ARNg vy el gen Casl3, ademas de verificarse su identidad mediante secuenciacion y
comparacion mediante Blast y alineamiento de secuencias, una vez hecha dicha
comprobacion, se realizé la transformacion de una cepa de Agrobacterium tumefaciens con
la cual se transformaron por agroinfiltracion plantas de Nicotiana tabacum para comprobar

la transcripcion del gen Casl3.

Los datos sugieren que se logr6 construir una plataforma con los elementos necesarios

para el funcionamiento del sistema CRISPR-Casl13 para plantas y se han obtenido pruebas

que sugieren que las plantas transformadas son capaces de expresar dicha plataforma.



INTRODUCCION

En la naturaleza, el ARN sufre modificaciones antes de ser completamente funcional, una
vez que es sintetizado a partir deuna cadena molde de ADN. En organismos eucariotas, como
las plantas, el ARN sufre distintos procesos que dan como resultado un ARN maduro, como
lo son la adicion de la CAP 5°, el corte y empalme, en el que son eliminados los intrones,
donde también puede ocurrir el empalme alternativo, dando origen a proteinas con

caracteristicas distintas a partir de un mismo gen, y la poliadenilacion del extremo 3’
(Marquardt et al, 2023).

La maduracion del ARN no es el unico proceso al que esta macromolécufia esta sujeto, por
ejemplo, en lugar de generarse un ARN funcional, también puede dirigirse hacia su supresion
e incluso su destruccion. Tal es el caso del silenciamiento genético mediante ARN de
interferencia (ARN1), en el que un ARN dirige la degradacion del ARN mensajero (ARNm),
limitando su expresion. En plantas, el silenciamiento genético del ARN es fundamental para
el desarrollo, la respuesta a estrés, el mantenimiento y la regulacion de la expresion del
genoma, la respuesta a estrés bidtico y abiotico tal como las infecciones virales (Marquardt

et al,2023).

Los avances biotecnologicos han permitido aprovechar mecanismos de procesamiento de
ARN que ocurren en los seres vivos de manera natural para extrapolarlos a otros sitios donde
normalmente no actuarian sin la intervencion humana. Tal es el caso de las repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR, por sus siglas en
inglés) asociadas a nucleasas tipo Cas. El sistema CRISPR-Cas representa un sistema
inmunologico adaptativo que se encuentra conservado en bacterias y arqueas, permitiéndoles
defenderse del ataque de virus y plasmidos externos, mediante la degradacion del material
genético extrafio y que hoy en dia es utilizado para diversos fines como la edicion genética,

la supresion de la expresion y la deteccion de patégenos (Huang et al., 2022).

Las secuencias CRISPR fueron descritas por primera vez a finales de la década de los 1980’s
en Escherichia coli, un grupo japonés observé al final deun gen de esta bacteria secuencias
de ADN repetidas de 29 pares de bases; de igual forma observaron que entre cada una de

estas secuencias repetidas se encontraban secuencias de 32 pares de bases que eran distintas



entre si. Mas tarde, en el afio 2000, en Espana, se descubri6 que este tipo de organizaciones
estaban conservadas en muchas especies de bacterias y arqueas, fue aqui donde este
agrupamiento se nombrdé como “repeticiones palindromicas cortas agrupadas, regularmente
espaciadas”, en inglés “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”. En
2002, se descubrié que CRISPR se transcribe y que se encuentra asociado a otros genes que
se expresan de igual manera, denominados “genes asociados a CRISPR” o “CRISPR

associated (Cas) genes”, que codifican para proteinas con actividad de endonucleasa,

formando el sistema CRIPR-Cas (Zurita, 2021).

El sistema CRISPR-Cas9 para el procesamiento de ADN es el mas conocido, sin embargo,
no es el tnico, ya que existen varios tipos de proteinas Cas, como Casl3 que va dirigida al
procesamiento de ARN, por lo que el sistema CRISPR-Casl3 constituye una potencial
herramienta de regulacion postranscripcional (Soria, 2022). El sistema CRISPR-Cas13 se ha
utilizado para editar el transcriptoma tanto en mamiferos como en plantas, ademas este
sistema representa una herramienta prometedora para combatir la infeccion por virus de ARN

monocatenario (Mahas et al., 2019).

En este trabajo, se desarroll6 una plataforma inespecifica con el sistema CRISPR-Cas13 para
el procesamiento de ARN en plantas, mediante el ensamblaje de los distintos elementos que
conforman el sistema en un pldsmido de expresion en plantas. Ademas, se demostrd que la

planta modelo utilizada, es capaz de expresar el sistema construido.



MARCO TEORICO

Sistema CRISPR-Cas

El sistema CRISPR-Cas es un mecanismo de defensa conservado en bacterias y arqueas,
similar al sistema de silenciamiento genético mediante ARN de interferencia presente en
eucariotas, que permite defender a los organismos de acidos nucleicos extrafios, en general,
se compone de dos elementos principales, un ARN que proviene de la secuencia CRISPR,

conocido como ARNcr y una endonucleasa Cas (Lammoglia-Cobo ef al., 2016).

El descubrimiento del sistema CRISPR-Cas se remota a 1987 cuando Ishino y
colaboradores se encontraban estudiando al gen iap en E. coli K12, reportaron que cerca del
gen que estudiaban se encontraban secuencias cortas repetidas de 29 pares de bases
interespacidas por otras secuencias distintas entre si de 32 pares de bases, sin embargo, en
ese momento no se denotd su importancia bioldgica; mas tarde, en 1991, estas secuencias
fueron reportadas deigual manera en Micobacterium tuberculosis, dos anos después, en 1993
Mojica y colaboradores reportaron la presencia de estas secuencias en arqueas, Haloferax
mediterranei, especificamente. En el afio 2000, Mojica y colaboradores, evidenciaron que
estas secuencias repetidas interespaciadas, se encontraban presentes en mas del 40 % de las
bacterias conocidas y en mas del 90% de las arqueas. En 2002, se descubri6 que existian
genes asociados adyacentes a estas secuencias extrafias (Cas), especificamente Cas 1 a Cas
4. Nuevamente Mojica y colaboradores descubrieron, en 2005, que las secuencias
espaciadoras coincidian con fragmentos del genoma de virus bacteriofagos. En este mismo
afio, Bolotin y colaboradores reportaron genes codificadores de Cas distintosa los reportados
anteriormente, genes que codificaban para una proteina de mayor tamafio y que podria tener
actividad nucleas, esta proteina fue denominada Cas9, al mismo tiempo, revelaron que en los
extremos de los espaciadores se encontraba una secuencia que se repetia, lo que hoy se
conoce como motivo adyacente a protoespacidador (PAM). Fue hasta 2007 que Barrangou y
colaboradores evaluaron la respuesta de Streptococcus thermophilus ante el ataque de fagos,
y observaron que esta bacteria incorporaba nuevos espaciadores a su locus CRISPR

complementarias a secciones del genoma invasor, sirviendo como memoria para futuros



ataques de secuencias homologas a este genoma, de este modo, se establecio al sistema

CRISPR-Cas como un sistema de inmunidad adaptativo.

El funcionamiento de este novedoso sistema de defensase centra en pequefias secuencias
de ARN que detectan de manera especifica la presencia de material genético externo. El
proceso inmunitario guiado por CRISPR-Casocurre en tres fases, la primera es la adaptacion,
en la que las bacterias o arqueas que presentan uno o mas locus CRISPR responden ante la
interaccion con acidos nucleicos extrafios, ya sea provenientes de virus o plasmidos,
introduciendo fragmentos cortos de este material extraiio a sus cromosomas en el extremo

proximal del arreglo CRISPR, como pude apreciarse en la figura 1 (Rivero- Maidana et al.,
2020).

= 5 2 _-_ - - - - "
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tracRNA  Cas9  Casl Cas2 Csn2 Promotor Locus CRISPR
"\ ) Integracién?
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Figura 1. Adaptacion bacteriana a través del sistema CRISPR-Cas (tomado de Rivero-

Maidana et al., 2020).

La segunda fase, corresponde a la fase de expresion en la que CRISPR se transcribe,
dando origen al ARN precursor de CRISPR (pre-crARN), posteriormente, el crARN es
cortado enzimaticamente para dar origen a secuencias cortas de ARN denominadas CRISPR
ARN (crARN), que se componen de una secuencia palindromica complementaria en

conformacion secundaria tipo horquilla, y la secuencia protoespaciadora, que es

complementaria a una region del genoma invasor (Navarro et al., 2024).

La tercera fase, es la de inhibicion, los crARN maduros forman complejos efectores
con las proteinas Cas y dirigen la degradacion del material genético como se muestra en la

figura 2 (Riveros-Maidana et al., 2020).
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Figura 2. Expresion e inhibicion por el sistema CRISPR-Cas (tomado de Rivero- Maidana et
al., 2020).

Tipos de sistemas CRISPR-Cas conocidos

El sistema CRISPR-Cas es complejo y constan de diversos componentes que dificultan
su clasificacion, sin embargo, se ha definido una clasificacion politética con criterios

filogenéticos tomando en cuenta a Cas 1, que es la proteina mas conservada en este sistema

complejo (Navarro et al., 2024).

Los primeros sistemas de clasificacion se basaron en la comparacion de subconjutos de
genes cas. Makarova y colaboradores, en 2011, propusieron una clasificacion que agrupa a
los sistemas CRISPR-Cas en distintos moédulos funcionales, aunque superpuestos, tomando
en cuenta las funciones que desempenan las proteinas Cas asi como las relaciones evolutivas
de los genes cas. El primer médulo es el de adaptacion, que contiene el gen que codificaa la
enzima encargada de integrar un nuevo espaciador, esta enzima es la integrasa Casl,
conservada en la gran mayoria de los sistemas CRISPR-Cas (figura 3), de igual forma se
encuentra presente en este modulo la subunidad estructural del complejo de adaptacion que
es la proteina Cas2 y en algunos casos, se encuentra presente la nucleasa Cas4 y una
trascriptasa inversa (RT) no asociada a CRISPR; cabe destacar, que la composicion proteica
de este modulo es similar en todos los sistemas CRISPR-Cas. El segundo modulo es el de
procesamiento de expresion, encargado del procesamiento de pre-crRNA una vez que se
sintetiza el RNA. El tercero, el modulo de interferencia o efector, es el encargado del
procesamiento de la secuencia objetivo. Por ultimo, el cuarto modulo, es el de transduccion

de sefales o auxiliar, que comprende un grupo de genes cuya funcion atn es difusa.
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Con base en los cuatro mdédulos efectores, la misma Makarova y sus colaboradores en
2020, propusieron la clasificaciéon mas resiente de los sistemas CRISPR-Cas y comprende

dos clases, clase 1 y clase 2; 6 tipos, nombrados de I al VI'y 30 subtipos (Equerra, 2022;
Makarova et al., 2011).

Sistema CRISPR-Cas clase 1

Dentro de los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 encontramos a los sistemas de tipo I,
IITy IV. Como ya se ha mencionado anteriormente, la composicion de los modulos
funcionales, son un criterio fundamental para la clasificacion de CRISPR-Cas. En los
sistemas CRISPR-Casde clase 1, la proteina Cas6 es la principal encargada del médulo de
procesamiento, por otro lado, el moédulo efector, consta de distintas proteinas Cas, como lo
son, Cas3 (que en algunas ocasiones puede encontrarse fusionada con Cas2), Cas5, Cas6,
Cas7, Cas8, Casl0y Casl 1. Porsu parte, el médulo deadaptacion es estructuralmente similar
en los sistemas de clase 1y clase 2, en este modulo, la integrasa Cas 1 es clave en la insercion

de un nuevo espaciador, ademas es la proteina Cas mas conservada en los sistemas

(Makarova et al., 2011).

