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RESUMEN

El control biolégico del mosquito Aedes aegypti, vector de enfermedades como el dengue
y la fiebre del Zika, se harealizado con éxito mediante la utilizacién de Bacillus thuringiensis
subespecie israelensis (Bti), bacteria productora de toxinas entomopatdgenas letales para
esta especie como son la toxina Cry4Ba y Cryl1lAa. El modo de accién de las toxinas Cry
inicia con la union reversible con diferentes proteinas membranales del células del epitelio
intestinal de las larvas de las especies susceptibles, proteinas que funcionan como
receptoras y que suelen ser redundantes entre érdenes de insectos como lepidopteros,
coledpteros y dipteros. Los transportadores ABC son proteinas transmembranales
encargadas del transporte activo de una gran diversidad de sustratos, incluyendo
xenobidticos. La prohibitina es una proteina encontrada principalmente en la membrana
mitocondrial y la membrana plasmatica de la célula que se ha relacionado con diferentes
procesos celulares como la apoptosis. Existe evidencia de la participacion de estos dos
grupos de proteinas como receptores de las toxinas Cry en lepiddpteros y coledpteros por
lo que se ha propuesto que estas proteinas también estan involucradas en el mecanismo
de accion en A. aegypti. En este proyecto se desarrollé y optimiz6 una estrategia para
mutagenizar los genes abca2, abcbl, abcc2 y phb2 mediante la estrategia de edicion de
genomas por CRISPR-Cas9 con la finalidad de producir cambios importantes en su
expresion. Finalmente se obtuvieron un par de mutantes, una en el gen abca?2 y la otra en

phb2, que fueron retadas a las toxinas Cry4Bay CryllAa.

ABSTRACT

Biological control of the Aedes aegypti mosquito, a vector of diseases such as dengue and
Zika fever, has been successfully carried out using Bacillus thuringiensis subspecies
israelensis (Bti), a bacterium that produces entomopathogenic toxins that are lethal for this
species, such as the toxin Cry4Ba and Cryl1Aa. The mode of action of the Cry toxins begins
with the reversible union with different membrane proteins of the intestinal epithelium cells
of the larvae of the susceptible species, proteins that function as receptors and that are
usually redundant among orders of insects such as Lepidoptera, Coleoptera and Diptera.
ABC transporters are transmembrane proteins responsible for the active transport of a wide

variety of substrates, including xenobiotics. Prohibitin is a protein found mainly in the



mitochondrial membrane and the plasma membrane of the cell that has been related to
different cellular processes such as apoptosis. There is evidence of the participation of these
two groups of proteins as receptors for Cry toxins in lepidoptera and coleoptera, so it has
been proposed that these proteins are also involved in the mechanism of action in A. aegypti.
In this project, a strategy was developed and optimized to mutagenize the abca2, abcbl,
abcc2 and phb2 genes using the CRISPR-Cas9 genome editing strategy to produce
significant changes in their expression. Finally, a pair of mutants were obtained, ABCA2mut

and one PHB2mut, that were challenged by the Cry4Ba and Cryl11Aa toxins.

INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis

Historia de Bt

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva descubierta en el afio 1901 por
Shigetane Ishiwatari al ser aislada del gusano de la seda (Bombyx mori), y se considero
gue era el agente causante de la muerte de poblaciones de insectos en su etapa larvaria
(Watkins et al., 2012). Diez afios después fue redescubierta en pupas de Ephestia
kuehniella, un lepidoptero plaga de cultivos de trigo, atribuyéndole actividad insecticida
contra este insecto. En el afio 1928 se puso en marcha el primer proyecto a pequefia escala
para utilizar un preparado de espora-cristal de Bt, el cual se utiliz6 como agente insecticida
para controlar la plaga de Ostrinia nubilalis en cultivos de maiz en Europa. Sin embargo, no
fue hasta el afio 1938 que se comenzd a comercializar una presentacion en spray de Bt en

Francia, y dos décadas después en Estados Unidos (Lambert & Peferoen, 1992).

A mediados de los afios 70’s ya se conocian 13 cepas de Bt con actividad contra
lepidépteros. En el afio 1977 se descubri6é que la subespecie Bt israelensis tiene actividad
contra dipteros, y cinco afios mas tarde se aisld la subespecie Bt tenebrionis que actta
contra coledpteros. Actualmente se han descubierto multiples cepas de Bt con toxicidad
hacia lepidopteros, coledpteros, dipteros, entre otros insectos, e incluso contra nemétodos.
Cabe mencionar que los insecticidas basados en Bt no eran muy utilizados en sus inicios,
dada su susceptibilidad a los factores medioambientales y la disponibilidad de insecticidas

sintéticos mas efectivos (Watkins et al., 2012).
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En los afios 80’s se comenzé a documentar el desarrollo de resistencia hacia los
insecticidas sintéticos, y algunas consecuencias nocivas debido al uso de estos
compuestos se comenzaron a reflejar en el medio ambiente, razén por la que se buscaron
alternativas mas ecoldgicas (Watkins et al., 2012). El trabajo de investigacion sobre Bty el
desarrollo exitoso de las plantas transgénicas, propicié que en 1985 se concibiera el primer
cultivo de tabaco expresando el gen bt2 de Bt. Este gen codifica a la toxina CrylAb de 1155
aminoacidos con actividad contra Manduca sexta y otros lepidépteros (Vaeck et al., 1987).
Sin embargo, no fue hasta 1995 que la Environmental Protection Agency (EPA) de Estados
Unidos aprobé la comercializacion de cultivos transgénicos de Bt (tabaco, maiz, papa y
algoddn). Actualmente se cultivan plantas transgénicas de diferentes especies de cereales,

arboles, legumbres, etc. destacando el maiz y el algodén (Abbas, 2018).

Generalidades de Bt

Bt pertenece a la familia Bacillaceae, especificamente al grupo Bacillus cereus sensu lato,
gue incluye otras especies de bacterias, como B. cereus, B. anthracis, B. mycoides, entre
otras (Pigott & Ellar, 2007). Bt tiene un ciclo de vida dividido en dos fases. En la fase
vegetativa las células creceny se reproducen por biparticién. Al encontrarse en un ambiente
adverso (carencia de nutrientes, elevada concentracion de sales, etc.) la bacteria entra en
una fase estacionaria de crecimiento y empieza a esporular, fase en la que se forma una
endospora y al mismo tiempo dentro de la celula madre se produce un cristal parasporal
con propiedades insecticidas. Cuando la espora encuentra un ambiente apropiado para
iniciar su fase vegetativa, ésta germina y se repite el ciclo (Lambert & Peferoen, 1992). Bt
se distingue del resto de especies del grupo Bacillus cereus sensu lato por la produccién
de la inclusién cristalina, la cual se compone de un grupo de proteinas que, sumados varios

factores de virulencia, le dan a Bt su poder insecticida (Pigott & Ellar, 2007).

La distribucion de Bt en los ecosistemas es muy variada, se le puede aislar de suelos ricos
en insectos, plantas, rizosfera, insectos, crustaceos, corrientes de agua, anélidos, etc. La
fase dominante en estos ecosistemas es su forma esporulada. Bt es considerada una
bacteria entomopatégena oportunista, ya que se ha identificado en grandes cantidades en
zonas donde no habitan las especies objetivo. Bt afecta a una gran cantidad de especies
de insectos, siendo los defoliadores (que se alimentan de hojas) los mas estudiados
(Raymond et al., 2010).
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Bt como bacteria entomopatégena

La toxicidad de Bt en insectos esta dirigida principalmente hacia las células del intestino
medio de las larvas susceptibles; por lo tanto, los insectos deben consumir a esta bacteria
en sus alimentos. Se ha sugerido que la toxicidad de Bt puede verse influenciada por la
microbiota intestinal de la especie afectada. En este sentido, el género Enterobacter parece
potenciar su toxicidad, y se tienen reportes de que Enterococcus tiene un efecto contrario,

ya que se observé una proteccién (Raymond et al., 2010).

