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Resumen: Durante la UGltima década, la practica de edicién genémica ha tenido gran relevancia tras el
descubrimiento de un mecanismo de defensa en bacterias y arqueas, denominado Repeticiones Palindromicas
Cortas, Agrupadas y Regularmente Interespaciadas, dependiente de la proteina Cas9 (CRISPR/Cas9, por sus
siglas en inglés). Para resaltar su importancia, en este trabajo se describe la implementacion metodolégica del
Sistema CRISPR/Cas9, asi como las ventajas, desventajas y modificaciones del sistema. Los resultados
describen el proceso de la optimizacion del sistema, incluyendo los factores que comprometen el rendimiento
y la efectividad de la técnica en la bacteria Gram negativa Escherichia coli. En conclusion, la implementacion
de CRISPR/Cas9 representd un gran reto y desafio que potencialmente otorgara grandes ventajas para realizar
edicién genémica en cualquier locus de E. coli, con fines de aprovecharla en diversas areas de Biologia Sintética
e Ingenieria de Vias Metabdlicas.

Palabras clave: CRISPR, Cas9, Repeticiones Palindromicas Cortas, Agrupadas y Regularmente
Interespaciadas.

Introduccidn

El sistema denominado CRISPR (por sus siglas en inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palyndromic
Repeats) o Repeticiones Palindromicas Cortas, Agrupadas y Regularmente Interespaciadas surge como una alternativa
para realizar edicion genética. En otras palabras, induce alteraciones en regiones especificas del ADN (por sus siglas
en inglés, Deoxyribonucleid Acid o Acido Desoxirribonucleico), modificando asi partes del genoma y caracteristicas
fenotipicas de un organismo. Las regiones repetidas o CRISPR, se localizan en los cromosomas de algunas bacterias
y arqueas, y estan representadas por secuencias palindréomicas repetidas, también conocidas como repetidor o
repetidas. Cerca de esas secuencias repetidas se localizan genes denominados cas, los cuales codifican nucleasas o
posibles helicasas, asociados a las secuencias repetidas CRISPR (Cas por sus siglas en inglés, CRISPR associated)
(Mojica et al., 2005). En general, el sistema CRISPR proporciona inmunidad adquirida contra la invasion de ADN
extrafio a través de la escision de ADN guiada por RNA (por sus siglas en inglés, Ribonucleid acid o acido
ribonucleico) (Hryhorowicz et al., 2017).

El sistema CRISPR funciona como memoria para identificar ADN exdgeno requiriendo de las proteinas Cas
(asociadas a CRISPR). Al identificar las secuencias de ADN invasor, las proteinas Cas introducen una ruptura de
doble cadena (DSB, por sus siglas en inglés Double strand DNA breaks) para evitar la infeccion viral (Zhao & Zhang,
2020; Makarova et al, 2015) (Brito-Alarcdn, 2016). Generalmente este proceso se efectla en tres etapas (se muestra
en la Figura 1). Durante la etapa de adaptacion o adquisicidn, el ADN exdgeno invade las células procariotas y el
motivo adyacente PAM que consta de 3 nucledtidos 5°- NGG-3, es reconocido por la proteina Cas (principalmente
Casl y Cas2) que lo cortan e integran en el loci de CRISPR, como nuevos espaciadores representados por 20
nucledtidos, la finalidad es proporcionar inmunidad (Doudna and Charpentier, 2014). En la segunda etapa o etapa de
expresion, se produce la transcripcion del locus CRISPR sintetizando un precursor denominado CRISPR-RNA (pre-
crRNA). Posteriormente se procesa hasta generar un RNA maduro (crRNA), el cual consiste de una secuencia 5’-
repetidor-espaciador-repetidor-3’ y es complementario a las secuencias de DNA invasor. Finalmente, en la etapa de
interferencia, las proteinas Cas se asocian con el crRNA funcional, formando un complejo ribonucleoproteico
conocido como crRNP, el cual buscard la secuencia PAM que servira como anclaje en el DNA objetivo y, si las bases
del crRNA y el ADN protoespaciador coinciden, se realizara un corte especificamente en el ADN o ARN viral.