Otra caracteristica importante de los sistemas de clase 1, es que el complejo efector
se encuentra formado por un conjunto de distintas proteinas Cas, conocido como Cascade,
por sus siglas en inglés (CRISPR-associated for ativiral defense) y es estructuralmente
similar en los tres tipos (I, III y IV), sin embargo, las secuencias codificantes de las proteinas

Cas del Cascade presentan una divergencia extrema (Makarova et al., 2011).

Sistema CRIPR-Cas clase 2

Los sistemas CRIPR-Cas de clase 2 se caracterizan por ser mas simples que los
sistemas de clase 1, esta clase se encuentra conformada por los sistemas de tipo 11, Vy VL
La principal caracteristica de estos sistemas es que poseen una proteina Cas grande y con
mutidominios que se encarga de efectuar el médulo de expresion y el modulo efector (Garcia,
2023).

La composicion proteica del modulo de adaptacion es similar a los sistemas de clase

1, con la presencia de Casl, Cas2 y Cas4. Como ya se menciono anteriormente, el modulo

12



de expresion esta conformado por la misma proteina Cas que el médulo efector, por ejemplo,
Casl2 para el tipo V y Casl3 para el tipo VI; por su parte, en el sistema de tipo II, que tiene
como proteina multidominio a Cas9, se encuentra una ARNasa tipo III que participa en
conjunto con Cas9 como parte del médulo de procesamiento de expresion, como puede

observarse en la figura 3 (Makarova et al., 2020).
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i 1 A 1
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Figura 3. Clasificacion de los sistemas CRISPR-Cas en funcion a la composicion proteica de

los modulos funcionales (modificado de Makarova et al., 2020).

Sistema CRISPR-Cas13

El sistema CRISPR-Casl13 corresponde a la clase 2 y el tipo VI de la clasificacion de
Makarova et al., 2020 (figura 3). Como ya se ha mencionado antes, la principal caracteristica
de los sistemas de clase 2 es que poseen una proteina Cas multidominio; para este caso,
Casl3, que va dirigida a la degradacion de ARN, contiene dos dominios de unién a
nucleotidos de eucariotas superiores y procariotas (HENP), que forman un sitio catalitico
capaz de degradar el ARN una vez que el ARN guia (crARN) se encuentra apareado con un

ARN diana (Bot et al., 2022).

Se han descrito varios subtipos de este sistema que contienen distintas proteinas Casl3,

que son:
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Casl3a
También conocida como C2C2, es una ARNasa guiada por ARN que contiene dos

dominios HENP conservados. Consta de dos lobulos, el 16bulo de reconocimiento de crARN
(REC) yel l6bulo de nucleasa (NUC). El16bulo REC esté constituido por el dominio Helical-
1 y el dominio N-terminal (NTD), mientras que el lobulo NUC consta del dominio HENP1,
el HENP2, el dominio Helical-2, ademas de un enlazador entre los dominios HENP (figura

4 a) (Zaho et al., 2022).

Casl3aposee dosactividades de ARNasa distintas, una que se encarga del procesamiento
del pre-crARN vy otra para la degradacion del ARN diana y la degradacion colateral de ARN
no especifico. El crARN maduro consta de un espaciador 3’y un asa 5°, que consta de un

flanco 5, un tallo 5, un bucle, un tallo 3"y un flanco 3" (figura 4 b) (Zaho et al., 2022).

B
REC lobe NUC lobe 3'stem 5 flank

B ]
11 -

Figura 4. A. Dominios de la nucleasa Casl3a. B. Estructura de crARN maduro (tomado de

Zaho et al., 2022).

Casl3b

Al igual que Casl3a, Casl3b contiene dos dominios HENP conservados y una
estructura bilobulada que se encuentra compuesta por 5 dominios, que son los dominios
HENP 1, HENP 2, Helical-1, Helical-2 y el dominio Lid que recubre el extremo 3 'con dos
horquillas beta, ademdas deun enlazador de dominios HENP. La actividad ARNasade Cas13b
es de igual forma guiada por un crARN que se posiciona entre los dominios Helical-1,

Helical-2 y Lid, mientras que el espaciador sobresale deun canal central grande que atraviesa

el centro de la molécula (Slaymaker et al., 2019).

A diferencia de las otras proteinas Casl3, Cas13b presenta sus dominios HENP en
los extremos C y N terminales, lo que le confiere una conformacion tridimensional distinta,
ademas el crARN se encuentra en posicion 3" y el espaciador en 5, que es una posicion

inversa en comparacion con los demas sistemas Cas13 (Slaymaker ez al., 2019).
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Helical-2 | Linker | HENP2 _Lid

Figura 5. Representacion grafica de los dominios que conforman a Cas13b, teniendo como

principal caracteristica la presencia de los dominios HENP en los extremos N y C terminal.

Casl3c

Conocida también como C2C7, es una proteina Cas poco estudiada. Se sabe que
cuenta con los dominios HENP caracteristicos de las proteinas Casl3, sin embargo, no hay

suficientes datos estructurales y funcionales para determinar su actividad (Shmakoy et al.,
2017; Lui y Pei, 2022).

Casl3d

Es la proteina mas pequeia de todas las proteinas Casl3, presenta una arquitectura
bilobulada (l6bulos NUC y REC) conformada por los dominios NTD, HEPN1, HEPN2,
Helical-2, ademas de dos dominios que no se encuentran presentes en las demas proteinas
Cas13 que son el dominio de unién a ADN hélice-giro-hélice (HTH) y el dominio de union

a ADN cinta-hélice-hélice (RHH) (Yan et al., 2018).

El sistema CRISPR-Cas13d ademasutiliza una proteina accesoria denominada WYL,
que aumenta considerablemente la actividad ARNasa de Casl3d. Diversas investigaciones
muestran que WYL tiene interacciones débiles con Cas13d, sin embargo la presencia del
crARN favorece la unién de Cas13d con WYL, asi como su actividad dirigida y colateral en
la degradacion del ARN monocaternario (ssARN) diana y ssARN circundante, por lo que la
proteina accesoria WYL cumple una funcion de ancla independiente de la secuencia del

ssSARN, capturando distintos ARNs para presentarlos antes el sistema CRISPR-Casl3dy

pueda ejecutarse su procesamiento (Zhang et al., 2019).
Estructura del ARNecr utilizado por el sistema CRISPR-Cas13
Como en todos los sistemas CRISPR-Cas, el ARNcr de CRISPR-Cas13 se expresa

en un unico pre-ARNcr que posteriormente es procesado para convertirse en un ARNcr

maduro, conformado por una repeticion directa y un espaciador. La estructura general de

15



ARNecr maduro, consta de dos partes, una horquilla en forma de asa conformada por la

secuencia repetiday una secuencia guia adyacente conformada por el espaciador que puede

encontrarse en posicion 3’ 6 5°.

La arquitectura del ARNcr utilizado por Casl3 consta de un tallo de 5-6 pb, una

region de bucle de 7-9 pb sobre ubicada sobre la region del tallo, una regiéon monocatenaria

5’ de 8-12 nucleodtidos, importante para el reconocimiento del ARNcr por Casl3 y el

espaciador ubicado en 3. El ARNcrde Cas13b presenta un tallo més largo, de 9 a 14 pb con

protuberancias y un bucle mas pequefio (3-6 nucleotidos), ademas el espaciador se encuentra

en posicion 5°, inverso a los demas ARNcr de Casl3. Por su parte, la estructura del ARNecr

de Casl3c no ha sido dilucidada por completo, se sabe que es mas pequefio (30 pb), se

conforma por un tallo de 9 pb, un bucle de 4-5 pb y el espaciador se encuentra en posicion

3. Por ultimo, el ARNcr de Casl3d consta de un tallo de 8-10 pb, un bucle de 4-6 pb y el
espaciador en posicion 3’ (figura 5) (O’Connell, 2019).
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Figura 6. Estructuras del ARNecr utilizadas por los diferentes tipos de Cas13 (tomado de

Ashraf et al., 2022).

Mecanismo de accion de CRISPR-Cas13

El sistema CRISPR-Casl3 estd compuesto por una nucleasa de ARN programable

(Casl3) y un ARNcrde aproximadamente 64-66 nucleotidos, que es capaz de guiar a Cas13

hacia la degradacion de un ARN diana mediante la identificacion de una secuencia de 20 a
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30 nucledtidos del ARN objetivo a través del sitio flanqueante del protoespaciador (PFS)
(Lotfi y Razaei, 2020).

La secuencia CRISPR se transcribe en un tunico pre-ARNecr largo, que es procesado en
cadenas mas cortas de ARNcr maduros por la proteina Cas13. Una vez formado el complejo
ARNCcr-Casl3, este mismo escanea el ARN de cadena sencilla invasor, en busca del
protoespaciador. La complementariedad entre el ARNcry la secuencia del protoespaciador,
asi como la presencia de la secuencia PFS induce cambios conformacionales en Casl3, lo
que resulta en la activacion de los dominios nucleétidos HEPN y su desplazamiento a la

superficie dela proteina, dando lugar a la degradacion de ARN invasor (figura 7) (Burimistrz
et al., 2020).
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Figura 7. Mecanismo de accion del sistema CRISPR-Cas13 (tomado de Burimistrz et al.,
2020).

Procesamiento de ARN mediante CRISPR-Cas13

La revolucion genomica dadaa raiz de la secuenciacion del genoma humano dio paso a

investigaciones que buscaban la modificacion del ARN para estudiar sus consecuencias
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funcionales, durante décadas se han desarrollado diferentes técnicas que permiten procesar

al ARN (Grosjean, 2015), ejemplo de ello, es el sistema CRISPR-Cas13.

El sistema CRISPR-Cas13 puede dirigirse a cualquier ARN monocatenario y procesarlo
sin ser necesaria una modificacion directa sobre el ADN, debido a esto, se ha dirigido el
sistema hacia ARN endogeno, propio de diversos organismos. Por ejemplo, se ha utilizado a
Casl3 para silenciar de manera eficiente el ARNmde células cancerosas, de igual forma, se

ha demostrado el funcionamiento positivo del sistema para la degradacion de ARN’s no
codificantes, como el ARN circular (ARNCcirc) y el ARN no codificante largo (ARNInc) en

diversos tipos de cancer humano (Kavuri et al., 2022).

En plantas, se ha suprimido con éxito el ARNm de distintos genes relevantes, como lo es
el ARNm codificante de la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), una enzima
clave en la via del shikimato, esencial para la sintesis de diversos compuestos aromaticos,

ademas de ser el principal blanco de herbicidas a base de glifosfato (Abudayyehet al., 2017).

La edicién del ARN posterior a la transcripcion también es posible mediante CRISPR-
Casl3. Cox y colaboradores, en 2017, fusionaron la enzima adenosina desaminasa humana
(ADAR), que media la edicion enddgena del ARNm mediante la desaminacion hidrolitica de
la adenosina, convirtiéndola en inosina, que es funcionalmente equivalente a la guanosina en
la traduccion y el empalme, con Casl3b cataliticamente inactiva, utilizando un ARNg de
Casl3, lograron dirigir el cambio de adenosina a inosina, en zonas especificas del ARNm, en

céluas HEK293FT. Este método de edicion de ARN es ahora conocido como Reemplazo
Programable de Adenosina a Inosina (REPAIR).
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Figura 8. Esquematizacion de la direccion de la edicion del ARN mediante la enzima ADAR

y el sistema CRISPR-Cas13 (tomado de Cox et al., 2017).
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Como sabemos, el ARN debe procesarse antes de ser ARNm maduro y funcional; una de
las principales modificaciones que sufre el ARN es el corte y empalme, en el que son
eliminados intrones de la cadena de ARN hetero nuclear (ARNhn), que es el producto
inmediato de la transcripcion y precursor del ARNm. Elempalme alternativo es un fendmeno
que ocurre cuando el ARNhn se reestructura y puede dar distintos ARN’s mensajeros
maduros, este proceso estd mediado por la interaccion de elementos en cis sobre el ARNhn
con factores de empalme que actuian en trans que pueden determinar la inclusion o exclusion

de exones (Wang ef al., 2015).