Bt se ha adaptado a las condiciones del organismo blanco y ataca a las células del epitelio
intestinal por la accion de toxinas y varios factores de virulencia, como fosfolipasas,
enterotoxinas y proteasas. Esta accién conjunta favorece el acceso de la bacteria a la
hemolinfa del insecto, llegando a producir septicemia y posteriormente la muerte de la larva
(Raymond et al., 2010). Los genes codificantes a la mayoria de las toxinas de Bt se localizan
en plasmidos que son transmitidos durante la division celular, o incluso adquiridos por
transferencia horizontal. Los factores de virulencia se encuentran regulados por un
regulador global conocido como PIcR (pleiotropic transcriptional regulator), cuyo gen esta
localizado en el cromosoma bacteriano, de manera que una alteracién en este regulador
puede afectar la expresion de estos factores y en consecuencia la toxicidad de la cepa de
Bt (Bravo et al., 2005)

La toxicidad de Bt se debe principalmente a la variedad de toxinas presentes en la inclusion
cristalina producida durante la esporulacion, entre las que se encuentran las toxinas Cry y
Cyt (Raymond et al., 2010). Cabe mencionar que la toxicidad especifica de una cepa de Bt
hacia cierta especie de insectos, es determinada por el conjunto particular de toxinas que
produce, dado que cada una tiene un espectro de accién limitado y especifico (Pigott &
Ellar, 2007).

Bacillus thuringiensis israelensis

Hasta mediados de los afios 70’s se tenia la idea de que Bt solo poseia actividad insecticida
contra lepidopteros. En 1977 se aislo la subespecie israelensis (Bti) de un criadero de
mosquitos en el desierto de Negev (Israel), la cual presenté toxicidad hacia las larvas del
diptero Culex pipiens. Bti es un claro ejemplo de la especificidad en la toxicidad de Bt, y

hasta hoy se contindia usando con éxito para el control de poblaciones de otros dipteros

12



como Aedes, Culex y, en menor medida de Anopheles spp (Goldberg & Margalit, 1977;
Lambert & Peferoen, 1992; Bravo et al., 2011).

Bti produce las toxinas Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa y la toxina citolitica CytlAa. Esta ultima
no esta relacionada estructuralmente con las toxinas Cry. El diptero A. aegypti es
especialmente susceptible a las toxinas Cry4Ba y CryllAa de Bti, por lo que se ha
aprovechado esta subespecie para hacer frente a la transmision de enfermedades
transmitidas por este mosquito, como el dengue, la fiebre del Zika y la chikungunya. Si bien
existen otras toxinas con actividad contra mosquitos como las Cry2, Cry29, etc. la
combinacion de toxinas producidas por Bti ha destacado por su efectividad. Este conjunto
de toxinas ha mostrado tener un efecto sinérgico, ya que la toxicidad del cristal es mucho

mas alta que la suma de la toxicidad de las toxinas individuales (Bravo et al., 2011).

Las toxinas Cry

Las toxinas Cry son una familia de proteinas con actividad insecticida originalmente
aisladas de los cristales parasporales de Bt y que en su forma activada poseen una
estructura conformada por tres dominios. Entre las proteinas Cry existen unas de 65 kDa y
otras de 130 kDa, ambas conteniendo un fragmento téxico conformado por 3 dominios (Fig.
1). Las proteinas Cry de 130 kDa poseen una region C-terminal extendida conformada por

otros 4 dominios estructurales (Crickmore et al., 2021).

Domain IV Cys-730

Domain VI
7 )
f%’gl\
( L ~ )Cys-1025

5837 (. a0

_ ="' Domain V

~\ A\ 783-823

. { v 5Cys 1062-1138
Cys-10/15 p 3Cys

7 Domain VII

Toxic core
(Domains I-III)

Figura 1. Estructura completa de la toxina CrylAc. En gris los tres dominios del nucleo toxico. El
dominio | se compone de alfa-hélices mientras que los dominios Il y Ill se componen principalmente

de hojas beta. El C-terminal extendido se compone de los dominios IV-VII (Evdokimov et al., 2014).

13



La familia de proteinas Cry es la mas amplia entre las familias de toxinas producidas por
Bt, conteniendo muchos miembros que han sido clasificados de acuerdo con su secuencia
primaria utilizando un sistema de nomenclatura de 4 niveles. En el primer nivel de la
nomenclatura se asigna un nimero arabigo a grupos de proteinas que presentan al menos
45% de identidad en su secuencia (Cryl, Cry2, etc.). En este primer nivel de clasificacion
se encuentran alrededor de 60 subgrupos (Adang et al., 2014). El segundo nivel agrupa
proteinas dentro del mismo primer nivel con menos del 78% de identidad en su secuencia
de aminoacidos y les adjudica una letra mayuscula (p. €j. Cry1A, CrylB, etc.). El tercer nivel
corresponde a proteinas que poseen menos del 95% de identidad, estas son distinguidas
por letras minasculas (p. ej. CrylAa, CrylAb, etc.). Finalmente, el cuarto nivel engloba
proteinas con més del 95% de identidad asignandoles un numero arébigo (p. ej. CrylAal,
CrylAa2, etc.) (Crickmore et al., 2021).

Mecanismo de accion de las toxinas Cry

El mecanismo de accion de las toxinas Cry (Fig. 2) se ha caracterizado principalmente en
insectos lepiddpteros e involucra la unién con diferentes proteinas membranales que
funcionan como receptoras en el epitelio del intestino de los insectos en su etapa larval.
Este mecanismo inicia cuando la larva ingiere los cristales que contienen las toxinas, los
cuales se solubilizan por el pH alcalino del intestino y se liberan las protoxinas que son
activadas por accidn de proteasas presentes en el intestino larvario. Después, la toxina
activada interactGa con proteinas como son la fosfatasa alcalina y la aminopeptidasa en
una interaccién de baja afinidad, las cuales se encuentran de manera abundante en la
membrana. Posteriormente, interactlia con mayor afinidad con la caderinay esta interaccion
induce el corte de la primer alfa-hélice del dominio 1, lo cual permite que la toxina forme un
oligbmero. Finalmente, el oligbmero interactiia de nuevo con la fosfatasa alcalina y la
aminopeptidasa utilizando epitopos diferentes de los usados por el monémero en una
interaccion de mayor afinidad (100-200 veces mayor afinidad). Se propone que esta
interaccion es necesaria para que el oligdbmero se inserte en la membrana de la célula

causando su lisis y posterior muerte del insecto (Pardo-Lopez et al., 2013).

En los ultimos afios los transportadores ABC se han identificado como otro tipo de

receptores en insectos coledpteros y lepidopteros (Wu et al., 2019). Se propone que
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presentan una funcion dual en el mecanismo de accién ya que induce la formacion de
oligbmeros y también la insercion en la membrana (Ocelotl et al 2017). La prohibitina es
otra proteina identificada como posible receptor en dipteros (Kuadkitkan et al, 2012),

lepidopteros (Sena da Silva et al., 2021) y coledpteros (Ochoa-Campuzano, 2013).

Protoxin crystals

1
Protease A
Monomeric

Mode of action of Cry toxins at the molecular level

5

/ Cry toxin 6
) 3 /\
W\ 4 Oligomeric o Pore
= L
AILPAPN Cadherin i
ABCC2/3
Transporter

Cellular membrane

Figura 2. Mecanismo de accién de las toxinas Cry en lepidopteros. 1. Solubilizacién cristales en
intestino medio de la larva y activacion de toxina. 2. Interaccion de toxina monomeérica con APN y
ALP. 3. Interaccién de toxina monomeérica con caderina y corte de primer alfa-hélice. 4.
Oligomerizacién. 5. Interaccion de oligébmero con APN y ALP. 6. Formacién de poro litico (Pardo-
Lopez et al., 2013).

Aedes aegypti

Distribucién geogréfica

Aedes aegypti es un insecto perteneciente al orden de los dipteros proveniente del
continente africano. Fue introducido en el continente americano entre los siglos XV y XVII
por medio del trafico de esclavos provenientes de Africa occidental. Actualmente se
encuentra distribuido en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo (hasta los 40°
de latitud norte y sur del ecuador), pudiéndose incluso encontrar en zonas templadas en los
meses mas calidos. Tiene presencia en la mayor parte de paises americanos, a excepcion

de Canada, Bermuda, Chile y Uruguay. A. aegypti es un mosquito doméstico muy
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relacionado a los seres humanos, ya que rara vez se le encuentra a mas de 90 metros de
un lugar habitado (Carrada et al., 1984; Savage & Smith, 1995).