Actualmente se han identificado seis tipos de sistemas, agrupados en dos clases: Clase 1 que requiere un complejo
multiprotéico para degradar el ADN exdgeno, abarca el tipo I, Il 'y IV presente en bacterias/arqueas y, la Clase 2
donde solo participa una enzima para formar el complejo CRISPR/Cas con sistemas de tipo 11, V 'y VI, y se encuentran
principalmente en bacterias (Cho et al., 2018; Haft et al., 2005).
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Figura 1. CRISPR como inmunidad adaptativa: fases del Sistema CRISPR/Cas9. ) Adaptacion o Adquisicion, el organismo
infectado integra el ADN exdgeno en el locus CRISPR, como un espaciador. Il) Expresién, la secuencia se transcribe y se
procesa hasta sintetizar crRNA. I11) Interferencia, se forman los complejos constituidos por crRNA y las proteinas Cas para
degradar el ADN exégeno (Sternberg et al, 2014). Imagen creada con BioRender.com.

El sistema CRISPR/Cas utilizado para editar genomas es de tipo Il, este sistema tiene como caracteristica que el
complejo crRNP estd formado por: la enzima Cas9, que realiza un DSB entre el 3er y 4to nucleétido rio arriba de la
secuencia PAM y el duplex crRNA/tracrRNA (por su nombre en inglés trans-activating CRISPR RNA). El estudio de
este sistema en E. coli, permite usarla como un modelo de estudio para otras bacterias (Zhao and Zhang, 2020). Este
sistema es muy especifico y permite la identificacion exacta de una regién especifica de interés para cortar casi
cualquier region del ADN, aunque tiene ciertas restricciones, tales como: las secuencias PAM (por sus siglas en inglés,
Protospacer Adjacent Motifs) y secuencias fuera del objetivo (off-targetting).

Durante la Gltima década, las aplicaciones que se le estan dando al sistema CRISPR/Cas son mdltiples y variadas.
De tal forma que esta tecnologia se esta aplicando en la inmunizacion artificial contra virus y fagos, aplicaciones en
terapia génica, desarrollo de modelos murinos, aplicaciones en la agricultura, identificacion de secuencias genémicas
no codificantes, entre otras. Debido a su gran importancia, se ha hecho necesaria la implementacién de este tipo de
tecnologia en los laboratorios interesados en modificaciones metabdélicas de microorganismos.

El presente proyecto se realizo en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM en el Departamento de Ingenieria
Celular y Biocatalisis, en donde se implementé el sistema CRISPR/Cas9 en las areas de biologia sintética e ingenieria
de vias metabolicas para generar cepas recombinantes de E. coli, con la finalidad de que estos microrganismos sean
capaces de producir biocombustibles 0 moléculas de interés industrial a partir de azicares simples. De tal forma que
esta tecnologia pueda proporcionar procesos alternativos para la obtencién de metabolitos que tradicionalmente se
obtienen del petréleo.

Descripcion del Método

La metodologia del sistema CRISPR/Cas9 fue una combinacion entre la propuesta de Jiang y colaboradores en
2015 y la de Reisch y Prather el mismo afio (Jiang et al., 2015; Reisch & Prather, 2015). Estos protocolos requieren
dos plasmidos, pCas y pTarget, que contienen los elementos necesarios para el sistema CRISPR/Cas 9, los cuales
fueron obtenidos en el laboratorio del Dr. Alfredo Martinez del Instituto de Biotecnologia-UNAM. EI vector pCas
contiene la endonucleasa Cas9 y el sistema de recombinasas que permiten realizar la integracion en el genoma y el
plasmido pTarget es el vector a través del cual se introduce el ARN guia (gRNA por sus siglas en inglés “guide
RNA”) (Cho et al., 2018). Este Gltimo es un transcrito de fusion conformado por el crRNA y tracrRNA, la cual hibrida
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con el repetidor de crRNA. Posteriormente el diplex crRNA/tracrRNA es reconocido por la endonucleasa Cas9 para
formar el complejo ribonucleoprotéico CRISPR/Cas9, facilitando el uso del sistema, ya que en lugar de expresar dos
transcritos en locus diferentes, sélo se requiere un transcrito (Doudna and Charpentier, 2014; Hryhorowicz et al.,
2017).