Konerman y colaboradores, en 2018, demostraron que la union de Cas13 cataliticamente
inactiva a uno de estos factores de empalme es suficiente para la obtencién de isoformas
proteicas a partir de la alteracion dirigida del empalme alternativo. Para ello, identificaron
elementos de empalme en un reportero de empalme con dos proteinas fluorescentes, la
DsRed, que se encuentra aguas arriba (upstream) de la segunda proteina, mTagBFP2,
presentes en marcos de lectura distintos después de un exén empalmado alternativamente.
La inclusion o eliminacion deeste exon cambia el marco de lectura, asi como la fluorescencia
resultante. Para lograr la intervencion en el proceso de empalme, se fusiond a Casl3
cataliticamente inactiva con la ribonucleoproteina nuclear heterogénea altamente conservada
1 (hnRNP1), que inhibe la inclusién de exones a través de un dominio C-terminal rico en
glicina. Se utilizé la matriz CRISPR para disefiar ARN’s guias y dirigirlos en conjunto a
zonas clave del exon, que participan en el proceso de empalme. CRISPR Cas13 fusionado
con hnRNP1 logr6 la exclusion efectiva de un exon especifico, demostrando que el sistema

CRISPR-Casl3 es util para dirigir el empalme alternativo (Konermann et al., 2018).

De igual forma, CRISPR-Casl3 puede ser utilizando para la deteccion de acidos
nucleicos, que es de gran utilidad para el diagndstico y seguimiento eficiente de
enfermedades tanto en animales como en plantas. Los métodos de deteccion de acidos
nucleicos actuales como lo son la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), presentan
diversas limitantes, como la inhibicion por sustratos no aptos. Gootenberg y colaboradores
en 2017, desarrollaron una plataforma de deteccion de acidos nucleicos denominada
Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing (SHERLOCK), que utiliza la
actividad de degradacion colateral de ARN de Casl3a para detectar la presencia de ARN
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especifico, por ARN’s guias, in vivo, mediante la muerte celular programada, e in vitro,
mediante la degradacion colateral de ARN reportero. Ademas, SHERLOCK es altamente
sensible, siendo capaz de reconocer acidos nucleicos con la presencia de una sola molécula,

al igual que altamente especifica, discriminando un solo nucledtido entre moléculas

(Abudayyeh et al., 2019).

Abudayyeh y colaboradores en 2019, utilizaron con éxito a SHERLOCK para la
deteccion de multiples genes de interés en cultivos de soja, de igual forma, mostraron que el
sustrato necesario, no requiere de procesamiento especial, en comparacion con otras técnicas
moleculares de deteccion de genes, lo que simboliza un ahorro en costo, tiempo y aspectos
técnicos sin perder precision y sensibilidad. SHERLOCK, puede ser usado en otros contextos
agricolas como la deteccion temprana de fitopatdgenos, como virus, de manera rapida, lo que
permite tomar acciones pertinentes para evitar pérdidas en cultivos (Abudayyeh et al., 2019).

Antecedentes del uso de CRISPR-Cas13 en el control de enfermedades virales en
plantas

Los virus son parasitos intracelulares obligados que requieren la maquinaria celular de
sus huéspedes para poder causar dafio, los virus fitopatdogenos son de gran relevancia debido

a que pueden causar grandes pérdidas de cultivos, y econdmicas, a nivel mundial.

Debido a que las infecciones virales en plantas son de gran importancia, es necesario
desarrollar tratamientos cada vez mas eficientes que permitan a las plantas hacer frente a
patogenos. Zhan y colaboradores en 2023, desarrollaron plantas transgénicas de papa
(Solanum tuberosum L.) resistentes al virus del enrollamiento de la hoja de papa (PLRV), el
virus de la papa Y (PVY), el virus de la papa X (PVX) y el virus de la papa S (PVS),
utilizando el sistema CRISPER-Casl3 con un ARN guia policistronico para atacar

simultaneamente a los cuatro virus en un solo individuo.

Para desarrollar la plataforma denominada CRISPR-Cas13d/PTG multiplex (Zhan et al.,
2023) se construy6 un vector binario (pPTG) con un gen sintético para Cas13d y un gen
policistronico ARNt-ARNg (PTG)para la produccion de cuatro gARN's dirigidos a los genes

de capside de los cuatro virus de interés PLRV,PVY, PVS y PVX. La expresion de ambos
genes es favorecida por el promotor UBQ10 para Casl3dy AtU6 para PTG (figura 9).
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Una vez obtenido el constructo, se introdujo a plantas de papa mediante Agrobacterium
y se seleccionaron lineas transgénicas. La expresion de Casl3d se midid mediante
transferencia Western y la presencia de los cuatro ARN’s guia se evidencidé mediate qRT-
PCR. Para demostrar la resistencia a virus por parte de las plantas con el sistema
Casl13d/PTG, se infectaron las plantas transgénicas, primero con un solo virus y la
concentracion viral se evalud a los 15 y 25 dias post inoculacion mediante ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA) y qRT-PCR. Se demostro que las plantas que
contenia el sistema CRISPR-Cas13/PTG inhibieron fuertemente la acumulacion de los cuatro
virus probados individualmente. Para evaluar la multirresistencia viral, se infectaron plantas
transgénicas que expresaban CRISPR-Cas13d/PTG con los virus PVY y PVX, las cuales
mostraron una reduccion en la acumulacién de ambos virus. Para reforzar esta evidencia, se
infectaron plantas de papa resistentes a PVY, con ambos virus (PVY y PVX), las cuales solo
mostraron reduccion en la concentracion y sintomatologia de PVY. Lo anterior, demuestra
que CRISPR-Cas13d/PTG tiene un amplio potencial para degradarmultiples genomas virales

de manera simultanea.
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Figura 9. Arquitectura del sistema CRISPR-Cas13d/PTG multiplex (tomado de Zhan et
al.,2023).
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Ventajas y limitantes del uso de CRISPR-Cas13 ante otros sistemas CRISPR-Cas

Los sistemas CRISPR-Casse han posicionado como una de las herramientas moleculares
mas novedosas de la actualidad. Gran parte de las proteinas Cas conocidas hasta el momento
tiene como diana al ADN, sin embargo, la edicion de ADN con CRISPR presenta ciertas
limitaciones como la necesidad de un motivo adyacente de protoespaciador (PAM) en la
diana, mutaciones inespecificas y baja eficiencia en contra virus. Por su parte, el
procesamiento de ARN mediante CRIPSR-Cas13 es ventajoso sobre la edicion del ADN, ya
que disminuye el riesgo de efectos pleiotropicos no deseados, ademas de que los productos,
asi como la modificacion del ARN pueden ser regulados con mayor facilidad, de manera

precisa y espaciotemporal (Kavuri ef al., 2022).

Por otro lado, CRISPR-Casl3 presenta limitantes. Aunque se ha menciona que la
actividad de degradacion colateral de ARN por Casl3 puede ser aprovechada, hacen falta

estudios para determinar los posibles efectos negativos de dicha actividad.

ARN de interferencia (ARNI): otra tecnologia para el procesamiento de ARN

El ARN de interferencia es un mecanismo de silenciamiento genético ampliamente
distribuido en eucariotas. El silenciamiento de genes se da por la interaccion de un complejo
de proteinas en el citoplasma denominado RISC (Complejo de Silenciamiento Mediado por
ARN), por sus siglas en inglés, con pequefias moléculas de ARN (ARNSsi), las cuales actian

sobre el ARNm impidiendo que este se traduzca a proteina (Noriega et al., 2016).

Este mecanismo esta mediado por ARN’s de doble cadena (ARNdc), de 21 a 223 pares
de bases, que pueden ser introducidas a las células manera artificial, mediante una infeccion
viral o sintetizadas intracelularmente. Una vez presente el ARNdc, es fragmentado en
moléculas mas pequenas (ARNSsi) por medio de la enzima Decir, perteneciente a la familia
de las ARNasas tipo I1I. Los ARNsi producidos activan al complejo RISC, que, entre otros
componentes, se encuentran las proteinas argonautas Agol y Ago2. RISC, elimina la cadena
sentido de los ARNsi dejando Uinicamente a la cadena antisentido como guia del complejo
efector. Una vez unido el complejo al ARNm objetivo, RISC degrada al ARNm mediante
motivos cataliticos ARNasa tipo II, produciendo el silenciamiento genético (Noriega et al.,

2016; Correa et al., 2008).
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La interferencia mediante ARN se ha convertido en una herramienta muy importante para
el control de la expresion genética, y ha sido fundamental para comprender los efectos de la
expresion genética en plantas, principalmente ante la respuesta ante el estrés bidtico y
abiotico, de igual forma se ha utilizado como una alternativa para el control de fitopatdgenos

como los virus, que pueden causar enfermedades importantes en cultivos de todo el mundo

(Koeppe, 2023).

Aspectos bioéticos sobre el uso de CRISPR-Cas y el procesamiento de ARN

Aunque los sistemas CRISPR-Cas se han posicionado como mecanismos de edicion
genética eficientes y muy prometedores, aun existen preocupaciones en aspectos de
bioseguridad y dafio al equilibrio ambiental. A pesar de que estos sistemas potencializan la
obtencion de cultivos mejorados, asi como la resolucion de problemas agricolas de gran
impacto, como las enfermedades por fitopatdgenos, al liberarlos al medio ambiente, existen
un sinfin de posibilidades y consecuencias no previstas, como la alteracion de ecosistemas,
el desplazamiento de especies silvestres, dafo en el flujo de genes, generar resistencia por
parte de patdogenos, asi como otras plantas parasitas, por lo que es necesario continuar con el
desarrollo de investigaciones que busquen dilucidar por completo las consecuencias, buenas
y mala, dela aplicacion de CRISPR-Cas fuera del laboratorio. De igual forma, es necesaria
la implementacion de leyes y politicas gubernamentales que busque la regulacion y
aplicacion de CRISPR-Cas de manera justa en la sociedad, evitando la incidencia en lagunas
legales para garantizar que los avances cientificos se encaminen hacia el desarrollo de una

sociedad moderna y no para el veneficio de unos pocos (Elizondo-Luevano et al., 2024).
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JUSTIFICACION

Se han disefiado distintas técnicas y tratamientos contra virus fitopatdogenos, asi como
para procesar ARN propio de la planta, como la tecnologia de ARN de interferencia (ARNi).
Sin embargo, la alta tasa de mutacion en los virus y lanecesidad de nuevos modelos vegetales
para la investigacion puede superar el control por estas técnicas, por los que es necesario
desarrollar nuevos métodos, mas rapidos, versatiles, de facil ejecucion y bajo costo, para
poder hacer frente a las infecciones masivas por virus (Zhan et al., 2023) y a las necesidades
en investigacion vegetal. El sistema CRISPR-Casl3 representa una herramienta novedosa
que permite el procesamiento de ARN foraneo y propio de las plantas, se ha demostrado su
efectividad en plantas como soja y papa (Abudayyeh et al., 2019; Zhan et al,, 2023). Sin
embargo, los trabajos realizados en la actualidad se centran en la obtencion de plataformas
especificas que tiene cobertura para un inico ARN o para un grupo limitado de estos. La
construccion de sistemas desde cero para procesar nuevas dianas moleculares resulta un
procesos tardadoy costoso, por lo que es necesario disefar una plataforma de alta versatilidad

que permita disminuir tiempo y costos, mientras hace frente a las necesidades planteadas

anteriormente.
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OBJETIVOS

* Objetivo general

* Desarrollar una pataforma con el sistema CRISPR-Casl3 para el

procesamiento de ARN en plantas.
* Objetivos especificos

* Obtener fragmentos correspondientes al ARNg para Casl3, promotor

constitutivo NOS y la secuencia codificante de Casl13.

* Clonar fragmentos de interés en el plasmido de expresion para plantas PHD-

m-Cherry.

» Trasformar cepas bacterianas de mantenimiento (E. coli DH5aCT) con el

plasmido clonado.