Caracteristicas y ciclo de vida

A. aegypti es holometabolo, es decir que sigue un proceso de metamorfosis completo
dividido en cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto. El ciclo de vida de A. aegypti (Fig. 3)
inicia cuando los huevos son depositados por las hembras en tandas de 100-200 unidades,
esto después de haber consumido una comida completa a base de sangre. Cabe mencionar
gue cada hembra puede llegar a depositar hasta 5 tandas de huevos durante su vida adulta.
Los huevos son de forma ovoides, alargados, suaves y de hasta 1 mm de largo. Recién
puestos poseen un color claro pero rapidamente pasan a ser de color negro y pueden tardar
de 2 a 7 dias en eclosionar. Los huevos son resistentes a la desecacion, pudiendo resistir
ambientes secos durante meses y eclosionar al encontrase en un ambiente con el
adecuado nivel de humedad (charcos, agua estancada, etc.) (Nelson, 1986; Foster &
Walker, 2002).

La etapa larval de A. aegypti inicia con la eclosién de los huevos fertilizados en un ambiente
acuatico. Las larvas pasan por cuatro instares de crecimiento, pasando un breve periodo
de tiempo en los primeros tres y un lapso de mas de tres dias en el cuarto, alcanzando un
largo de 8 mm. Se suelen denominar larvas “contoneantes” por el movimiento que hacen
en el agua al ser perturbadas y su alimentacion se basa en materia organica suspendida
en el agua como algas y otros microorganismos. El consumo de oxigeno se da por un sifén
localizado en la parte posterior mientras que el resto de la larva permanece sumergida en
el agua. Las larvas de A. aegypti pueden ser facilmente distinguidas de otros géneros por
su sifén corto. Después del cuarto instar de la etapa larval, A. aegypti entra a la etapa de
pupa. La pupa posee un tamafio de 2 mm y, como la de otras especies de mosquitos, se
diferencia de otros insectos holometabolos por su movilidad y respuesta a estimulos (luz,
sonido, movimiento del agua). Durante esta fase el insecto no se alimenta y tarda dos dias
en convertirse en adulto. EI mosquito sale de la pupa ingiriendo aire para expandir su
abdomen, de manera que rompe la pupay saca su cabeza y sus alas (Nelson, 1986; Foster
& Walker, 2002).

El mosquito adulto mide entre 4 y 7 mm y se caracteriza por tener escamas blancas en la

superficie superior del térax que forman un patron como de cuerdas de violin. Sus patas
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traseras tienen bandas blancas en cada segmento tarsal y su abdomen puede ser de color
negro o marrén. Las hembras pueden ser distinguidas por tener un mayor tamafio, por la
presencia de palpos mas cortos que la probdscide que ademas tienen las puntas blancas.
Ademas, las hembras se caracterizan por poseer antenas delgadas con pequefios pelos en
el lugar en que los machos tienen antenas plumosas. Aparte de su habitual alimentacién a
base de néctar o liquidos dulces, las hembras se alimentan de sangre (necesario para la
produccién de huevos). Existen diferencias notables entre el aparato bucal o proboscide del
macho y la hembra. En las hembras se conforma por un conducto alargado, recto y
resistente, adaptado para perforar y succionar, mientras que el macho posee un aparato
bucal mas blando y palpos alargados recubiertos de pelos largos. En general, la vida del
mosquito adulto oscila entre las dos semanas y un mes, dependiendo de las condiciones
en que se encuentre (su vida se ve alargada por ambientes humedos y calidos) (Carrada
et al., 1984; Zettel & Kaufman, 2008).

Ciclo de vida de Aedes aegypti

Figura 3. Ciclo de vida de Aedes aegypti. Se muestra el proceso de metamorfosis completo dividido

en cuatro fases (Eiman et al., 2016).

17



Aedes aegypti como problema de salud publica

Las enfermedades transmitidas por vectores son una importante causa de muerte a nivel
mundial, causando cada afio mas de 700 mil defunciones y representado mas del 17% de
todas las enfermedades infecciosas. Estas enfermedades son transmitidas por una gran
variedad de especies tales como garrapatas, acaros, piojos, caracoles, mosquitos, entre
otros. A. aegypti es uno de los principales mosquitos transmisores de enfermedades en el
mundo, siendo vector de cuatro enfermedades causadas por arbovirus y que son
potencialmente mortales para el ser humano: la fiebre amarilla, del Zika, del dengue y la
chikungunya (OMS, 2020; Lopez-Latorre & Neira, 2016). El dengue representa un
importante problema de salud publica en México al ser la principal enfermedad transmitida
por vectores, siendo A. aegypti el de mayor importancia. A pesar de los esfuerzos para
controlar las poblaciones de esta especie, los casos de dengue se han ido incrementando
en las Ultimas décadas. So6lo en el afio 2020 se registraron 25,226 casos confirmados y 154
defunciones (Torres-Galicia et al., 2014; Secretaria de Salud, 2021).

ANTECEDENTES

Los transportadores ABC

Los transportadores ABC (ATP-Binding-Cassette) son proteinas transmembranales
presentes en todos los seres vivos y transportan diferentes sustratos a través de la
membrana plasmatica con dependencia de hidrélisis de ATP. Estos sustratos son muy
variados entre si, como pueden ser azlcares, péptidos, lipidos, iones de metales pesados,
xenobioticos, entre otros. Esta superfamilia de proteinas se clasifica en subfamilias
denominadas con las letras A-H (ABCA, ABCB, ABCC, etc.) con base en las diferencias de
los dominios intracelulares de union a ATP. Cada subfamilia puede tener varios miembros
denominados con nimeros arabigos (ABCA1, ABCA2, etc.) (Merzendorfer, 2014; Wu et al.,
2019).

La estructura general de los transportadores ABC (Fig. 4) se compone de dos dominios
transmembranales (TMD1 y 2) que comprenden 6 alfa-hélices cada uno, ademés de dos
dominios intracelulares de unién a ATP (NBD1 y 2). Los NBDs contienen varias secuencias

conservadas de unién a nucleétido como los motivos Walker A y B que proveen la base
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catalitica de la hidrolisis del ATP. El conjunto de estos cuatro dominios que se suelen
sintetizar en un solo polipéptido conforma lo que se conoce como un transportador completo
(FT). En ocasiones la proteina completa se forma por un dimero entre dos medios
trasportadores (HT) que contienen sélo un TMD y un NBD cada uno y requieren
complementarse para tener actividad. Cabe mencionar que la estructura de estos
transportadores se encuentra bastante conservada entre eucariontes, incluidos los insectos
(Wu et al., 2019).

TMD1 TMD2
_[l ﬂ [l r[1 A ﬂ Extracellular space
112 3! 4 5|16 79 191 1112 Lipid bilayer

. Cytosol
\ NBD2 —COOH

Figura 4. Estructura general de un transportador completo (FT) tipo exportador. TMD1 y TMD2 con

sus seis alfa-hélices cada uno se presentan en verde y azul, respectivamente. NBD1y NBD2 se
presentan en rojo y amarillo, respectivamente. El extremo amino y carboxilo terminal, asi como
NBD1 y NBD2, se localizan intracelularmente (Wu et al., 2019).

Existen varios modelos propuestos que explican el mecanismo que siguen los
transportadores ABC para la exportacion de sustratos. EI modelo ATP-Switch es el que
posee mayor evidencia bioquimica y estructural. Este modelo propone que la unién del ATP
promueve la formacion de un dimero entre NBD1 y NBD2, mientras que la hidrélisis del
ATP causa la disociacién de este. Los cambios conformacionales causados por esta
asociacion/disociacion permiten la translocacién del sustrato por parte de los TMD’s
(Higgins y Linton, 2004).
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Mutaciones en los transportadores ABC estan ligadas con la resistencia a las

toxinas Cry

Dada su capacidad para transportar un gran espectro de sustratos, incluidos xenobidticos,
se ha descrito el rol de los transportadores ABC en procesos de detoxificacion celular. En
insectos se ha descubierto que una sobrerregulacion de los genes de los transportadores
ABC esta involucrada a la resistencia hacia efectivos agentes insecticidas como los
piretroides. Ademas, alteraciones en genes de diferentes subfamilias de transportadores
ABC (ABCA, ABCB, ABCC, ABCG, etc.) causan altos niveles de resistencia a la accion de
las proteinas Cry en insectos, por lo que tienen una funcion importante en su mecanismo
de accién (Wu et al., 2019).