El uso de la nucleasa Cas9 del sistema CRISPR, es importante debido a que tiene un Iébulo de reconocimiento del
RNA guia (REC) y un l6bulo nucleasa (NUC). A su vez, el I6bulo NUC presenta un dominio RuvC, otro HNH y, por
altimo, un dominio de interaccion con la secuencia PAM, llamado Pl. Los dominios, HNH y RuvC, cortan
respectivamente la hebra del DNA diana complementaria al RNA guia y la no complementaria al RNA guia. Ademas,
el dominio PI reconoce la secuencia PAM en la hebra no complementaria en el DNA diana (Nishimasu et al., 2014).
El DSB inducido por Cas9 permite la modificacion de la secuencia a través de la via de reparacién de union de
extremos no homélogos (NHEJ), donde generalmente ocurren inserciones o deleciones. Otra via es el sistema de
reparacion dirigida por homologia (HDR, por sus siglas en inglés) donde se requiere el uso del fragmento de ADN
donador, flanqueada por las homologias mismas que permitiran la recombinacién en el sitio de corte.

Se desarroll6 un sistema molecular inducible por temperatura. Para ello, se integré la RNA polimerasa T7 en el
cromosoma de la cepa BL21, especificamente en el locus htpG dependiente del factor transcripcional ¢ 32 que se
expresa como respuesta a estrés térmico (Molina-Vazquez, 2019).

Resultados
Purificacion del plasmido y caracterizacion de los plasmidos pTarget y pCas.
El primer paso para implementar el Sistema CRISPR/Cas consistid en sembrar colonias de las cepas DH5a
pTarget Spe’ y DH5a pCas Km', con la finalidad de purificar a los plasmidos pTarget y pCas (Figura 2).
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Figura 2. Plasmidos usados en este estudio: pCas, contiene todos los elementos para realizar la integracion en el genoma
(Cas9 y Sistema \-red) y pTarget, permite la expresion del gRNA (Brito-Alarcon, 2016). Imagen creada con SnapGene.

Posteriormente se caracterizaron los plasmidos con las enzimas de restriccion Pvul y Smal, respectivamente. La
digestion de pTarget libera un fragmento de 1900pb, mientras que la longitud de pCas es de 12,944pb. Se procedi6 a
linearizar el vector pTarget con los oligos LV1 y LV2, los cuales presentan homologias con Fwd_CPEC pT y
Rev_CPEC _pT y durante el proceso de PCR alternativo se presenta el cambio de gRNA (Figura 3a).
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Figura 3. Estrategias utilizadas para generar los elementos previos a la técnica. a) Linearizacion del vector pTarget para agregar
el gRNA mediante la técnica de CPEC. b) Obtencion de fragmento T7, a partir de la cepa BL21 (DE3). c) Obtencién de
fragmento HD y HI de la cepa AV11. d) ADN donador, como producto final de la amplificacion por el protocolo de OE-PCR
(Molina-Véazquez, 2019). Imagen creada con SnapGene.

Sustitucion del RNA guia (QRNA).

Para realizar el cambio de gRNA es necesario utilizar una técnica de PCR denominada Clonacion de Extension de
Polimerasa Circular (CPEC), la cual se realizo utilizando los oligos Fwd_CPEC_pT y Rev_CPEC_pT, con 100 ng del
vector pTarget linealizado. La finalidad de utilizar estos oligos es modificar el gRNA, debido a que tiene homologias
con los extremos del vector pTarget linearizado de tal forma que se conserva la mayor parte de los elementos del
vector pTarget, pero se modifica la secuencia del espaciador, es decir, los 20nt que van a hibridar. El espaciador que
se disefi6 se amplifica con los oligos Fwd_CPEC_pT y Rev_CPEC_pT (Figura 3a); y el vector pTarget solo tiene un
sitio de corte de Pvul (Figura 4a). Cuando el gRNA es sustituido, se comprueba mediante digestion con Pvul que
debe generar dos fragmentos (1300 pb y 700 pb) (Figura 4b). Para desarrollar la técnica CPEC, se requirieron 100 ng

del pTarget linearizado, de 1900pb, contenidos en 3.8 pL a una concentracion de (26.3 ~2).
uL