* Transformar plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) con la plataforma

construida mediante Agrobacterium tumefaciens.

* Comprobar la expresion in planta de la plataforma construida.
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METODOLOGIA

Obtencion de fragmentos de interés mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Los fragmentos de interés se obtuvieron mediante amplificacion por PRC utilizando
la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion (Thermo Scientific, California, USA)siguiendo

las instrucciones del fabricante y ajustando el volumen de reaccién a 10 pL, utilizando un
termociclador T-100 (BIORAD, USA).

El fragmento ARNg con un tamafio de 209 pb se obtuvo a partir del plasmido pAc-
sgRNA-Cas9 con codigo de Addgene 49330 disponible en el Laboratorio de Cultivos
Vegetales del Jardin Botanico Universitario de la BUAP, empleando los oligonucledtidos
crBspQFw
CCACgCCAATATCGAAGGcGACTAAAACGGAAGAGCTCGCTCTTCCAGATCTGG
AAAAATGATGTGACAGTGG y ctfRNARv
2aattcGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGG. Para la obtencion del fragmento
correspondiente al promotor transcripcional NOS, con un tamaiio de 263 pb, se utilizé el
plasmido pHDE-35S-Cas9-mCherry con codigo de Addgene 78931 también disponible en el
mismo laboratorio empleando los oligonucle6tidos Xbal Fw

tctagaCCGATGACGCGGGACA y NOSRv TGCAGATTATTTGGATTGAGAGTG, en

ambos casos se emplearon las condiciones de amplificacion mostradas en la tabla 1

Tabla 1. Condiciones de PCR para la amplificacion de las secuencias ARNg y promotor
NOS.

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 °C 60 s Unico
inicial
Desnaturalizacion 95 °C I5s
Alineamiento 59 °C I5s 25
Extension 72 °C I5s
Extension final 72 °C 3 min Unico
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El fragmento de DNA codificante de Cas13 de aproximadamente 4163 pb se obtuvo
a partir del plasmido pCO001 - huLshC2C2-MBP con codigo de Addgene 79150 y disponible
también en el Laboratorio de Cultivos Vegetales, empleando el siguiente par de
oligonucledtidos BglC2Fw agatct ATGGGCAACCTGTTCGGACAC y XhoSTOPC2Rv
ctcgagTCACAGGGTATCGTTAGTATTCTCG, con las condiciones de amplificacion

mostradas en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificacion de la secuencia codificante de Casl3.

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95 °C 3 min Unico
inicial
Desnaturalizacion 95 °C I5s
Hibridacion 66 °C I5s 35
Extension 72 °C 4.5 min
Extension final 72 °C 5 min Unico

Posterior a la amplificacion por PCR, se realizd electroforesis a 90V durante 40 minutos en
geles de agarosa al 1% pretenidos para el producto de las reacciones para promotor NOS'y

el ARNg,yen geles deagarosa al 0.7% para Cas13, ambos pretefiidos con bromuro deetidio.

Los fragmentos del tamafo esperado fueron escindidos del gel de agarosa y se
purificaron mediante el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, California

USA), ajustando el volumen final a 30 pL.

Desarrollo del constructo NOS:ARNg

El ensamblaje delconstructo NOS:ARNgse realizé mediante ligacion enzimatica con
el kit T4 DNA ligase (Thermo Scientific, California USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante y ajustando el volumen de reaccioén a 20 pL, utilizando una proporcion 1:1 de los

fragmentos purificados.

Posterior a la ligacion, se realiz6 una PCR para amplificar el constructo NOS:ARNg

utilizando la ADN polimerasa dealta fidelidad Phusion mencionada anteriormente, ajustando
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el volumen de reaccion a 10 pL, con las condiciones mostradas en la tabla 1 aumentado el
tiempo de extension a 30 s, utilizando los oligonucledtidos Xbal Fw

tctagaCCGATGACGCGGGACA y crRNARv
gaattcGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGG como se muestra en la figura 10.

El producto de la PCR se separ6 por electroforesis en gel de agarosa al 1%, pretefiido
con bromuro de etidio, a 90V durante 40 minutos, con el fin de identificar fragmentos de

tamafio aproximado de 472 pb correspondientes al constructo NOS:ARNg.

El fragmento del tamafio esperado fue escindido del gel de agarosa y se purifico
mediante el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, California USA), eluyendo

en 30 uL de agua libre de nucleasas.

Figura. 10. Representacion grafica del constructo NOS:ARNg y la unién de los

oligonucledtidos para su amplificacion.

Clonacion de los fragmentos de interés en el plasmido de expresion

Clonacion de constructo NOS:ARNg

Para el ensamblado de la plataforma molecular de expresion Se utilizo el pladsmido
pHDE-35S-Cas9-mCherry mencionado anteriormente. Previo a la clonacion, el plasmido se
sometid a digestion enzimatica con la enzima de restriccion Mlul (FastDigest Value Pack
Unit, Thermo Scientific, California USA), el producto de digestion se sometid a
electroforesis en gel de agarosa 0.7%, tefiido con bromuro de etidio, a 94V durante 40

minutos y fue extraido y purificado a partir del gel mediante el kit Zymoclean Gel DNA
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Recovery (Zymo Research, California USA), ajustando el volumen final a 30 pL.
Posteriormente se realizd la eliminacion de extremos de cadena sencilla del producto
purificado, mediante el kit Anza DNA Blunt End (Thermo Scientific, California USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante, ajustando el volumen final de reaccién a 10 pL.

Se inserto el constructo NOS:ARNgen el plasmido tratado con Anza DNA Blunt End
mediante ligacion enzimatica con el kit T4 DNA ligase (Thermo Scientific, California USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante y ajustando el volumen de reaccion a 20 pL,
utilizando una proporcion 1:1 entre el plasmido tratado y el cosntructo NOS:ARNg

purificado.

Clonacion de la secuencia codificante de Cas13

Se parti6 del plasmido PHD-m-Cherry clonado con el constructo NOS:ARNg. Previo
a la clonacion, el plasmido se someti6 a digestion enzimatica con la enzima Xhol (FastDigest
Value Pack Unit, Thermo Scientific, California USA), el producto de digestion se sometid a
electroforesis en gel de agarosa 0.7%, tefiido con bromuro de etidio, a 94V durante 40
minutos y fue purificado a partir del gel mediante el kit Zymoclean Gel DNA Recovery
(Zymo Research, California USA), ajustando el volumen final a 30 uL. De igual forma, se
realizé la eliminacion de extremos de cadena sencilla del producto recuperado mediante el
kit Anza DNA Blunt End (Thermo Scientific, California USA) mencionado anteriormente,

ajustando el volumen final a 10 pL.

Se insert6 la secuencia codificante de Casl3, previamente purificada, en el plasmido
tratado con Anza DNA Blunt End mediante ligacion enzimatica con el kit T4 DNA ligase
(Thermo Scientific, California USA), siguiendo las instrucciones del fabricante y ajustando
el volumen de reaccion a 20 pL, utilizando 4 pL de plasmido y 3 pL de la secuencia

codificante de Cas13.
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PHD-m-Cherry

Nios

Figura 11. Representacion grafica de los sititos de restriccion escindidos para la clonacion de

los fragmentos de interés y producto final de después de la clonacion de los fragmentos de

interés en el plasmido de expresion PHD-m-Cherry.

Preparacion de células bacterianas competentes

Se inocularon 10 mL medio LB liquido con E. coli DH5aCT y se incubaron a 37 °C y 180
rpm por una noche, posteriormente, se inocularon 250 mL de medio LB liquido con 1 mL
del cultivo inicial y se incub6 a 37°C en agitacion hasta conseguir un crecimiento bacteriano
con DO600 de entre 0.35 — 0.4, cuando el crecimiento estuvo dentro del rango anterior, el
cultivo de células se transfiri6 rdpidamente a hielo durante 20 minutos, agitando
ocasionalmente de forma manual. Después, el cultivo se transfirid, en campana de flujo
laminar, a 4 tubos Falcon ® estériles de 50 mL y se centrifugé a 4,000 rpm durante 15
minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante. Cada pastilla se resuspendio cuidadosamente en
10 mL de una solucion de MgCl 100 mM frio, posteriormente se juntaron las soluciones
bacterianas en dos tubos para ser centrifugadas a 3,000 rpm por 15 minutos a 4°C, se decantd
el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en 50 mL de solucion de CaCl2 a 100 mM
y se incubaron en hielo por 20 minutos. Posterior al tiempo de incubacion en hielo, las células
fueron centrifugadas nuevamente a 3,000 rpm por 15 minutos a 4°C, se desecho el

sobrenadante y los precipitados bacterianos se resuspendieron 40 mL de una solucién de
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CaCl2 85 mM, glicerol 15%, luego fueron centrifugados a 2100 rpm por 15 minutos a 4 °C,
se desecho el sobrenadante y las pastillas formadas se resuspedieron en 2 mL de CaCl2 85
mM, glicerol 15% v/v, finalmente, se colocaron alicuotas de 200 uL. de la suspension
formada en tubos Eppendorf ® estériles de 1.5 mL, previamente enfriados (-20°C) y en

escarcha proveniente de ultracongelador a -80°C, los cuales fueron almacenados a -80°C.

Obtencion de células competentes de Agrobacterium

Para la obtencion de Agrobacterium se inocularon 10 mL medio YEP liquido,
suplementado rifampicina, dejandose incubar durante 20 horas a 28°C 180 rpm.
Posteriormente, se inocularon 250 Ml de medio YEP enriquecido con rifampicina para
Agrobacterium, con 1 mL del cultivo inicial y se incubd a 28°C en agitacion, hasta conseguir
un crecimiento bacteriano con DOeoo 0.5 — 0.55. Cuando el crecimiento estuvo dentro del
rango estipulado, los cultivos de células se transfirieron rapidamente a hielo durante 20
minutos, agitando ocasionalmente de forma manual. Después, cada cultivo se transfirid, en
campana de flujo laminar, a 4 tubos conicos estériles de 50 mL y se centrifugé a 4,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante. Las pastillas resultantes de
Agrobacterium fueron lavadas con agua estéril fria, centrifugando a 4000 rpm, a 4°C por 15

minutos, desechando el sobrenadante.

Finalmente, las pastillas formadas se resuspendieron en 2 mL de CaCl; 85 mM,
glicerol 15% v/v y se colocaron alicuotas de 200 pL de la suspension formada en tubos
estériles de 1.5 mL, previamente enfriados (-20°C) y en escarcha proveniente de

ultracongelador a -80°C, los cuales fueron almacenados a -80°C.

Transformacion bacteriana con el plasmido clonado

Se transformaron células competentes E. coli DH5aCT'y Agrobcaterium mediante
choque térmico. Los viales que contenian el cultivo celular utilizados para la transformacion
fueron sacados de su confinamiento a -80°C para ser descongelados en frio, una vez que el
contenido del vial con las células competentes se mostr6 liquido, se agregaron 10uL del
plasmido, para E. coli y 4 uL para Agrobacterium, posteriormente las c€lulas se incubaron
por 1y 3 minutos, respectivamente, a 42°C y después, rapidamente fueron colocados en hielo
durante 5 minutos, enseguida se afiadio, en campana de flujo laminar, 1 mL de medio LB
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liquido y se incubaron en agitacion por 1 y 2 horas a 37°C y 28°C a 150 rpm, posterior a la
incubacion, los células fueron sometidos a centrifugacion durante 2 minutos a 8,000 rpm, se
desecharon tres cuartas partes del sobrenadante y las pastillas formadas fueron resuspendidas
en el liquido sobrante. Finalmente, la suspension bacteriana se sembrd en masivo con ayuda
de perlas de vidrio, sobre una placa Petri con medio LB so6lido, enriquecido con 100 pg/mL

de espectinomicina y se incub6 a 37°C y 28°C durante una noche.