Resistencia ligada a mutaciones en el transportador ABCC2

El primer reporte sobre el desarrollo de resistencia de insectos a las toxinas Cry fue
publicado en el 2010, en el cual se describi6 la insercién de un retrotransposoén en el gen
del receptor caderina en una colonia del lepiddptero Heliothis virescens (Gahan et al.,
2001). Esta colonia fue mantenida en el laboratorio bajo una continua exposicion a la toxina
CrylAc, y con el tiempo los niveles de resistencia se incrementaron. Con la caracterizaciéon
genética de esta colonia se identificé una delecion de 22 pb en el segundo exén del gen
codificante para el transportador ABCC2, dicha mutacién generd una proteina trunca de 99
aminoacidos, mientras que la longitud completa del transportador ABCC2 en dicha especie
es de 1,339 aminoacidos (Gahan et al., 2010).

Poco tiempo después, en otro trabajo que siguié la misma estrategia experimental, se
reporté que dos poblaciones de diferente especie de lepidépteros (Plutella xylostella y
Trichoplusia ni) presentaron altos niveles de resistencia a la toxina CrylAc debido a
alteraciones en el gen del transportador ABCC2. La mutacién en el gen del ABCC2 de P.
xylostella fue caracterizada y se encontr6 una delecion de 30 pb en la regién codificante del
alfa-hélice 12 localizada en el segundo TMD, provocando una delecion de 10 aminoécidos,
y se propuso que el segundo NBD perdi6 su localizacion citoplasmética. La mutacién en T.

ni no fue caracterizada en este trabajo (Baxter et al., 2011).

Posteriormente, se estudi6 el perfil de expresion de 12 genes relacionados con la
resistencia a Bt en dos poblaciones de B. mori, una susceptible y una resistente a CrylAc,

seleccionadas en laboratorio. Se encontraron dos genes que presentaban una expresion
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alélica desequilibrada en la poblacion resistente, uno correspondiente al transportador
ABCC2 y el otro a una isoforma de la aminopeptidasa (APN3). Sabido esto se estudié la
respuesta alélica especifica a Bt, encontrandose que el patrén de expresion de ambos
genes cambiaba de una manera alélica especifica, correlacionando la expresion del alelo
relacionado con la resistencia a CrylAc con la supervivencia de las larvas (Chen et al.,
2014).

Después se caracterizdé una mutacion en el gen de ABCC2 de una poblacion resistente a
CrylAc de Helicoverpa armigera empleando RT-PCR y secuenciacion. Los individuos
resistentes resultaron ser homocigotos a un alelo mutante del gen de ABCC2 con una
delecién de 6 pb en un sitio de splicing, lo cual interferia con la remocién de un intrén en el
RNA mensajero lo que a su vez conducia a que se produjera un codén de paro prematuro

codificando una proteina ABCC2 con el segundo NBD incompleto (Xiao et al., 2014).

Trabajos posteriores demostraron la implicacion de este transportador en la actividad de las
toxinas Cryl en otros lepidépteros como Spodoptera exigua y Ostrinia nubilalis (Wu et al.,
2019).

Resistencia ligada a mutaciones en el transportador ABCB1

El primer estudio en dar indicios de la implicacion de un transportador ABC en la actividad
de las toxinas Cry en coledpteros fue resultado de estudiar la resistencia a las toxinas Cry3
del coleéptero Diabrotica virgifera (plaga de cultivos de maiz). Con el objetivo de identificar
marcadores genéticos asociados a la resistencia a la toxina Cry3Bbl un sistema de
genotipificacion basado en GBS (Genotyping by Sequencing) fue desarrollado y se
construy6 un mapa genético de la especie. Los resultados arrojaron 39 genes candidatos a
estar implicados en la resistencia a Cry3Bbl, uno de los cuales correspondié a un
transportador ABC de la subfamilia B (Flagel et al., 2015).

Tiempo después, teniendo evidencia concreta de la participacion de los transportadores
ABC en la actividad de las toxinas Cry en lepidopteros, una poblacién del coledptero
Chrysomela tremula resistente a los altos niveles de toxina Cry3Aa expresados por alamos
(género Populus) transgénicos, fue analizada con la sospecha de que alguna proteina de
esta superfamilia tenia implicacion. Por medio de RT-PCR, PCR y secuenciacion se
encontré que el ORF (marco abierto de lectura) correspondiente a un transportador ABC,

nombrado ABCB1, presentaba una delecion de 4 pb en la posicion 1561 produciendo un
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codon de paro prematuro. Segun las predicciones, la proteina trunca estaba desprovista de
una parte de NDB1 asi como de TM2 y NBD2. La patrticipacién del transportador ABCB1 de
C. tremula en la actividad de Cry3Aa fue verificada mediante su expresién heterdloga en
células Sf9 de S. frugiperda (un lepidéptero), observando pérdida de viabilidad al tener
contacto con la toxina. Este estudio fue el primero en demostrar la implicacion de la
superfamilia ABC en el mecanismo de acciéon de las toxinas Cry en coledpteros, ademas
de probar la participacién de un transportador de la subfamilia B como receptor (Pauchet et
al., 2016).

Resistencia ligada a mutaciones en el transportador ABCA2

Entre los afios 2002 y 2004 se seleccionaron en laboratorio poblaciones de H. armigera y
H. punctigera heterocigotas a resistencia a la toxina Cry2Ab. Afios después se busco
caracterizar dicha resistencia a través de una metodologia basada en biphasic linkage
analysis sucedido por un mapeado de marcadores EPIC (exon-primed intron-crossing) y
secuenciacion de los genes candidatos. Fue asi como se encontraron tres diferentes
mutaciones involucrando deleciones y/o inserciones en el gen del transportador ABCA2 de
H. armigera, ademas de una delecion de 14 pb en el ortélogo de H. punctigera. Las cuatro
mutaciones producian una proteina truncada por la generacién de un codén de paro

prematuro en distintas posiciones, afectando TM2 y/o NBD2 (Tay et al., 2015).

Teniendo conocimiento de la participacion de la proteina ABCAZ2 en la actividad de Cry2Ab
en lepiddpteros, se procedié a probar la hipétesis de que las bases genéticas de la
resistencia a esta toxina eran similares en dos poblaciones de Pectinophora gossypiella con
distintos origenes. Una de dichas poblaciones fue seleccionada en un laboratorio
proveniente de Arizona y la otra obtenida de campos de cultivo de algodén en la India. A
través de RT-PCR, PCR y secuenciacion se identificaron diferentes mutaciones afectando
al gen de ABCA2 de ambas poblaciones. La mutacién mas recurrente y presente en las
poblaciones de ambos origenes fue la pérdida del exén 6 por un splicing alternativo,
truncando parte de la proteina. Para establecer la relacién entre dichas mutaciones y la
resistencia a Cry2Ab se hicieron bioensayos con la progenie resultante de retrocruzas
individuales entre individuos homocigotos y heterocigotos a la respectiva mutacion en
ABCA2. Este fue el primer reporte de la implicaciéon del transportador ABCA2 en la

resistencia a Cry2Ab generada en el medio ambiente (Mathew et al., 2018).
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Ademas de las subfamilias ya mencionadas, la subfamilia G se ha relacionado con el
mecanismo de las toxinas Cryl. Esto fue sugerido por un estudio que comparé
cuantitativamente el transcriptoma del intestino medio de larvas del lepidoptero Ostrinia
furnacalis susceptibles y resistentes a las toxinas CrylAb y CrylAc, encontrando una
descenso en la expresion de un gen de ABCG en la poblaciéon resistente (Zhang et al.,
2017).