Integracion de la RNA polimerasa T7 al locus htpG.
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Figura 4. Sustitucion del gRNA. a) Carril 1 MPM, Carril 2 pTarget sin digerir, Carril 3 pTarget digerido con Pvul sin
gRNA b) Carril 1 MPM, Carril 2 pTarget sin digerir, Carril 3 pTarget: gRNA digerido con Pvul (1300 pb y 700 pb).
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La clonacion del gen de la RNA polimerasa T7 en el locus htpG se realiz6 con el siguiente procedimiento. Se
amplifico el gen de la RNA polimerasa T7 (T7), a partir de la cepa de E. coli BL21 (DE3), utilizando los oligos
Fwd_T7 y Rev_T7 (Figura 3b). Por otra parte se utilizd el cromosoma de la cepa AV11 para amplificar las regiones
homologas, derecha (HD) e izquierda (HI), del gen htpG. La amplificacidn de las regiones HD y HI se realizd con los
oligos Fwd_Hd/Rev_Hd y Fwd_Hi/Rev_Hi (Figura 3c). Para conocer la temperatura 6ptima de alineamiento de los
fragmentos obtenidos por PCR del gen RNA polimerasa T7, homologia izquierda y derecha, se realizaron barridos de
temperatura de 50°C-60°C con intervalos de 3°C, obteniendo las siguientes temperaturas para las reacciones de PCR:
HD 55°C, HI 53°Cy T7 58°C. La confirmacidn del tamafio de los productos de PCR se realiz6 mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0.8%, y posteriormente se purificaron (Figura 5a).

El empalme de los productos amplificados por PCR, RNApol T7, HI y HD, se logr6 utilizando una variante de
PCR denominada Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Extension y Sobrelape (OE-PCR) (Figura 3d). El producto
final integra al gen de la polimerasa T7, flanqueado por las regiones homologas al locus htpG (HD y Hl), de 300 pb
cada una (HI-T7-HD). El producto amplificado, que servira como ADN donador, se observé en gel de agarosa al 1%,
se purificé y amplificé mediante PCR (Molina-Vazquez 2019) (Figura 5b).

Figura 5. Fragmentos de DNA sintetizados mediante PCR y empalmados mediante la técnica OE-PCR. a) Carril 1,
fragmento HD con 338 pb; carril 2, MPM; carril 3 fragmento HI con 320pb; carril 5, amplificado T7 con 2702 pb. b)
Fragmento sintetizados después de amplificarlo mediante OE-PCR: Carril 1, MPM vy carril 2, fragmento HI-T7-HD. En la

primer reaccion de OE-PCR se agreg6 2.5 L de HI con una (37.2 ﬁ), 20 pL de T7 con una (27.2%) y 3 uL de HD con
una (30.4 -&),
uL

Transformacion de los productos CPEC y OE-PCR en la cepa BL21.

En este paso se transformaron células electrocompetentes de la cepa BL21, con 100 ng del plasmido pCas (Figura
6a). Las células electrocompetentes se prepararon mediante el protocolo de “Electrocompetentes de alta eficiencia”
(Ausubel et al. 1987; Miller y Nickoloff, 1997). Posteriormente se realizé una segunda-transformacion, utilizando 50
uL de células electrocompetentes de E. coli BL21-pCas, la electroporacion se realizé a 1900 volts, con una alicuota
con 100 ng de pTarget: gRNA y 400 ng del ADN donador (HI-T7-HD) (Figura 6b). Las células electroporadas se
recuperaron en medio SOC, a un volumen final de 1 mL, incubandose a 30 °C y 300 rpm por dos horas. Este medio
otorga las condiciones necesarias para que la bacteria se recupere de forma rapida, y tenga una mayor eficiencia. Como
control negativo se utiliz6 la cepa de E. coli BL21-pCas con 100 ng de pTarget. Las células electrotransformadas se
sembraron en cajas con medio LB con Km (30 pug/mL) y Spe (30 pg/mL), e incubaron a 30°C por una noche para
obtener colonias aisladas. Las colonias candidatas se comprobaron por PCR y las colonias positivas se refrigeraron a
-70 °C.