Pasada lanoche deincubacion, se seleccionaron colonias candidatasy se resembraron
en linea en medio LB so6lido enriquecido con espectinomicina y se cultivaron bajo las mismas

condiciones de incubacion.

Extraccion de plasmido a partir de bacterias transformadas

Se tomo una pequeia porcion de la resiembra de las colonias seleccionadas que
presentaron crecimiento, y con ello se inocularon 3 mL demedio LB liquido enriquecido con
espectinomicina en tubos Falcon ® de 50 mL, una vez inoculados, los tubos fueron incubados
en agitacion a 37°C a 200 rmp por 18 hrs, pasando ese tiempo el medio inoculado se transfirio
a tubos Eppendorf ® de 1.5 mL estériles y centrifugaron a 8,000 rmp durante un minuto, la
pastilla resultante fue resuspendida en 100 pL de solucion TE, posteriormente, se afiadieron
100 pL de solucion de lisis al tubo (8.8 mL de agua, 0.2 mL de NaOH y 1 mL SDS), se agito
por inversion y se incubd durante 4 minutos a temperatura ambiente, después se agregaron
120 pL de solucion neutralizante y se incub6 en hielo (-20°C) durante 5 minutos, pasado el
tiempo de incubacion en frio, la mezcla se centrifugd a 12,000 rpm por 5 minutos, se
recolecté en un tubo nuevo y estéril, la mayor cantidad de sobrenadante posible, teniendo
extremo cuidado de no tomar ninguna fraccion de la fase solida, se agregé un volumen
equivalente de isopropanol frio (-20°C) y se incubd a -20°C durante 20 minutos,
posteriormente, el tubo se centrifugd a 12,000 rpm durante 8 minutos, se desechd el
sobrenadante y la pastilla formada se lavo con 400 pL de etanol al 75% frio y se centrifugd

un minuto a 12,000 rpm. Finalmente, la pastilla se secd a temperatura ambiente y se diluyo

en 20 puL de agua libre de nucleasas.
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Prueba de PCR para identificar fragmentos de interés

Con el fin de verificar el éxito de la clonacion de los fragmentos de interés en el
plasmido de expresion, se realizaron pruebas de amplificacion por PRC utilizando la ADN
polimerasa Dream Taq (Thermo Scientific, California, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante y ajustando el volumen de reaccion a 10 pL. Las reacciones se realizaron en un
termociclador T-100 (BIORAD, USA), utilizando los oligonucledtidos especificos para el
constructo NOS:ARNg y la secuencia codificante de Casl13.

Se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro deetidio, a 90V
durante 40 minutos para la amplificacion del constructo NOS:ARNgy al 0.7% durante 40

minutos para la secuencia codificante de Cas13

Se extrajo el plasmido de las clonas bacterianas que presentaron resultados positivos
a la prueba de PCR siguiendo el protocolo del kit ZymoPURE Plasmid Miniprep (Zymo
Research, California USA) y ajustando el volumen final a 30 pL.

Prueba de digestion enzimatica para verificar la presencia y el sentido de Cas13

Se realiz6 una digestion enzimatica al plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg-Cas13
purificado con kit ZymoPURE Plasmid Miniprep con la enzima de restriccion Eco 321
(FastDigest Value Pack Unit, Thermo Scientific, California USA), para validar la presencia
y la insercion en el sentido correcto de la secuencia codificante de Cas13. El producto de

digestion fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %, tefiido con bromuro de

etidio a 94V durante 40 minutos.

La presencia en sentido de la secuencia codificante de Casl3 estaria evidenciada por
la presencia de un patrén de bandas de aproximadamente 5,524 pb, 3,609 pb y 11,200 pb,
mientras que la insercion en antisentido presentaria un patrén de bandas de aproximadamente
11,200 pb y 4,800 pb. Por otro lado, la ausencia dela secuencia mostraria un patréon de bandas

de 3,900 pb y 13,000 pb después de la digestion enzimatica.
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Verificacion de identidad de constructo mediante secuenciacion

Para verificar la insercion del constructo NOS:ARNgy de la secuencia codificante de la
nucleasa Casl3, se envid a secuenciar una alicuota del plasmido PHD-m-Cherry-

NOS:ARNg-Casl3 a secuenciacion utilizando los oligonucle6tidos mostrados en la tabla 3.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion.

Oligonucledtido Secuencia 5> a 3’ Blanco
BgIC2Fw agatct ATGGGCAACCTGTTCGGACAC Casl3
Casl13Rv GAAGTTGGTCAGGATCACG
Xbal Fw tctagaCCGATGACGCGGGACA NOS:ARNg
crRNARv gaattcGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGG

Transformacion de plantas de tabaco (Nicotina tabacum) con la plataforma construida
mediante agroinfiltracion con Agrobacterium tumefaciens

Se tomo6 una pequefia porcion de la resiembra de las colonias seleccionadas de A.
tumefaciens para inocular 6 mL de medio YEM enriquecido con espectinomicina
(preinoculo) y se incubo en agitacion a 180 rpm a 28°C hasta alcanzar una densidad optica
de entre 0.5 y 1 DOgoo. Una vez alcanzada la densidad optica deseada, se tomé 1 ml del del
preinoculo y se incularon 200 mL de medio YEM enriquecido con espectinomicina y
acetosiringona 150 uM, el medio inoculado se incub6 a temperatura ambiente (26°C) a 130

rpm durante una noche.

En una campana de flujo laminar, se tomo una alicuota de 50 mL del medio de cultivo
con crecimiento y se procedid a la transformacion de las plantas de Nicotina tabacum (por
duplicado y un control negativo) mediante la técnica de agroinfiltracion. Para ello, se tomd
una cantidad de la alicuota con una jeringa sin aguja de 5 mL, se coloco la parte superior de
la jeringa sobre el envés de las hojas haciendo presion en el émbolo de esta, teniend o extremo
cuidado de no romper ni dafiar las hojas. Después de la transformacion, las plantas se

incubaron bajo periodos controlados de luz/oscuridad a 26.7 °C.

34



Obtencion de ARN total a partir de plantas de Nicotina tabacum transformadas

Se recolectaron fragmentos de hojas de las plantas transformadas y se colocaron en
tubos de 1.5 ml para su posterior uso. EI ARN total de las muestras vegetales se obtuvo
mediante el kit TRIZOL Reagent (Invitrogen, Thermo Scientific, California USA) con las
modificaciones sugeridas por Wang, G., y cols. (2012), utilizando 0.15 gramos de tejido
vegetal, ajustando el volumen final de la muestra a 20 pL con agua libre de nucleasas,

posteriormente las muestras fueron conservadas a -20°C.

Para evaluar la calidad del ARN extraido, se realizd electroforesis en gel de agarosa
al 1% tefildo con bromuro de etidio, a 80V por 45 minutos. De igual forma se midio la
concentracion del ARN en la muestra usando un nanoespectrofotometro (IMPLEN, Munich

Alemania) considerando una relacion de absorbancia 260/280 nm.

Obtencion de ADNCc a partir de ARN total

Se utilizo el kit M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, Thermo Scientific,
California USA) siguiendo las instrucciones del fabricante, con 0.5 uL. de ARN total extraido
de tejido vegetal transformado, 0.5 pL. de una mezcla de RN Anucleétidos comprendido por
el oligonucleodtido reverso especifico para el ARNg, la secuencia codificante de Casl3 y

ARN 18s, y ajustando el volumen final a 20 uL con agua libre de nucleasas.

Amplificacion de ARNg y Cas13 a partir de ADNc construido

Con el fin de demostrar la expresion de la plataforma construida en las plantas
transformadas, se realizd una reaccion de PCR a partir del ADNc construido, utilizando la
ADN polimerasa Dream Taq (Thermo Scientific, California, USA) para amplificar al ARNg
y la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion (Thermo Scientific, California, USA) para la
secuencia codificante de Casl13, utilizando 1 pL de ADNc, siguiendo las instrucciones del

fabricante y ajustando el volumen de reaccion a 10 uL, utilizando un termociclador T-100
(BIORAD, USA).
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Se utilizaron los oligonucledtidos especificos para amplificar al ARNg, para el caso
de Casl3, se amplificé una fraccion de la secuencia total utilizando los oligonucledtidos

especificos para dicha secuencia.

Se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio a
94V para observar las bandas correspondientes al ARNg, mientras que para el fragmento de

la secuencia codificante se utilizo un gel de agarosa al 0.7% con las mismas condiciones.
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RESULTADOS

Obtencion de fragmentos de interés ARNg y promotor NOS

El promotor NOS comprende una secuencia de 263 pares de bases que fue
amplificada por duplicado mediante PCR para su posterior purificacion. La electroforesis en
gel de agarosa revel6 bandas brillantes del tamafio aproximado al esperado, comparado con
el marcador de pares de bases, como puede observarse en la figura 12, por lo que se presume
que la amplificacion del promotor fue exitosa. De igual forma, el ARNg consta de una
secuencia de 209 pb, el tamafio de las bandas observadas en la figura 12 concuerda con el

tamafio esperado.

MPB NOS NOS ARNg ARNg

300 pb

200 pb
75 pb

Figura. 12. Electroforesis del producto de PCR para la amplificacion del promotor NOS, asi

como la secuencia guia ARNg. MPB, corresponde al marcador de pares de bases GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder de thermoscientific.

Desarrollo del constructo NOS:ARNg

Para desarrollar el constructo se ligaron el promotor NOS y la secuencia del ARNg
mediante T4 ligasa, dando como resultado un tinico fragmento de aproximadamente 472 pb.

La electroforesis en gel de agarosa revel6 una banda brillante de entre 400 y 500 pb, segiin
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el marcador de pares de bases GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder de termoscientific, como
resultado de la amplificacion mediante PCR del producto de la ligacion obtenido, por lo que
se asume que la ligacion entre ambos fragmentos fue exitosa (figura 13). Esta banda
correspondiente a la amplificacion del productodeligacion fue escindida del gel y purificada

para su posterior uso.

500 pb
400 pb
300 pb

Figura 13. Electroforesis de la amplificacion del producto de ligacion NOS:ARNg.

Clonacion de los fragmentos de interés en el plasmido de expresion y transformacion
bacteriana

Una vez purificado el constructo NOS:ARNg, se procedio a su insercion al plasmido
de expresion en para plantas PHD-m-Cherry, previamente digerido con la enzima de
restriccion Mlul, mediante ligacion con T4 ligasa. Posteriormente, el producto de ligacion se

utilizo para transformar células competentes de E. coli DH50CT.

El primer indicio sobre el éxito en la clonacion del constructo NOS:ARNg en el
plasmido de expresion en plantas PHD-m-Cherry, fue el crecimiento decolonias de bacterias
transformadas en medio LB enriquecido con espectinomicina, debido a la resistencia a este
antibidtico proporcionada por el plasmido (figura 14). Se observaron colonias decolor beige

caracteristico, algunas puntiformes y otras con bordes irregulares debido a un crecimiento
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excesivo. Se tomd cuidadosamente una muestra de la parte central de cada colonia para

realizar una seleccion y resiembra de estas.

Para asegurar la presencia del constructo NOS:ARNg, se purifico el plasmido a partir
de las colonias seleccionadas anteriormente y se realiz6 PCR utilizado una mezcla de
oligonucleodtidos especificos del constructo. La electroforesis en gel de agarosa muestra
bandas brillantes del tamafio correspondiente al constructo (figura 15), obtenidas a partir de
muestras de plasmido purificado. Se puede observar en la figura 15 que D se encuentra a la
misma altura que B, lo que sugiere que la banda observada en D corresponde al constructo
NOS:ARNg, confirmando que la insercion de dicho constructo al plasmido de expresion fue
exitosa y que se encuentra presente en las bacterias transformadas. Esto confirma que el

proceso insercion de constructo al plasmido fue exitoso y dio lugar al plasmido PHD-m-
Cherry-NOS:ARNg.