Actualmente se han identificado transportadores ABC de las subfamilias A, B, Cy G como
posibles receptores de diferentes toxinas Cry (Wu et al., 2019). Los transportadores de la
subfamilia C de lepidépteros funcionan como receptores de las toxinas CrylA, y las
subfamilias A y B son receptores de las toxinas Cry2 y Cry3 en insectos lepidopteros y

coledpteros, respectivamente (Tay et al., 2015; Pauchet et al., 2016).

Rol de los transportadores ABC en el mecanismo de accién de las toxinas Cry

La funcién como receptor del transportador ABCC2 de P. xylostella en el mecanismo de
accion de la toxina CrylAc fue descrita en el afio 2017, encontrandose que propicia la
formacion del oligbmero y ademas asiste su inserciéon en la membrana celular. El estudio
se basé en una serie de ensayos comparativos entre dos poblaciones de lepidépteros: P.
xylostella susceptible y P. xylostella con resistencia a CrylAc ligada a mutaciones en el
transportador ABCC2 (Ocelotl et al., 2017).

En un trabajo posterior, se propuso que la funcién de ABCC2 como receptor de la toxina
CrylAa en el lepidoptero B. mori no esta relacionada con la hidrélisis de ATP. Para llegar a
dicha conclusién se expresé heter6logamente en células Sf9 una serie de transportadores
ABCC2 mutantes de B. mori carentes de alguno de los NBD, o con la lisina de los motivos
Walker A sustituida por alanina. Estas mutaciones dan lugar a dominios NBD incapaces de
hidrolizar el ATP e impiden los cambios conformacionales del transportador ABC para
transitar del estado abierto/cerrado. Las células Sf9 expuestas resultaron susceptibles a las
toxinas Cry1A, por lo que se concluyo que la toxicidad de Cry1Ab no depende de la actividad
de apertura de poro de ABCC2. Para mapear el sitio de union de la toxina CrylAa en
ABCC2 se produjeron una serie de mutantes en los “loops” extracelulares (ECLs) del
transportador y se expresaron heterélogamente en células Sf9. Se identificé que el sitio
putativo de union de ABCC2 de B. mori con la toxina CrylAa comprende una region de

cuatro amino&cidos (""°DYWL""®) localizada en el cuarto “loop” extracelular. El Alineamiento
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del ABCC2 de B. mori con las secuencias de los ortélogos de otros lepiddpteros se encontro
que la secuencia de unién esta conservada, por lo que se ha sugerido que la especificidad

podria depender de la interaccion de la toxina con este motivo (Tanaka et al., 2017).

Por otra parte, se ha observado que el transportador ABCC2 de lepid6pteros como B. mori,
T. niy H. armigera tienen un efecto sinérgico con la caderina en la toxicidad de las toxinas
CrylA. Esto se ha propuesto en base a resultados de experimentos donde se expresan
heter6logamente uno o ambos receptores en diferentes lineas celulares, y se analiza el
efecto en la viabilidad celular a diferentes concentraciones de toxina. Los resultados
mostraron que esta sinergia radica en que el receptor caderina promueve una alta tasa de
oligomerizacién de la toxina Cry, proveyendo de oligbmero a ABCC2 para que éste asista

la formacién del poro litico (Sato et al., 2019).

En el caso de insectos dipteros, no se tiene informacion sobre el papel de los
transportadores ABC en la toxicidad de las toxinas Cry (Wu et al., 2019). Probablemente
esto se debe a que las poblaciones resistentes aln son escasas en este orden de insectos.
Sin embargo, tomando en cuenta que proteinas ortélogas funcionan como receptores de
las toxinas Cry entre colebpteros, dipteros y lepidopteros, como son la caderina, la
aminopeptidasa y la fosfatasa alcalina (Pigott & Ellar, 2007), es probable que uno o varios
transportadores ABC estan involucrados en el modo de accion de las toxinas Cry también

en dipteros.

La prohibitina

Las prohibitinas son una familia de proteinas localizadas principalmente en la membrana
interna de las mitocondrias, aungque también se han identificados en otros compartimentos
celulares, el nucleo celular y la membrana plasmética. Se les han atribuido diferentes roles
en la progresion del ciclo celular, la regulacion transcripcional, la cohesion de crométidas
hermanas, la sefalizacion celular, el proceso de apoptosis, la biogénesis mitocondrial y la
homeostasis celular. La gran mayoria de las funciones son atribuidas a la prohibitina en

forma de complejos mitocondriales (Merkwirth & Langer, 2009).

La estructura de estos complejos mitocondriales (Fig. 5) se compone de un hetero-
oligémero formado por dos tipos de proteinas, prohibitina-1 (PHB1) y prohibitina-2 (PHB2).

PHB1 y PHB2 se localizan de forma intercalada formando una estructura en forma de anillo
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con un didmetro 20-25 nm y con un peso >1000 kDa (Merkwirth & Langer, 2009). Esta
estructura se encuentra anclada a la membrana interna mitocondrial por medio de una
region hidrofébica en el extremo N-terminal de PBH1 y 2, mientras que la regién C-terminal

se encuentra orientada hacia el espacio intermembranal (Tatsuta et al., 2005).

PHB1
PHB2

LR

20-25 nm

Figura 5. Estructura del complejo de prohibitina en la membrana interna mitocondrial. EI complejo
en forma de anillo se compone de dimeros formados por PHB1 (azul claro) y PHB2 (azul oscuro)
(Merkwirth & Langer, 2009).

La prohibitina como receptor de las toxinas Cry

Uno de los primeros trabajos en relacionar directamente a las toxinas Cry con PHB fue
cuando se probo la interaccién de tres isoformas de ALP y PHB de células de A. aegypti
con la toxina Cry4B empleando 2D-ligand blot y espectrometria de masas (Bayyareddy et
al., 2012). Poco tiempo después fue confirmada esta interacciébn por medio de co-
inmunoprecipitacion, ademas de que se demostr6 la co-localizacion de PHB y Cry4B por

microscopia confocal en células de esta misma especie (Kuadkitkan et al, 2012).

En el caso de los coledpteros, se descubrié por medio de ligand blot que la toxina Cry3Aa
une a PHB1 de Leptinotarsa decemlineata. Se realizo el silenciamiento del gen de PHB1 a
través de RNAI descubriéndose que tiene efectos adversos para la viabilidad de las larvas
y que, sumando la exposicién a la toxina Cry3Aa, se presenta un alto nivel de toxicidad

(Ochoa-Campuzano, 2013).
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Tiempo después, por medio de un ensayo de pulldown y cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS) se identific6 a PHB2 de larvas de H. armigera como
proteina de unién a CrylAc. Empleando una serie de mutantes de la toxina CrylAb se
demostré que el dominio 3 de la toxina estaba involucrado en la unién a PBH2 y que
variaciones en la afinidad entre ambas proteinas correlacionaba con un aumento o

disminucion de la toxicidad (Sena da Silva et al., 2021).

El sistema CRISPR-Cas9

El sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-Cas
(CRISPR-Associated) fue descubierto como un mecanismo de defensa adaptativo contra
infecciones de fagos y transmisién de plasmidos en diferentes bacterias y arqueas. Esta
respuesta defensiva se basa en la inactivaciéon de ADN exdgeno a través de endonucleasas
que actuan en un sitio especifico al ser “guiadas” por una o varias moléculas de ARN. A
nivel gendmico, el sistema CRISPR/Cas estad organizado en un operén compuesto de los
genes de Cas (correspondientes a las endonucleasas) seguidos del elemento CRISPR.
Esta ultima seccion se compone de secuencias cortas Unicas de ADN (llamadas
espaciadores) provenientes de los diferentes agentes invasores, intercalandose con

secuencias idénticas repetidas palindrémicas cortas (Jinek et al., 2012).