Curacion de las colonias candidatas para eliminacion de plasmidos.

Las colonias positivas se inocularon en medio LB con Km (30 pg/mL) e IPTG a 0.5 mM, y se dejaron crecer por
una noche a 30°C con agitacion a 300 rpm. Posteriormente se estrio, en cajas de LB+Km (30 pg/mL) dejando crecer
a 30°C por una noche, con la finalidad de obtener colonias aisladas resistentes a Km. Las colonias seleccionadas se
sembraron en cajas de LB+Spe (30 pg/mL) y LB+Km (30 pg/mL) para mostrar que las colonias son sensibles a Spe.
Finalmente las colonias seleccionadas, resistentes a Km, se inocularon en 4 mL de LB sin antibiético, a 42 °C por una
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noche, esto para curar pCas por su origen sensible a temperatura y al dia siguiente se sembraron en placas de: LB,
LB+Km (30 pg/mL) y LB+Spe (30 pg/mL). Las células que estén curadas de ambos plasmidos deberan crecer a altas
temperaturas (42°C) en placas con LB sin antibitico.

Descripcion del funcionamiento del sistema CRISPR/Cas9.

Finalmente se obtienen células que contienen los plasmidos pCas y pTarget: gRNA, incluyendo el ADN donador
(HI-T7-HD) (Figura 6c). El plasmido pCas presenta un promotor inducible por arabinosa (araBp), para expresar el
sistema de recombinasas y también expresar a la endonucleasa Cas9 (Figura 6cl); mientras que el plasmido pTarget
expresa el ARN guia (gRNA) (Figura 6cll). EI ADN (HI-T7-HD) donador se ubica en el citoplasma de la célula. Al
expresarse la enzima Cas9 se une al gRNA formando un complejo que se conoce como Cas9: gRNA (Figura 6clll),
en este paso el ARN guia (QRNA) buscara una region complementaria en el ADN de la célula (Figura 6¢lV). En otras
palabras, la complementariedad de las bases entre gRNA y el ADN del cromosoma de la célula representa la
identificacion del locus que se quiere editar. Al unirse el complejo, al ADN blanco, se generara un DSB que se reparara
mediante el sistema de recombinasas inducido por arabinosa (Figura 6¢cV). Las recombinasas realizaran
recombinacién homoéloga entre el ADN donador (HI-T7-HD), el cual contiene regiones homologas (HI y HD), y el
ADN de la bacteria. De esta forma el ADN donador quedara integrado en el cromosoma de la bacteria (Figura 6¢V1).
Después de la recombinacidn genética, se debe curar la cepa, para eliminar los plasmidos transformados (pCas y
pTarget: gRNA). Para curar y eliminar el plasmido, pTarget: gRNA, se induce con IPTG el promotor que regula la
transcripcion del gRNA. Este procedimiento permite la eliminacion del plasmido (pTarget: gRNA) en la bacteria.
Posteriormente se eleva la temperatura a mas de 30°C para curar y eliminar el plasmido pCas, el origen de replicacion
de esté plasmido es sensible a temperatura (Figura 6d).
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Figura 6. Sistema CRISPR-Cas9 en la cepa BL21. a) Transformacion por electroporacion de E. coli con 100 ng de pCas. b)
Transformacion por electroporacion de E. coli/pCas con 100 ng de pTarget: gRNA y 400 ng de DNA donador (HI-T7-HD). c)
Cepa BL21 con pCas, gRNA y HI-T7-HD. cl) El plasmido pCas transcribe la enzima Cas9 y el sistema de Recombinasas A-red;
cll) El plasmido pTarget transcribe gRNA; clll) En el citoplasma Cas9 se une al gRNA, formando el complejo Cas9:gRNA,; clV)
El complejo Cas9:gRNA corta la cadena complementaria de ADN; cV) Induccion con arabinosa para activar el sistema de
Recombinasas A-red, las recombinasas utilizaran el ADN donador para realizar recombinacién homéloga y finalmente obtener la
integracion de este fragmento en el cromosoma de BL21 (Molina-Vazquez, 2019). Imagen creada con BioRender.com
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Conclusiones