Figura 14. Crecimiento bacteriano de células de E. coli DH5a-CT sometidas al proceso de
transformacion bacteriana mediante choque térmico, con el plasmido clonado PHD-m-

Cherry-NOS:ARNg.
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~209 pb

Figura 15. Electroforesis en gel deagarosa de PCR para identificar el constructo NOS: ARNg.
La banda A corresponde al ARNg purificado, B, corresponde al constructo NOS:ARNg
purficado, C al promotor NOS purificado y D al producto de PCR obtenido a partir del

plasmido purificado.

Para la clonacion de la secuencia codificante de Casl3, se partié con la digestion del
plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg con la enzima de restriccion X#hol para poder insertar
la secuencia de Casl3, de igual forma la secuencia codificante de Casl3 fue obtenida
mediante amplificacion por PCR a partir de plasmido 79150 -R. En la figura 16 se observan
bandas muy tenues que corresponde a la fragmentacion del plasmido PHD-m-Cherry-
NOS:ARNg como el resultado de la digestion enzimatica con Xhol (figura 16 C y D)y de
menor tamafo al plasmido sin digerir (figura 16 B), lo que indica que la digestion enzimatica
se llevo a cabo de manera correcta. De igual forma se aprecia una banda brillante como
resultado de la amplificacion de Casl3 (figura 16 E), que migra a una distancia similar a
4000 pb segun con el marcador de pares de bases BIO-HELICE - DM015-R500 utilizado
(figura 16A), lo que indica que la amplificacion de la secuencia codificante de Casl13, de
aproximadamente 4163 pb, también fue exitosa. Los productos de digestion y de PCR fueron

escindidos del gel para su purificacion y posterior uso.
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4000 pb

3000 pb

~4163 pb

Figura.16. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A: Marcador de pares de bases BIO-
HELICE - DM015-R500, B: plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg purificado sin digerir; C
y D: productodela digestion enzimatica de PHD-m-Cherry-NOS:ARNg con la enzima X#ol,

E: producto de PCR para la amplificacion de la secuencia codificante de Cas13.

Una vez purificada la secuencia codificante de Casl3, se procedié a clonarla al
plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg, previamente digerido con Xhol, mediante ligacion
enzimatica por T4 ligasa. El producto de ligacion se utilizd para transformar células

competentes de E. coli DH5aCT.

Se observod crecimiento bacteriano en medio s6lido LB sélido enriquecido con
espectinomicina, con colonias puntiformes y algunas con bordes irregulares del color
caracteristico de la cepa utilizada (figura 17), lo que indicé que la transformacion bacteriana
se habia realizado con éxito, ademds mostrd la posibilidad de que el resultado de la ligacion
habia sido favorable. Se tomd una muestra de la parte central de algunas colonias para

resiembra y poder continuar con la extraccion de plasmido.

De igual manera, para asegurar la presencia de Casl3 en el plasmido, se realiz6 una
amplificacion por PCR a partir del plasmido purificado, utilizando oligonucle6tidos

especificos para la secuencia codificante de Casl3, asi una muestra de Casl3 purificado
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como control positivo y agua libre de nucleasas como negativo, para asegurar la efectividad
de la prueba. La electroforesis en gel de agarosa mostr6 una banda tenue de tamano
aproximando al esperado, resaltada con el recuadro rojo en la figura 18. Ademas, esta banda
se encontraba al mismo nivel de corrimiento que el control positivo de la PCR, sugiriendo
que la secuencia de Casl13 se habia insertado el plasmido, ahora denominado PHD-m-Cherry-
NOS:ARNg-Casl3. Al mismo tiempo, no se observd ninguna banda en el carril
correspondiente al control negativo, lo que asegura la credibilidad de los resultados

obtenidos.

Figura 17. Crecimiento bacteriano de E. coli DH5aCT sometidas al proceso de
transformacion bacteriana mediante choque térmico, con el plasmido clonado PHD-m-

Cherry-NOS:ARNg-Cas13.
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4000 pb
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR para identificar a la
secuencia codificante de Casl3 en el plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg-Cas13. A:
marcador de pares de bases GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder de termoscientific, B: el
control negativo dela prueba, C: fragmento de~4163 pb correspondiente a Cas13, D: control

positivo de la PCR para Cas13.

Prueba de digestion enzimitica para verificar la presencia y el sentido de Cas13

Para confirmar la presencia de Casl3 en el plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg-

Cas13y determinar el sentido de la insercion, se realizé una digestion con la enzima Eco 321.

Los sitios de restriccion para Eco 321 presentes en el plasmido arrojarian distintos
resultados segun el sentido de la secuencia de Cas13, como ya se ha mencionado antes, la
presencia en sentido de la secuencia codificante de Casl3 estaria evidenciada por la presencia
de un patron de tres bandas de aproximadamente 5,524 pb, 3,609 pby 11,200 pb, mientras
que la insercion en antisentido produciria dos bandas de aproximadamente 11,200 pb y 4,800
pb. Por otro lado, la ausencia de la secuencia mostraria un patréon de bandas de 3,900 pby

13,000 pb después de la digestion enzimatica. Consiente
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion enzimatica realizada al plasmido
PHD-m-Cherry-NOS:ARNg-Cas13 con la enzima Eco 321. A, es el marcador de pares de
bases GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder de thermoscientific, B, plasmido PHD-m-Cherry-
NOS:ARNg-Cas13 digerido con Eco 321, se observa una banda cercana a 5000 pb y otra
mayor al0000 pb. C, muestra al plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg-Cas13 sin digerir.

El resultado de la digestion enzimatica fue un patron de bandas de tamafio
aproximando a 5,524 y 11,200 pb, lo que sugiere la clonacién en sentido de la secuencia
codificante de Cas13 en el plasmido (figura 19 B). Aunque no es posible apreciar la tercera
banda de 3609 pares de bases en el patron de bandas, la presencia de dos bandas del patrén
esperado, aunado a los resultados de la prueba de PCR, aseguran la insercion adecuada de la

secuencia de Casl3 al plasmido.

Verificacion de la identidad del constructo mediante secuenciacion

Para verificar la identidad del constructo, se llevo a cabo la secuenciacion del plasmido PHD -
m-Cherry-NOS:ARNg-Cas13. Las secuencias obtenidas fuero analizadas mediante el
software BLAST de NCBI para corroborar que correspondieran a los fragmentos de interés.
La figura 20 muestra parte del resultado del alineamiento de Casl3, en el genoma de

Leptotrichia shahii, organismo del que se obtuvo la proteina Cas13 (Watanabe et al., 2019),

44



el resultado del alineamiento mostré un porcentaje de identidad del 74%. De igual forma, se
realizé un alineamiento del fragmento de Cal3 con la secuencia completa de Cas13 presente
en el plasmido pC001 - huLshC2C2-MBP disponible en Addgene (#79150) y purificado en
el Laboratorio de Cultivos Vegetales, de donde se extrajo a Cas13 para la construccion de la
plataforma, la figura 21, muestra el parte de resultado del alineamiento con un porcentaje de
identidad del 100%. La figura 22, muestra el resultado del alineamiento de la secuencia NOS
obtenida media secuenciacion, con el genoma de Agrobacterium radiobacter, debido a que
no se encuentra y fue extraido del género Agrobacterium (De Guillermo y Fernandez, 2016),
el porcentaje de identidad fue del 100%. La alineacion completa de ambas secuencias, asi
como las secuencias obtenidas del proceso de secuenciacion, se muestran en los anexos de

este documento.

Casl3 4 TGETACGAGGTGCGAGATAAGAAAGACTTCAAGATCAAGCGALAGGTGAAAGTCAAGCGG 63

LECEE T TP e eeeer e ee i e ee e i eeeee e 1l
Shict 123143 TGGTATGAAGTTCGTGATAAAAAAGATTTTAAAATAAAACGGAAAGTAAAAGTTAAMAGG 123202

Casl3 b4 AATTATGACGGGAACAAGTACATTCTGAACATCAACGAAAACAACAACAAAGAGAAGATC 123

LEREEEEEE FEEEE PEEEEE i 0 e e 1 e eeeey 1 11
Shict 123203 AACTATGATGGAAACAAATACATTTTAAATATTAATGAAAATAATAATAAAGAAAARATT 123262

Casl3 124 GACAACAACAAGTTCATCAGAAAGTACATCAACTACAAGAAALACGATAATATTCTGAAG 183

Shict 123263 GATAATAATAAATTTATTAGAAAATATATTAATTACAAAAAAAATGATAATATTCTTAAA 123322

Casl3 184 GAGTTCACTAGGAAATTTCATGCAGGAAATATCCTGTTCAAACTGAAGGGCAAAGAAGGG 243

LETE 00 F0 PERREER e e e e e e 0 e 0l 10 Feeer
Shict 123323 GAATTTACAAGAAAATTTCATGCAGGAAATATTCTATTTAAGTTGAAAGGTAAAGAAGGA 123382

Casl3 244 ATCATTAGAATTGAGAATAACGACGACTTCCTGGAGACAGAGGAAGTGRTGCTGTATATC 383

FECEE TEEEE T e ee o 1 e teeer teeel 101 i
Sbict 123383 ATCATAAGAATAGAAAATAATGATGATTTTTTGGAAACAGAAGAAGTTGTATTATATATA 123442

Cas13 384 GAGGCCTACGGCAAGAGCGAGAAGCTGAAAGCACTGLRGGATCACAAAGAAAAAGATCATT 363

A e iy
Shict 123443 GAAGCATATGGAAAATCTGAGAAATTGAAAGCATTGGGGATTACAAAAAAGAAAATAATA 123502

Cas1l3 364 GACGAGGCCATCAGGCAGGGCATTACTAAGGACGATAAAAAGATCGAGATCAAGCGACAG 423

LEEE 00T FEEEE o EE Pt e P e 1 e e i
Shict 123503 GATGAAGCAATTAGGCAAGGAATAACTAAAGATGATAAAAAAATAGAAATAAAGAGACAA 123562

Figura 20. Resultado de parte del alineamiento de un fragmento de la secuencia de Cas13
utilizada en la plataforma construida obtenida a partir de secuenciacion, con el genoma de

Leptotrichia shahii.
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Casl3
Sbjct
Casl3
Sbjct
Cas13
Sbjct
Casl3
Sbjct
Casl3
Sbjct
Cas13
Sbjct
Cas13
Sbjct
Casl3

Sbjct

25

61

85

121

145

181

285

241

265

381

325

361

385

421

445

COGTGETACGAGGTGCGAGAT AAGAAAGACT TCAAGATCAAGCGAAAGGTGAAAGTCAAG

LECPLLEERP T EET T EEE Eee e e e e e e e e e ee e e ee e e eee e
CGGTGGTACGAGGTGCGAGATAAGAAAGACT TCAAGATCAAGCGAAAGGTGAAAGTCAAG

COGAATTATGACGGGAACAAGTACATTCTGAACATCAACGAAAACAACAACAAAGAGAAG

LELPLLEERP T EETEEEER e EE e e e e e ee e e e ee e e e ee e e e e
CGGAATTATGACGGGAACAAGTACATTCTGAACATCAACGAAAACAACAACAAAGAGAAG

ATCGACAACAACAAGTTCATCAGAAAGTACATCAACTACAAGAAAAACGATAATATTCTG

LECEEREERETEET R EE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCGACAACAACAAGTTCATCAGAAAGTACATCAACTACAAGAAAAACGATAATATTCTG

AAGGAGTTCACTAGGAAATTTCATGCAGGARATATCCTGTTCAAACTGAAGGGCAAAGAL

FECPEERPEEEEETEEEEER  EEE e e e e e e e e e e e ee e e e eee e e eee e
AAGGAGTTCACTAGGAAATTTCATGCAGGAAATATCCTGTTCAAACTGAAGGGCAAAGAA

GEGATCATTAGAATTGAGAAT AACGACGACTTCCTGRAGACAGAGGAAGTGLETGCTGTAT

LECPLEEEREEEEEREEEEE e Eee e e e e e e e e ee e e e e e e e |
GGGATCATTAGAATTGAGAATAACGACGACTTCCTGGAGACAGAGGAAGTGGTGCTGTAT