Se han identificado varios tipos de sistemas CRISPR-Cas. Especificamente, el sistema
CRISPR-Cas9 (descubierto en Streptococcus pyogenes) pertenece al tipo Il, en el que la
endonucleasa Cas9 es la Unica enzima involucrada en el corte de la doble cadena de ADN,
actividad dependiente de dos ARN'’s diferentes: crRNA y tracrRNA (Jiang & Doudna, 2017).
Por un lado, crRNA (CRISPR-RNA) proviene de la transcripcion de alguno de los
espaciadores. Este ARN posee una secuencia complementaria a una de las dos cadenas
del sitio objetivo de corte, sitio que debe ser sucedido por una secuencia corta adyacente
reconocida por la endonucleasa Cas9 llamada PAM (Protospacer Adjacent Motif). Por otro
lado, tracrRNA (Trans-activating crRNA) asiste en la estructuracion de crRNA para que se
funcional y actiia como intermediario en el complejo crRNA-tracrRNA-Cas9, ya que posee
una region complementaria a una seccion de crRNA, ademas de que forma una estructura

tallo-asa que interacciona con la Cas9 para formar dicho complejo (Jinek et al., 2012).
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Actualmente el sistema bacteriano CRISPR-Cas9 (Fig. 6) se ha adaptado e implementado
como una alternativa novedosa para la edicién genética de diversos organismos. Funciona
mediante un complejo formado por la ADN-endonucleasa Cas9 y un ARN “guia” (sgRNA).
Cas9 es guiada por una seccion de la secuencia del sgRNA hacia un sito especifico del
genoma, donde ejerce su actividad cortando la cadena doble del ADN. EI ARN guia
(sgRNA) se compone de dos regiones que mimetizan la estructura dual bacteriana crRNA-
tracrRNA. Una vez que se realiza el corte del ADN el sistema de reparacion de la célula liga
las cadenas de ADN, proceso durante el cual se insertan o retiran bases nitrogenadas al
azar que generan mutaciones y podrian inclusive interrumpir el marco de lectura del gen,

provocando asi efectos muy importantes en su expresion (Jiang & Doudna, 2017).

Cas9
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3 L
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Genomic DNA
RuvC
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Double-strand break (DSE)

Endogenous DNA repairs at the DSB site

Figura 6. Sistema CRISPR-Cas9 (Jiang & Doudna, 2017). Para ejercer la actividad endonucleasa
se requiere la formacién de un complejo tripartita entre la Cas9 (en azul), el sgRNA (en naranja) y
el ADN gendmico del organismo a editar (en negro). La regiéon crRNA (en linea naranja gruesa) se
alinea con la regién complementaria del ADN gendmico, secuencia sucedida por PAM (en amarillo)
gue es reconocida por la Cas9 y es necesaria para realizar el corte. La region tracrRNA (en linea

naranja delgada) con su estructura de tallo-asa interacciona con la Cas9 para formar el complejo.
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El sistema CRISPR-Cas9 como herramienta para el estudio de receptores de

toxinas Cry en insectos

En los ultimos afios el sistema CRISPR-Cas9 se ha convertido en una alternativa novedosa
y confiable para la validacion de receptores involucrados en el mecanismo de accién de las
toxinas Cry. La caderina de H. armigera fue el primer receptor que se edité por CRISPR-
Cas9, y se obtuvo una poblacion homocigota con una delecion de 4 pb en el exdn 9 del
gen, produciendo un coddn de paro prematuro. Para evaluar la susceptibilidad de las larvas
modificadas genéticamente se hicieron bioensayos retandola con las toxinas CrylAc y
Cry2Ab. Los resultados arrojaron que las larvas mutantes fueron 549 veces mas resistentes
a la toxina CrylAc comparando con una poblacién susceptible, mientras que para Cry2Ab

no se presentaron cambios significativos (Wang et al., 2016).

Un afio después, con el objetivo de confirmar la importancia del transportador ABCA2 en la
resistencia a Cry2Ab en H. armigera, se utilizé el sistema CRISPR-Cas9 para producir
insectos deficientes en la expresién de esta proteina. Se obtuvieron dos poblaciones
mutantes, una con una delecion de 2 pb en el exén 2 del gen objetivo y otra con una delecion
de 5 pb en el exén 18. Ambas poblaciones homocigotas presentaron una resistencia
significativa a Cry2Ab (mayor a 120 veces) y Cry2Aa (mayor a 100 veces), comparadas con
una poblacion susceptible (Wang et al., 2017).

Al afo siguiente, una poblacion de T. ni fue modificada genéticamente por CRISPR-Cas9
generando un par de poblaciones con mutaciones en el gen caderina. Dichas alteraciones
consistieron en una delecion de 10 pb y una de 26 pb, ambas localizadas en la region
repetida 11 de la proteina, generando una proteina trunca desprovista del sitio de unién de
la toxina CrylAc. Ambas poblaciones homocigotas fueron cruzadas con una poblacién
resistente a CrylAc por una alteraciéon en el gen del transportador ABCC2, de manera que
se obtuvieron dos poblaciones modificadas genéticamente en ambos receptores.
Bioensayos con las toxinas CrylA revelaron que la caderina y ABCC2 actlan de manera
independiente en el modo de accion de este grupo de toxinas. Ademas, se propuso que las
toxinas Cry ejercen su actividad a través de receptores que llegan a tener un papel

redundante en insectos (Wang et al., 2018).

Méas tarde se consiguio realizar un doble knock-out de los genes de los transportadores
ABCC2 y ABCC3 en H. armigera. A través de una serie de bioensayos con las toxinas

CrylA en poblaciones de insectos con uno o ambos de los transportadores analizados se
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pudo demostrar que ABCC2 y ABCC3 funcionan como receptores para CrylAa, CrylAby
CrylAc. El nivel de resistencia en ausencia de ambos receptores fue >15,000 veces para
CrylAc, comparando con la poblacion susceptible. Por otra parte la ausencia de un solo
transportador modific6 muy poco o no modificé la susceptibilidad del insecto. Con estos
resultados los autores propusieron que existe una redundancia entre ABCC2 y ABCC3, ya
gue la ausencia de uno de ellos no present6 un fenotipo de resistencia, en contraste con la
doble mutante (Wang et al., 2020).

CRISPR-Cas9 ha sido una valiosa herramienta para analizar varias proteinas que
potencialmente funcionan como receptores para las toxinas Cry (por mencionar algunas,
APN, caderina, tetraspanina y transportadores ABC). Por otra parte, los modelos bioldgicos
también han sido muy variados, entre ellos se incluyen varias especies de lepidopteros
como P. xylostella, S. exigua, O. furnacalis y S. frugiperda, consolidando el sistema
CRISPR-Cas9 como una herramienta versétil para el estudio in vivo del mecanismo de
accion de las toxinas Cry (Douris et al., 2020).

Por otra parte, el uso de CRISPR-Cas9 en dipteros, principalmente con Drosophila
melanogaster y A. aegypti, ha sido muy util para el estudio funcional de ciertas proteinas en
el campo de biologia del desarrollo. En el caso especifico de A. aegypti y el uso de este
sistema de edicion genética para estudiar los receptores de las toxina Cry, se tiene reporte
del knock-out de dos isoformas de aminopeptidasa N (APN1 y APN2). En este trabajo
destaca el uso de un par de sgRNA’s para cada gen, con 100 pb de separacion entre sus
sitios de corte con el objetivo de aumentar la probabilidad de generar mutaciones en la
region objetivo (exén 3 de ambos genes). Las mutaciones producidas en APN1 y APN2
generaron un codén de paro prematuro antes de la zona de anclaje a GPI, produciéndose
proteinas truncas no funcionales. Los bioensayos con Cry4Bay Cryl11Aa en las poblaciones
mutadas en una sola isoforma y en ambas, mostraron que estas proteinas no tienen un

fenotipo de resistencia (Wang et al., 2021).
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HIPOTESIS

Los transportadores ABC y la prohibitina son receptores membranales de las toxinas Cry
en lepiddpteros y coledpteros. Dado que existe redundancia funcional de receptores entre
diferentes érdenes de insectos, los transportadores ABC y la prohibitina también estan

involucrados en el mecanismo de accién de las toxinas Cry en el mosquito Aedes aegypti.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el papel de prohibitina-2 y los transportadores ABC en la toxicidad de las toxinas

Cryl1Aay Cry4Ba en Aedes aegypti.