Aplicaciones del sistema CRISPR-Cas9 en E. coli

E. coli ha sido considerada como un microorganismo, de gran importancia a nivel industrial, para la obtencién de
diversos metabolitos de interés. Durante la Gltima década se ha considerado como un organismo modelo para
desarrollar nuevas herramientas de edicién genética con una eficiencia de transformacion alrededor de casi el 100%
(Cho et al., 2018). De esta forma, el sistema CRISPR/Cas9 ha resultado ser una herramienta muy importante para su
aplicacion, en E. coli, implementado diferentes estrategias para el uso del sistema CRISPR/Cas9: i) interferencia en
la expresion genética (CRISPRI); ii) activacion o represion genética y iii) edicion genética. En E. coli las diferentes
estrategias, basadas en la implementacion de la tecnologia de CRISPR/Cas9, difieren en el uso de sus dos
componentes: CRISPR (Repeticiones Palindromicas Cortas, Agrupadas y Regularmente Interespaciadas) y Cas9
(nucleasa 9 asociada a CRISPR). En este sentido, se han desarrollado plasmidos que contienen a los dos componentes
plasmidos que contienen a cada uno de los componentes por separado.

Manipulacién metabolica mediada por la interferencia de CRISPRIi en E. coli:

La interferencia mediada por CRISPR (CRISPRI) es causada por la desactivacion de la proteina Cas9 (dCas),
lograda mediante mutaciones en los residuos cataliticos (D10A y H840A) (Cho et al., 2018). La pérdida de la funcién
de ambos dominios, conduce a la inactivacion de la nucleasa generando una dCas9, utilizada en la técnica conocida
como CRISPRI. Durante esta variante de la técnica, un ARN guia (sgRNA por sus siglas en inglés “single-guide RNA)
se une a la region de ADN de interés, interfiriendo con la ARN polimerasa (RNAP), y en consecuencia disminuye la
transcripcion del gen.

CRISPRi se ha implementado en E. coli utilizando dos plasmidos diferentes, el pldsmido pdCas9 para
sobreexpresar la nucleasa, mientras que el plasmido psgRNA sobreexpresa el ARN guia (Zuberi et al., 2017; Sander
et al., 2019). En 2019 Sander y colaboradores utilizaron esta variante para interferir con la expresion transcripcional
del gen argR, el cual codifica para el represor de arginina (Sander, 2019). Con la finalidad de sobreexpresar arginina,
los autores disefiaron 10 ARNs guia que se unieron en diferentes posiciones de la region reguladora y la region
codificande de argR. Otro estudio que implemento esta variante, utilizé el sistema CRISPRi para inhibir la formacion
de biopeliculas en E. coli, al interferir la expresién del gen luxS. Este gen codifica una enzima involucrada en la sintesis
del autoinductor 2 (Al-2), el cual desencadena los primeros pasos de la formacion de biofilm, obteniendo una
reduccion significativa en la formacidn de biopeliculas (Zuberi et al., 2017).