ATCGAGGCCTACGGCAAGAGCGAGAAGCTGAAAGCACTGGGGAT CACAAAGAAAAAGATC

LECPEEEERT T EETEEEER e EE e ee e e e e e e ee e e ee e e e
ATCGAGGCCTACGGCAAGAGCGAGAAGCTGAAAGCACTGGGGATCACAAAGAAAAAGATC

ATTGACGAGGCCATCAGGCAGGGCATTACTAAGGACGATAAAAAGATCGAGATCAAGCGA

LECEEREERREEET R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTGACGAGGCCATCAGGCAGGGCATTACTAAGGACGATAAAAAGAT CGAGATCAAGCGA

CAGGAGAACGAGGAAGAGAT CGAAATTGACATCCGGGATGAGTACACTAATAAGACCCTG

LECPEEEERP T EET R EER  EEE e e e e e e e e e e e e e e eee e eee e
CAGGAGAACGAGGAAGAGAT CGAAATTGACATCCGGGATGAGTACACTAATAAGACCCTG

68

84

128

144

188

284

248

264

388

324

368

384

428

488

584

Figura 21. Resultado de parte del alineamiento de un fragmento de la secuencia de Casl3

con la secuencia completa de Casl3 extraida del plasmido pC001 - huLshC2C2-MBP
disponible en Addgene (#79150).
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HOS 7 COGATGACGCGGGACAAGCCATTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGA 66

LELLLEERECEEP R EE e EE e e e e e e e e e e ee e e e e e e ee e e e
Sbjct 45094 CCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGA 45835

HOS 67 GCCACTCAGCCGCAGATTTCTGRAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTA 126

LECCEEPLLEEP R EE e Ee e e e e e e e e ee e ee e e eee e e i
Sbjct 45034 GCCACTCAGCCGCGGGTTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTA 44975

HOS 127 TTGCGCATTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCARATATTTCTTGTCAAAAAT 186

LELLCEEPECEEPEERP e Ee e e e e e e e e e e e e ee e e e ee e e
Sbjct 44974 TTGCGCGTTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAAAT 44915

HOS 187 GCTCCACTGACGTTCCATARATTCCCCTCAGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTC 246

LEEOVLEEERT R ERE e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeee e e i
Sbjct 44914 GCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCCCTCGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTC 44855

NOS 247 AATCCARATAATCTGCA 263

LEPELEETEEETTTTT
Sbjct 44854 AATCCAAATAATCTGCA 44838

Figura 22. Resultado de alineamiento de una secuencia de NOS obtenida a partir de
secuenciacion, con el genoma de Agrobacterium radiobacter. Puede observarse un alto grado

de similitud.

Transformacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens

Una vez verificada la presencia y la identidad de los fragmentos de interés en el
plasmido de expresion, se procedid a la transformacion de células de Agrobacterium
tumefaciens para continuar con la transformacién de plantas. El crecimiento de colonias en
placas de medio LB enriquecido con espectinomicina y rifampicina fue el primer indicio del

éxito de la transformacion, se observaron colonias puntiformes de color beige caracteristico.

Fueron seleccionadas cuidadosamente varias colonias para su resiembra en medio
solido y liquido con el fin de extraer plasmido para verificar la presencia de los fragmentos
deinterés. Para ello, se realizé una amplificaciéon por PCR con oligonucledtidos especificos
para el ARNg, la electroforesis en gel de agarosa mostr6 bandas de tamaio correspondiente
al esperado (figura 23) lo que permitid suponer que el plasmido presente en Agrobacteruim

tumefaciens se encuentra integro y contiene los fragmentos de interés.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa del producto de la PCR del ARNg a partir de
plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg-Cas13 extraido de Agrobacterium. A muestra la

banda correspondiente al ARNg purificado, B, es el control negativo de la prueba y C es el
ARNg resultante de la PCR

Transformacion de plantas de Nicotina tabacum con la plataforma construida
mediante agroinfiltracion con Agrobacterium tumefaciens

Una vez verificada la integridad del plasmido PHD-m-Cherry-NOS:ARNg-Cas13 en
Agrobacteruim tumefaciens, se procedid con la transformacion de plantas de tabaco
cultivadas en el laboratorio en condiciones de luz y temperatura controladas, mediante la
técnica de agroinfiltracion, inoculando cuidadosamente un volumen de cultivo de células de

Agrobacteruim tumefaciens transformadas sobre el envés de las hojas de tabaco con ayuda

de una jeringa estéril (figura 24).
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Figura 24. Transformacion de plantas de N. fabacum mediante agroinfiltracion.

Posterior a la agroinfiltracion, las plantas se colocaron nuevamente en la incubadora
y se mantuvieron con periodos de luz y temperatura controlados durante 5 dias. Después de
este periodo se evaluo la respuesta dela planta ante la transformacion. Las plantas inoculadas
presentaron un aspecto sano, sin marchitar, con hojas brillantes y sin dafio aparente por la

agroinfiltracion, lo que indico que el proceso se habia realizado adecuadamente (figura 25).

Figura 25. Planta de N. tabacum después de 5 dias de la agroinfiltracion, la planta se muestra
sin dafio excesivo, fresca y brillante, indicando que el proceso de transformacion se realizo

correctamente.
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Extraccion de ARN total a partir de plantas de Nicotina tabacum transformadas

Pasado el periodo de incubacion post transformacion, se tomaron segmentos de las
hojas de las plantas transformadas y de una planta sin transformar (control negativo), en

zonas aledafas a donde se realiz6 la agroinfiltracion para la extraccion de ARN total.

Posterior a la extraccion del ARN se realizd electroforesis en gel de agarosa para
evaluar la calidad del material obtenido. En la figura 26 se observan bandas pertenecientes

al patron electroforético del ARN total de las plantas de tabaco.

A B C

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa del ARN total obtenido a partir de plantas de N.
tabacum. A: ARN de plantas control. By C: ARN obtenido a partir de plantas transformadas

(réplica 1y 2 respectivamente).

Evaluacion de la expresion de Cas13 y ARNg en plantas de Nicotina tabacum
transformadas

Para comprobar que la plataforma construida se encuentraba en el genoma de la planta y que

ademas se expresaba, se realizd una PCR con oligonucleotidos especificos para un segmento
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de la secuencia de Cas13y para el ARNg,utilizando ADNcconstruido a partir del ARN total
obtenido anteriormente. La electroforesis de la PCR realizada mostr6 una banda brillante de
tamafio similar al del segmento determinado de Cas13 (figura 28), de igual forma, se observo
una bandabrillante de tamafio aproximado al ARNg (figura 27), lo que confirma la presencia

y expresion de la plataforma construida.

A B C D E F G

~209 pb

Figura 27. Electroforesis en gel deagarosa de productosde PCR a partir de ADNcutilizando
oligonucledtidos especificos de ARNg. El carril marcado con A, muestra ARNg purificado,
B: carril sin muestra, C: control negativo de la PCR, D: réplica 1, E: réplica 2, F: PCR a
partir de ADNc de la planta control (no transformada con el constructo) y G: muestra el

control positivo de la PCR.

A B C
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa de PCR para amplificar un fragmento de la
secuencia codificante de Cas13 a partir de ADNc construido, A, muestra el control positivo

de la PCR, By C son las réplicas 1 y 2, respectivamente, de la prueba realizada.

DISCUSION DE RESULTADOS

Construccion de plataforma de expresion

El sistema CRISPR-Cas13 es una herramienta util para el procesamiento de ARN, lo que
abre una amplia gama de posibilidades para la regulacion de la expresion genética a nivel
transcriptomico, el tratamiento de enfermedades y la defensa contra patdégenos, como virus
de ARN (Zhu et al., 2024). De igual forma se ha desmostado que es posible expresar de
manera funcional dicho sistema en organismo vegetales, lo que permite el desarrollo de
plantas resistentes a enfermedades y el procesamiento de transcritos propios de la planta
(Mabhas et al. 2019). En este trabajo se desarrolld una plataforma de expresion para plantas
que permite la sintesis de la nucleasa Casl3 y un ARNg, éste ultimo puede ser sustituido
dependiendo de las necesidades; no obstante, comprobar que los elementos que componen al
sistema estuvieran presentes, fue fundamental, como es el caso del constructo NOS:ARNg,
para el que se observaron las bandas correspondientes al promotor NOS y el ARNg en geles
de agarosa (figura 12) lo que permitié su posterior purificacion y ligacion para el desarrollo

del constructo.

Debido a que NOS es uno de los promotores de expresion mas usado en la transformacion
genética de plantas (De Guillermo y Fernandez, 2016), se consider6 para generar la
construccion de la secuencia NOS:ARNg (figura 10), con la finalidad de inducir la expresion

constitutiva del ARNg que dirigird la actividad de la nucleasa Cas13.

El otro elemento relevante del sistema es la secuencia codificante para la nucleasa Casl3,
cuya ligacion al plasmido de expresion fue verificada mediante PCR (figura 18) y digestion
enzimatica (figura 19), aunque el patron electroforético de los productos de PCR mostré
bandas tenues, el patron de bandas obtenido en las pruebas de digestion enzimatica respalda
que la clonacion de la secuencia codificante de Casl3 fue exitosa, ya que la digestion del

ADN con enzimas de restriccion es 1til para conocer los cambios que se han realizado en
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dicha secuencia, al producir patrones especificos que pueden observarse en geles de
electroforesis (Jaber ef al., 2022) y que ademas de la presencia del fragmento a integrar al
plasmido vector, también pueden ser indicativos dela direccionalidad en la que fueintegrado,
lo que resulta relevante para el funcionamiento de la plataforma, de igual forma, los

resultados obtenidos del proceso de secuenciacion confirman de manera contundente la

presencia de Casl13.

La construccion de la plataforma de expresion fue exitosa al poderse evidenciar la presencia
de NOS:ARNgy la secuencia codificante de Casl3 en el plasmido de expresion PHD-m-

Cherry siendo verificados mediante PCR, digestion enzimatica y secuenciacion.

Por su parte, el crecimiento decolonias de E. coli y de A. tumefaciens en medios enriquecidos

con antibidticos, indican que el proceso de transformacion bacteriana fue exitoso.

Expresion del sistema en tabaco

La transformacion mediante Agrobacterium tumefaciens con plasmidos recombinantes, es
una técnica utilizada para la modificacion genética de plantas (Ebrahimi y Hashemi, 2024),
la cual puede usarse como un sistema rapido, y que permite probar en un lapso de tiempo
corto la eficiencia de las construcciones generadas en plasmido de expresion. Las plantas
transformadas no presentaron dafio aparente ni sintomas de estrés post-inoculacion,
sugiriendo que el procedimiento no afecté negativamente la viabilidad de los tejidos
vegetales (figura 25). Es importante mencionar que la agroinfiltracion con Agrobacterium,
representa un sistema de transformacion transitorio donde la expresion de los fragmentos
insertados a la célula vegetal puede diferir de la expresion estable de lineas transgénicas. No
obstante, la expresion transitoria no es del todo una desventaja, ya que ese ha demostrado

que es eficiente, ademas de disminuir problemas de bioseguridad y regulatorios (Kaur et al.,
2021).

La extraccion de ARN total a partir de hojas de las plantas transformadas, la sintesis de ADNc
a partir del mismo ARN y la posterior deteccion mediante PCR de bandas correspondientes
tanto al ARNg como a Casl3, permitieron identificar la expresion de los genes de interés

(Polyak, 2003), indicando que el sistema es accesible para ser transcrito a ARN.
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que es posible la construccion y expresion
de una plataforma con el sistema CRISPR-Casl3 en plantas con desarrollo natural lo que
suma una evidencia clara para su potencial uso como herramienta biotecnoldgica para la

regulacion de transcritos propios y externos de la plata.