METAS ESPECIFICAS

¢ Mutagenizar los genes que codifican para los trasportadores ABCA2, ABCB1,
ABCC2y la prohibitina-2 de A. aegypti mediante CRISPR-Cas?9.
¢ Analizar la susceptibilidad de los mosquitos genéticamente modificados a las

toxinas Cryl1Aay Cry4Ba.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion de genes abc en el genoma de A. aegypti

Se realizé una busqueda de todos los genes de A. aegypti conteniendo una secuencia
conservada de NBD (dominio de los transportadores ABC) en la base de datos Pfam. Se
realiz6 un alineamiento mdltiple en el programa Clustal Omega de todos los genes
recuperados y se obtuvo un archivo .tree. Un arbol filogenético fue generado en base a

secuencias nucleotidicas a través de la herramienta iTOL y se realiz6 un analisis
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comparativo con un arbol filogenético de los genes abc de Anopheles gambiae para

identificar las diferentes subfamilias de A. aegypti.

Perfil de expresion de genes abc y phb2

La eleccion de PHB2 como candidato a ser receptor de las toxinas Cry se baso en un trabajo
previo donde recuperamos datos de analisis proteémicos de interaccion de la toxina Cry4Ba
con proteinas del intestino medio de A. aegypti, encontrandonos con los dos tipos de
prohibitinas (PHB1 y PHB2). Dada la existencia de evidencia mas contundente de la
interaccion entre Cry4Ba y PHB2 (Bayyareddy et al., 2012), optamos por enfocarnos

también en mutagenizar este gen.

Se recuperaron datos del transcriptoma del epitelio intestinal de larvas del cuarto instar de
A. aegypti que fueron generados previamente en nuestro laboratorio por el Dr. Emiliano
Canton. Estos datos fueron analizados junto con el Dr. Sabino Pacheco para identificar el
perfil de expresion de los genes abc en el intestino durante la etapa larvaria, ademés de

que se verifico la expresion de phb2.

Tomando ventaja de que todos los genes abc en el mosquito An. gambiae se encuentran
anotados y mediante un andlisis filogenético en Clustal Omega, se identificaron los genes
codificantes a transportadores ABC en A. aegypti que son ortdlogos a los que se han
reportado como receptores para las toxinas Cry en otros insectos. Estos ort6logos son los
transportadores ABCA2 (receptor de las toxinas Cry2A’s en lepiddpteros), ABCB1 (receptor
de las toxinas Cry3’s en coledpteros), ABCC2 (receptor de las toxinas Cry1A’s, Cry1Ca y
CrylFa en lepidépteros), ABCC3 (receptor de la toxina CrylAc en lepiddpteros) y ABCG1
(posible receptor de las toxinas Cry1A’s) (Wu et al., 2019).

Disefio y sintesis de sgRNA’s

Las secuencias de DNA de los genes abca2, abcbl y abcc2 de A. aegypti se obtuvieron de
la base de datos VectorBase. Se seleccioné una region de 300-330 pb de cada gen, la cual
contiene el primer y/o el segundo ex6n. Con ayuda del servidor CRISPOR

(www.crispor.tefor.net) se localizaron los motivos PAM para la endonucleasa Cas9 (5'-

NGG-3’) en las regiones de los genes seleccionados y se tomaron los 20 nucle6tidos
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adyacentes al 5 como potenciales RNA guias (sgRNA’s). Dos sgRNA’s fueron
seleccionados para cada gen, esto se realizé considerando su especificidad y un espacio
conveniente entre ellos. Los primers para el ensamble de los sgRNA’s fueron recuperados
del mismo servidor (un T7crTarget especifico para cada sgRNA y un solo primer

guideRNAallT7common para todos).

Tabla 1. Primers utilizados para ensamblaje de DNA de cada sgRNA.

Nombre primer* Secuencia

abca2_sgRNA137fwT7cr |SGAAATTAATACGACTCACTATAGCTCATTCTTGTACGAGGACGT
Target TTTAGAGCTAGAAATAGCAAGY’

abca2_sgRNA297fwT7cr |SGAAATTAATACGACTCACTATAGTTGCAGAATTACTACGCCTCG
Target TTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGS

abcbl_sgRNA156rvT7crT | SGAAATTAATACGACTCACTATAGTCGGGCTTACTTCCGTCCCA
arget GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG3I’

abcb1_sgRNA235rvT7crT | S’ GAAATTAATACGACTCACTATAGAATCGCACCACGGTCAGTAC
arget GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG3I’

abcc2 _sgRNA26rvT7crTa |5 GAAATTAATACGACTCACTATAGTTGATGAGCGAGGGTCGTCC
rget GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGY’

abcc2_sgRNA134rvT7crT |5 GAAATTAATACGACTCACTATAGAGCAACCAGCCAAGGAAGAT
arget GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG3’

phb2_sgRNAS506rvT7crT |5GAAATTAATACGACTCACTATAGCCTGCTTGGCGCGCTCTACG
arget** GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGY

5’AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGAC

guideRNAallT7common
TAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACYT’

*La notacién de los primers especificos para cada sgRNA comprende el gen obijetivo, el
namero y la direccién del guia arrojado por CRISPOR, T7 por la polimerasa T7 y crTarget

por aportar el componente crRNA.
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**E| sgRNA PHB2_506rv ya se habia sintetizado y probado en un trabajo anterior, por lo

gue ya se encontraba listo para ser utilizado en las microinyecciones.

El ensamblaje de los sgRNA’s se realizé por PCR utilizando la DNA polimerasa Phusion.
Los productos de la amplificacion se purificaron utilizando el kit MinElute™ PCR purification
(Qiagen) y se cuantificaron con NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific). El tamafio de los
productos de PCR (120 pb) se comprob6 por medio de electroforesis en geles de agarosa
al 1% a 120 V durante 30 minutos en buffer TAE. Los sgRNA’s fueron sintetizados por
transcripcion in vitro utilizando los productos de PCR purificados como templado y usando
el kit TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo Scientific). Los trascritos se
purificaron con el kit RNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research), se cuantificaron con
NanoDrop™ 2000 y se almacenaron a -70°C. Para comprobar el tamafio de los sgRNA'’s
(100 pb), se realiz6 una electroforesis en geles de agarosa al 1% a 120 V durante 30

minutos en buffer TAE.

Expresion y purificacion de N-MBP-Cas9

Una placa de agar con medio Luria-Bertani (LB) suplementada con kanamicina (30ug/ml)
fue estriada con la cepa E. coli BL21 DES3, la cual contiene el plasmido Pmj806 con la
secuencia codificante a la proteina N-MBP-Cas9 con un tag poli-Histidina. La placa se
incubd a 37°C durante 12 h. Una de las colonias fue utilizada para producir un pre-inéculo
en medio LB con kanamicina (30ug/ml) que fue incubado a 37°C con agitacién a 200 rpm
durante 12 h.

Se tomaron 10 mL de pre-in6culo para inocular 500 ml de medio Terrific Broth (TB). Se
incub6 a 37°C con agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una DOgx nm = 0.6 (2 h
aproximadamente). Se indujo la expresion de N-MBP-Cas9 afiadiendo IPTG a una

concentracion final de 0.5 mM. El cultivo se incubé a 18°C durante 12 h a 200 rpm.

Las células fueron recuperadas centrifugando a 10,000 rpm durante 10 min, se
resuspendieron en 40 ml de Buffer A con lisozima (20 mM HEPES, 150 mM KCI, 25 mM
imidazol y 1 mg/ml lisozima, pH=7.5) y se almacenaron a -70°C. Las células fueron
descongeladas y lisadas en prensa francesa (4 pases). La muestra se centrifugd a 50,000

rpm por 15 min y se recuper6 el sobrenadante.
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El sobrenadante fue pasado por una columna de resina Niquel-Agarosa HiTrap HP de 5 ml
(GE Healthcare) con la ayuda de la misma jeringa. Se equilibré el equipo AKTA FPLC
(Amersham Biosciences) con Buffer A. La columna fue conectada al FPLC y se lavé con
15-30 ml de Buffer A. La elucion se realizdé con un gradiente de solucién B (Buffer A con 1
M Imidazol) hasta una concentracién del 50% con un flujo de 1 ml/min y se recolectaron
fracciones de 1 ml. La columna fue lavada con 5 ml de buffer B y tanto las fracciones como
el volumen muerto fueron analizados por SDS-PAGE al 8%. Las fracciones
correspondientes a la elucién fueron concentradas a un volumen final de 3 ml por medio de

centrifugacion a 5,000 rpm en filtros Amicon 100K (Merck Millipore).