Otra variante de la implementacion de CRISPRi en E. coli, se presenta al clonar ambos elementos en el mismo
plasmido, esto significa que la proteina dCas9 y las secuencias blanco sgRNA se expresan a partir del mismo plasmido
(pdCas9-sgRNA) (Seong., et al., 2017; Qingyang, et al., 2020; Wan-Wen y I-Son, 2020). En este sentido, en 2017
Kim y colaboradores desarrollaron un sistema de interferencia CRISPRI para reprimir varios genes (pta, frdA, IdhA'y
adhE) involucrados en el redireccionamiento del flujo metabdlico en E. coli (Seong, et al., 2017). Durante el estudio
se evaluaron combinaciones simples, dobles, triples y cuadruples que permitieron evaluar el redireccionamiento del
flujo metabdlico. Un estudio similar se realiz6 para incrementar la produccion de cadaverina en E. coli (Wan-Wen &
I-Song, 2020). Durante el anélisis de evalué la interferencia individual en la transcripcion de los genes ygjG, speE,
PuuA, y speG, asi como la evaluacién de combinaciones dobles, triples y cuadruples. Li y colaboradores, en 2020,
implementaron esta variante para sobreproducir acido aconitico en E. coli (Qingyang, et al., 2020). Implementando el
sistema, dCas9-sgRNA, para interferir con la transcripcion de genes glucoliticos (pykA y pykF) y del Ciclo de Krebs
(iclA).

Manipulacién metab6lica mediante la activacion o represion genética, mediada por CRISPR/Cas9 en E. coli.

En E. coli también se ha utilizado el sistema CRISPR/Cas9 para bloguear completamente la transcripcion
genética o activarla. En 2019 Zhang y colaboradores, utilizaron los plasmidos pCas y pTarget para sobreexpresar la
enzima Cas9 activa y el ARN guia respectivamente, con la finalidad de reemplazar los promotores de los genes panB,
panc, pank e ilvC de E. coli, por un promotor mas fuerte (trcp) (Bo, et al., 2019). EI cambio de promotor permitié el
incremento en la transcripcion de los genes antes mencionados, de esta forma increment6 la produccién de &cido
pantoténico. En este mismo estudio también se utilizd6 CRISPRI para identificar genes involucrados en la biosintesis
de &cido pantoténico.

Para la activacion genética mediada por CRISPR en E. coli, se ha disefiado una variante muy compleja, en la que
dCas9 se une a un ARN guia modificado (ARNc). Este ARN modificado funge como ensamble o puente entre dCas9
y una proteina hibrida que contiene al regulador transcripcional, en este caso MCP-SoxS (Dong, et al., 2018). El ARN
modificado, o ARNCc, reconoce en un extremo al sitio de unién de SoxS, ubicado en el DNA, mientras que en el
extremo contrario presenta una horquilla de reconocimiento a la proteina MCP. De esta forma, los ARNc que reclutan
activadores que pueden activar la transcripcion genética (CRISPRa). En E. coli se ha implementado la activacion
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genética mediada por CRISPRa, para aumentar la produccion de una via de biosintesis de etanol heter6loga. Con esta
finalidad, se afiadié un casete genético heterélogo, de Zymomonas mobilis con la piruvato descarboxilasa (pdc) y
alcohol deshidrogenasa (adhB) en una cepa E. coli. La via heter6loga convierte el piruvato en etanol, mientras que los
genes clonados presentan un promotor débil. Durante la implementacion del sistema, el complejo CRISPRa-SoxS se
dirige rio arriba del promotor y la produccidn de etanol aumenta ~ 3 veces (Dong et al., 2018).

El caso contrario se presentd durante la implementacion del sistema CRISPR/Cas9 para la delecidn genética. La
sobreproduccidn de L-tirosina en E. coli se logré utilizando los plasmidos, pCas y pTarget, con la finalidad de deletar
los genes involucrados en las vias de L -fenilalanina (pheA), L- triptéfano (trpD) y el gen del regulador tyrR (Sha, et
al., 2020). En 2020, Su y colaboradores implementaron este mismo sistema para bloquear la expresién de varios genes,
con la finalidad de incrementar la produccion de acido D-glucarico (Hui-Hui, et al., 2020). Este compuesto es
ampliamente utilizado en la industria alimenticia, inhibidores de la corrosion y materiales biodegradables, entre otros.
En este mismo sentido, Ma y colaboradores en 2019, inactivaron los genes nuo y ndh mediante la implementacion del
sistema CRISPR-Cas9. La eliminacion de los genes favorecio el incremento de L-malato en E. coli (Ma, et al., 2019).