Aunque en esta ocasion los objetivos solo se limitaron a construir una plataforma inespecifica
y comprobar su expresion en plantas, la presencia de un sitio de restriccion en la secuencia

del ARNg utilizado, abre la posibilidad de dirigir la plataforma a blancos especificos.

Sin embargo, a pesar de que se hayan insertado correctamente los elementos del sistema en
un plasmido de expresion en plantas, se ha demostrado que la funcional del sistema
CRISPER-Cal3 no solo depende de estos factores, sino también de otros como lo son la
arquitectura del ARNgy la conformacion estructural de ARN diana (Abudayyeh et al., 2016).
De esta forma, a pesar de haberse demostrado la expresion del ARNg y de Casl3 a nivel
transcriptomico en plantas, no es posible asegurar su correcta actividad catalitica o su
funcionalidad especifica, por lo que es necesario continuar con estudios que muestren niveles
cuantificables de la proteina Casl3 (nivel traduccional), asi como ensayos que permitan

observar de manera directa su funcionalidad.

Finalmente, es importante destacar el analisis de los posibles efectos colaterales derivadosde
la actividad inespecifica de Cas13. Aunque Ebrahimi y Hashemi en 2024, mencionan que
dicha actividad colateral no se presenta en el funcionamiento de CRISPR-Cas13 en células
eucariotas, estos aspectos son esenciales para consolidar la aplicacion practica del sistema y
sentar bases solidas para su uso en el mejoramiento vegetal y control de enfermedades virales,
como una técnica accesible no solo para la comunidad cientifica en investigacion vegetal,

sino también para la poblacion general en la solucion de problemas de produccion agricola.
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CONCLUSION

El sistema CRISPR-Casl3 puede ser utilizado como una importante herramienta para la
regulacion dela expresion genética a nivel transcriptomico al ir dirigido a moléculas de ARN,
lo que abre una ventana de posibilidades para su uso el desarrollo de plantas para la

investigacion vegetal, asi como en la defensa contra fitopatdgenos.

Los resultados de este trabajo demuestran que es posible construir y expresar en plantas una
plataforma molecular con los elementos necesarios para el funcionamiento de CRISPR-
Casl3. La presencia de bandas brillantes en las electroforesis de PCR de los diferentes
elementos de la plataforma muestra la obtencion exitosa de dichos componentes: el ARNg,
el promotor constitutivo NOS y la secuencia codificante de Casl3. De igual forma, su
correcta insercion en el pldsmido de expresion PHD-m-Cherry, asi como la transformacion
eficiente de la cepa de mantenimiento (E. coli DH5aCT) y posteriormente de plantas de

tabaco por Agrobacterium mediante agroinfiltracion.

Por su parte, la presencia de bandas del tamafio aproximado a las secuencias del ARNgy
Casl13 obtenidas a partir de la amplificacion por PCR del ADNc sugieren la expresion de
estos componentes en las plantas de tabaco. Mas alla de verificar la funcionalidad de la
plataforma ante un ARN diana, la expresion de Casl3 abre una ventana de posibilidades para
el procesamiento de ARN en sistemas vegetales. Estos hallazgos muestran que es posible
expresar los elementos del sistema CRISPR-Cas13 en plantas modelo, lo que sienta las bases
para futuros estudios enfocados en probar su efectividad para regular la expresion génica a
nivel postranscripcional, inducir resistencia frente a virus y desarrollar cultivos con

caracteristicas mejoradas.

Aunque los resultados obtenidos satisfacen el objetivo principal de este trabajo que es
desarrollar una plataforma con los elementos necesarios para el funcionamiento del sistema
CRISPR-Casl3, la medicion de niveles cuantificables de Casl3, asi como su actividad

catalitica especifica simbolizan una de las principales perspectivas de este proyecto. Si bien,
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la falta de pruebas de funcionalidad representa una limitante importante, los avances aqui
logrados, permite fundamentar y plantear trabajos mas dirigidos que analicen la eficiencia y
especificidad de la plataforma, asi como su potencial en contextos mas complejos. La
consolidacion de estas investigaciones permitird ampliar el potencial de CRISPR-Casl3
como una herramienta innovadora para enfrentar retos de escala mundial, particularmente en

la investigacion vegetal, en el control de enfermedadesy el mejoramiento de la productividad

agricola.
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ANEXOS

Secuencia obtenida de un fragmento de Cal3 utilizada en la plataforma

CGGTGGTACGAGGTGCGAGATAAGAAAGACTTCAAGATCAAGCGAAAGGTGA
AAGTCAAGCGGAATTATGACGGGAACAAGTACATTCTGAACATCAACGAAAAC
AACAACAAAGAGAAGATCGACAACAACAAGTTCATCAGAAAGTACATCAACT
ACAAGAAAAACGATAATATTCTGAAGGAGTTCACTAGGAAATTTCATGCAGGA
AATATCCTGTTCAAACTGAAGGGCAAAGAAGGGATCATTAGAATTGAGAATAA
CGACGACTTCCTGGAGACAGAGGAAGTGGTGCTGTATATCGAGGCCTACGGCA
AGAGCGAGAAGCTGAAAGCACTGGGGATCACAAAGAAAAAGATCATTGACGA
GGCCATCAGGCAGGGCATTACTAAGGACGATAAAAAGATCGAGATCAAGCGA
CAGGAGAACGAGGAAGAGATCGAAATTGACATCCGGGATGAGTACACTAATA
AGACCCTGAACGACTGCTCCATCATICTGCGCATCATTGAAAACGATGAACTG
GAGACAAAGAAGAGCATCTACGAGATCTTCAAGAACATCAATATGAGCCTGTA
TAAGATCATCGAGAAGATCATCGAAAACGAGACAGAAAAGGTGTTTGAAAAT
AGATACTACGAAGAGCACCTGAGGGAGAAGCTGCTGAAAGACGATAAG

Secuencia de constructo NOS:ARNg

ATGACGCGGGACAAGCCGTTITTACGTTITGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGA
AGGAGCCACTCAGCCGCGGGTTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTC
AGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCAA
ATATTTCTTGTCAAAAATGCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCCCTCGGTATCC
AATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCACCACGCCAATATC
GAAGGCGACTAAAACGGAAGAGCTCGCTICTTCCAGATCTGGAAAAATGATGTG
ACAGTGGAAATGAGAAGTAGGTGCATCTGCAAAGATTITGATTCAGAGTTGATG
CCATTCATGATITTTITTAGAAGTATCATITGTGTTTTTAGAATATAGAATTAAT
TCCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATA

Secuencia NOS:

TCTAGACCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCG
CAACGTTGAAGGAGCCACTCAGCCGCGGGTTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGC
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ACATACGTCAGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCA
GCTAGCAAATATTITCTTGTCAAAAATGCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCCCT

CGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCA

Secuencia ARNg

CCACGCCAATATCGAAGGCGACTAAAACGGAAGAGCTCGCTCTTCCAGATCTG
GAAAAATGATGTGACAGTGGAAATGAGAAGTAGGTGCATCTGCAAAGATTTGA
TICAGAGTTGATGCCATTCATGATTITTITTTAGAAGTATCATTTGTGTTTTTAGA

ATATAGAATTAATTCCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGAATTC

Alineamiento de fragmento de un fragmento de Cas13 utilizada en la construccion de

la plataforma con el genoma de Leptotrichia shahii.
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123443
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123583

424

123563

TGATACGAGGTGCGAGATAAGAAAGACT TCAAGATCAAGCGAAAGGTGAAAGTCAAGCGG

TGETATGAAGTTCGTGATAAAALAGATTTTAAAATAAAACGGAAAGTAAALGTTAARAGG

AATTATGACGGGAACAAGTACATTCTGAACATCAACGAAAACAACAACAAAGAGAAGATC

LETEEEE T PEEEE T e i e FReer e e reeer 111
AACTATGATGGAAACAAATACATTTTAAATATTAATGAAAATAATAATAAAGAAAAAATT

GACAACAACAAGTTCATCAGAAAGTACATCAACTACAAGAAAMACGATAATATTCTGAAG

GATAATAATAAATTTATTAGAAAATATATTAATTACAAAAAAAATGATAATATTCTTARA

GAGTTCACTAGGAAATTTCATGCAGGAAATATCCTGTTCAAACTGAAGGGCAAAGAAGGG

LE 00 T PEERERE e e e ey e ie e teee 1 eeeee
GAATTTACAAGAAAATTTCATGCAGGAAATATTCTATTTAAGT TGAAAGGTAAAGAAGGA

ATCATTAGAATTGAGAATAACGACGACTTCCTRRAGACAGAGRAAGTGGTGCTGTATATC

ATCATAAGAATAGAAAATAATGATGATTTTTTGGAAACAGAAGAAGTTGTATTATATATA

GAGGCCTACGGCAAGAGCGAGAAGCTGAAAGCACTGLRGAT CACAAAGAAAAAGATCATT

GAAGCATATGGAAAATCTGAGAAAT TGAAAGCATTGGRGAT TACAAAAAAGARAATAATA

GACGAGGCCATCAGGCAGGGCATTACTAAGGACGATAAAAAGATCGAGATCAAGCGACAG

GATGAAGCAATTAGGCAAGGAATAACTAAAGATGATAAAAAAATAGAAATAAAGAGACAA

GAGAACGAGGAAGAGATCGAAATTGACATCCGGRRATGAGTACACTAATAAGACCCTGAAC

GAGAATGAAGAAGAAAT AGAGATAGATATCAGAGATGAGTATACTAATAAAACACTARAAT
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Casl3
Sbjct
Casl3
Sbjct
Casl3
Sbjct
Casl3

Sbjct

484

123623

544

123683

684

123743

bbd

123883

GACTGCTCCATCATTCTGCGCATCATTGAAAACGATGAACTGGAGACAAAGAAGAGCATC

R e R e ANy e b
GATTGTTCAATAATATTAAGAATAATAGAAAATGATGAATTAGAAACAAAAAAATCAATT

TACGAGATCTTCAAGAACATCAATATGAGCCTGTATAAGATCATCGAGAAGATCATCGAA

TACGAAATTTTTAAAAATATTAACATGAGTTTATATAAGAT TATAGAAARAATAATTGAA

AACGAGACAGAAAAGGTGTTTGAAAATAGATACTACGAAGAGCACCTGAGRGAGAAGCTG

AATGAAACAGAAAAAGTATTTGAAAATCGATATTATGAAGAACATTTAAGAGAAAAATTA

CTRAAAGACGATAA 677

LEPELEE 11T
TTGAAAGATGATAA 123816

543

123682

6@3

123742

663

123882

Alineamiento del fragmento de Cas13 obtenido mediante secuenciacién con la secuencia

completa de Cas13 utilizada para la construccion de la plataforma
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CTECTEAAAEACEATANT  Tad

Alineamiento de la secuencia NOS utilizada en la construccion de la plataforma con el

genoma de Agrobacterium radiobacter
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Sbict
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NOS
Sbict
NOS
Sbict
NOS

Shijct
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44914
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COGATGACGCGGEACAAGCCATTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCGCAACGT TGAAGGA

LELLLEERECEEP R EE e EE e e e e e e e e e e ee e e e e e e ee e e e
CCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTACGTTTGGAACTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGA

GCCACTCAGCCGCAGATTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTA

LECCEEPLLEEP R EE e Ee e e e e e e e e ee e ee e e eee e e i
GCCACTCAGCCGCGGGTTTCTGGAGTTTAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTA

TTGCRCATTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAAAT

LELLCEEPECEEPEERP e Ee e e e e e e e e e e e e ee e e e ee e e
TTGCGCGTTCAAAAGTCGCCTAAGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAAAT

GCTCCACTGACGTTCCATARATTCCCCTCGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTC

LECCEEPE PP EEEEEEE T EE P e e e ee e e e e e e e e e e
GCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCCCTCGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTC

AATCCAMATAATCTGCA 263

LEPELEETTTETTTLT
AATCCAAATAATCTGCA 44838
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