La produccién de metabolitos en muchas ocasiones es dificil o minima, por lo tanto es importante redirigir el flujo
metabdlico de manera que se obtenga una mayor concentracion, esto se logra eliminando enzimas claves de la via
metabdlica (Fokum et al., 2019). Jung y colaboradores han estudiado el uso del polihidroxialcanoato (PHA) como un
sustituto potencial de los plasticos a base de petréleo que se puede producir en E. coli recombinante. Para generar la
conversion completa de sustratos y una maxima produccion eliminaron cuatro genes (pflb, IdhA, adhE y fnr), mediante
el sistema CRISPR/Cas9. La cepa mutante (HR002) mostr6 acumulacion de acetil-CoA y niveles disminuidos de
subproductos, lo que resulté en incremento en el crecimiento celular y el contenido de PHA, demostrando la viabilidad
para redirigir el flujo de carbono hacia la produccion de PHA (Jung et al., 2019).

Manipulacién metab6lica mediante edicion genética, mediada por CRISPR/Cas9 en E. coli.

E. coli ha sido ampliamente utilizada para la sobreproduccién de metabolitos secundarios del Ciclo de Krebs y
mediante la edicion genética se logré reemplazar el gen de la malato deshidrogenada (mdh) de E. coli por el gen
ortélogo de Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 (RvMdh) y de la cepa Rhodobacter capsulatus SB 1003
(RcMdh) (Faying, et al., 2020). Los resultados mostraron que en condiciones aerébicas RvMdh fue mejor que RcMdh.
En 2020, Gu y colaboradores implementaron el sistema CRISPR/Cas9 para integrar tres genes, de Pseudomonas
putida ATCC 33015, en un plasmido. La sobre expresion de la xileno monooxigenasa (XMO), alcohol bencilico
deshidrogenasa (BADH) y benzaldehido deshidrogenasa (BZDH) de Pseudomonas putida, en E. coli favorecio la
sobreproduccidn del acido 5-metilpirazina-2-carboxilico (Liuyan, et al., 2020). Este compuesto es un intermediario
farmacéutico muy importante, ampliamente utilizado en la produccién de agentes hipoglucemiantes y farmacos
hipolipemiantes.

Comentarios Finales

Los resultados demuestran que el ADN donador se integr6 en el cromosoma de la cepa de E. coli BL21. El disefio
y construccién de los elementos de la técnica de edicion genémica CRISPR/Cas9 se realizaron de manera exitosa,
permitiendo asi la estandarizacion del protocolo y de las técnicas de Biologia Molecular (extraccion de plasmidos,
digestion con enzimas de restriccién, PCR, OE-PCR, CPEC, etc.). Se espera tener un gran impacto para su futura
implementacion en la obtencion de cepas recombinantes que generen productos de interés industrial.

Limitaciones

La principal limitacién del sistema CRISPR/Cas9 esta relaciona con el disefio del ARN guia (JRNA), debido a
que dirige el funcionamiento de la endonucleasa Cas9 a la region blanco en el genoma. El disefio del ARN guia debe
ser muy especifico para asegurar la formacién de un complejo funcional Cas9-sgRNA. Por otra parte, la clonacién
circular mediante extension de la polimerasa, representa otro punto de control critico debido a que permite el cambio
de gRNA a partir del vector pTarget. Y por Gltimo mecanismo de sobrelapamiento (verlaping) representa otro paso
crucial de la técnica.

Recomendaciones

En la tltima década, el sistema CRISPR/Cas9 ha tenido una gran gama de aplicaciones, sin embargo, muchas de
estas no se han establecido en una metodologia estandarizada que permita la implementacion in silico. Por lo tanto, se
recomienda que el sistema CRISPR/Cas9 se implemente en cepas de E. coli, y posteriormente poder desarrollarse en
diversos organismos ortélogos u organismos mas alejados filogenéticamente. Por otra parte, se recomienda utilizar
algoritmos computacionales, tales como: SNAPgene. El cual permite simular los resultados de las técnicas de PCR,
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asi como del disefio del ADN donador y diferentes paginas que permiten disefiar el gRNA donde se calculan los
valores de on-target y off-target, para una mejor precision.
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