Se realiz6 un segundo paso de purificacion por una cromatografia de intercambio catiénico
con una columna CM Sepharose FF HiTrap de 5 ml (GE Healthcare). La muestra se pasé
por la columna en el FPLC previamente equilibrado con Buffer A (20 mM HEPES, 150 mM
KCI, pH=7.5). La columna se lavé con 10-15 ml de buffer A. Un gradiente de solucion B
(solucién A con 1M KCI) se pas6 hasta una concentracion del 100% con un flujo de 1ml/min.

Se recolectaron fracciones de 1 ml y se analizaron por SDS-PAGE al 8%.

Las fracciones conteniendo la N-MBP-Cas9 en su estado mas puro fueron concentradas en
un volumen final de 100 pL por medio de centrifugacion a 5,000 rpm en filtros Amicon 100K.

La cuantificacién de la concentracién de proteina se realizé por el método de Bradford.

El fragmento de 655 pb del gen del transportador ABCA2 conteniendo los sitios de corte de
los guias 137fw y 297fw fue amplificado y purificado. Este producto de PCR se empled para
probar la actividad de la N-MBP-Cas9 purificada. La mezcla de reaccion en 10 L const6
de 200 ng de templado, N-MBP-Cas9 a 0.4 uM, 137fw y 297fw a 0.2 uM y 1 pL de buffer
10x. La reaccién se incubd a 37°C durante 2 h. El corte de los fragmentos se comprobd6 por

medio de una electroforesis en geles de agarosa 1% a 120 V durante 30 min en buffer TAE.

Evaluaciéon de la eficiencia de edicidon in vitro

El DNA genomico de tres larvas del cuarto instar de A. aegypti fue extraido y purificado
utilizando el kit Quick-DNA™ Miniprep Plus (Zymo Research) y fue cuantificado con
NanoDrop™ 2000. Una regién de 0.6-1 kb de cada gen abarcando los sitios de corte de los

sgRNA'’s fue seleccionada para ser el templado de los ensayos de digestion in vitro. Se
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disefiaron un par de primers para amplificar la regién seleccionada de cada gen utilizando

el software SnapGene®.

Tabla 2. Primers disefiados para amplificacion de regiones de genes abca2, abcbl y abcc?2.

Nombre primer |Secuencia

ABCA2-F 5GCCGCTTCCTCATGAATG3
ABCA2-R2 5GGCCTTCCAGGTCACGAGAG3’
ABCB1-F2 S5CTTTGTTTGGTTTAATCTCGTTCTG?
ABCB1-R2 5GATTTTCTTGTTGTAGATCGGAACGY
ABCC2-F2 5'GTTCATTCGATGACATTCTAATGACS’
ABCC2-R2 5GAATGCAGGAAAACTGATACAATGT

Los fragmentos fueron amplificados por PCR usando la DNA polimerasa Phusion, se

purificaron con el kit MinElute™ PCR purification kit (Qiagen) y se cuantificaron con

NanoDrop™ 2000. El tamafio de los productos obtenidos se comprobé por medio de

electroforesis en geles de agarosa al 1% a 120 V durante 30 minutos en buffer TAE.

La mezcla de reaccion para la digestién in vitro se realizé en un volumen total de 30 uL que

contuvo 75 ng de DNA templado, 1 pL de buffer 10x, 1 uL de Cas9 de New England BioLabs

alpuMy 3 pL de cada sgRNA a 300 Nm. La reaccion se incub6 a 37°C durante 1 h. El corte

de los fragmentos se comprobé por medio de una electroforesis en geles de agarosa 1% a
120 V durante 30 min en buffer TAE.
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Tabla 3. Tamafio esperado de productos de digestion in vitro con cada sgRNA.
Gen, clave en
sgRNA usado para [Tamafio esperado
VectorBase y ) »
. digestion de productos
tamafo
abca2 ABCA2_137fw 354 y 301 pb
AAEL012698
655 pb ABCA2_297fw 514y 141 pb
abcbl ABCB1_156rv 298 y 655 pb
AAEL008134
953 pb ABCB1_235rv 377 y 576 pb
abcc2 ABCC2_26rv 301y 469 pb
AAEL025460
770 pb ABCC2_134rv 409 y 361 pb

Microinyeccion de embriones

La colonia silvestre de A. aegypti adultos fue alimentada con sangre de bovino. Después
de 3 dias se indujo la oviposicién introduciendo a la jaula un pequefio vaso con agua,
algodon y un cuadro de papel filtro y asilandola en oscuridad. Los huevos fertilizados fueron
recolectados una hora después y se alinearon bajo el estereoscopio en filas de 10 unidades
con pinzas de metal en un cuadro de papel filtro humedecido con agua. Los huevos
alineados fueron transferidos a un portaobjetos con ayuda de cinta adhesiva de doble cara

y presionando ligeramente con un pincel.

Los capilares fueron preparados a partir de microtubos de aluminosilicato utilizando el P-97
Flaming/Brown™ Micropipette Puller (Sutter Instrument®). Las puntas fueron abiertas y
biseladas con el EG-401 Micropipette Grinder (Narishige). Cada capilar fue llenado con 3
UL de una solucién acuosa de la N-MBP-Cas9 a 2-5 yM y los dos sgRNA’s correspondientes

para cada gen a una concentracion de 1-2.5 pM cada uno.
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La microinyeccioén fue realizada con los capilares y la bomba de vacio PicoPump PV830
bajo manipulacibn con microscopio Optico empleando el objetivo x5, inyectando
aproximadamente 1 nL de la solucién sgRNA’s/Cas9 a cada embrion. El portaobjetos con

los huevos fue sumergido en agua hasta su eclosion (1 semana aproximadamente).

Aislamiento y caracterizacién de mutantes

Las larvas se mantuvieron en agua y se alimentaron con algunas migajas de croquetas
comerciales para alimentar gatos hasta su pupacién (1 semana aproximadamente). Las
pupas se colocaron individualmente en un vaso pequefio con algoddn, un trozo de papel
filtro y agua, esto a su vez dentro de un vaso mas grande cubierto con una malla. Los
mosquitos adultos tardaron de 2-3 dias en salir y fueron alimentados con una solucién de
glucosa. Cada adulto proveniente de un embrién microinyectado fue apareado con un
adulto silvestre del sexo opuesto durante 3 dias. Las hembras de cada apareamiento fueron
alimentadas con sangre de bovino y se esperd a que ovopositaran. Obtenidos los huevos
de la descendencia de cada cruza (Gi), los adultos Gy se sacrificaron para hacer la
extraccion de su DNA gendmico con el kit Quick-DNA™ Miniprep Plus (Zymo Research).
Dicho DNA genémico fue cuantificado con NanoDrop™ 2000 y se utilizé como templado
para amplificar la region especifica del gen con posible mutacion, esto empleando la
polimerasa Phusion y los mismos primers utilizados para obtener los templados de las
digestiones in vitro. Los productos de PCR fueron purificados por medio del kit MinElute ™
PCR purification kit (Qiagen), se cuantificaron con NanoDrop™ 2000 y se mandaron a

secuenciar.

Produccion de espora/cristal de Cry4Bay CryllAa

Las cepas de Bt con el plasmido que contiene los genes para las toxinas Cry4Ba o CryllAa
fueron activadas en una placa de agar LB con eritromicina a 10 ug/MI incubandose a 30°C
durante 12 h. Se sembraron masivamente cuatro placas de medio HCT suplementadas con
eritromicina a 10 pg/ml para cada cepa y se incubaron a 30°C hasta la esporulacion (48-72
h). Para asegurar que la mayoria de las células se encontraban en forma esporulada se

hicieron observaciones en microscopio Optico. El cultivo fue recuperado con un asa estéril,
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suspendido en 25 ml de buffer de lavado (300 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH= 8) y
centrifugado a 10,000 rpm por 5 min, procedimiento repetido dos veces. La pastilla
resultante fue resuspendida y lavada en 30 ml de una solucién a 1 mM de PMSF, seguido
de una centrifugacién a 10,000 rpm durante 5 min, paso repetido en dos ocasiones. El pellet
se resuspendié en 1 mM PMSF, se cuantificd la cantidad de proteina por el método de
Bradford y se almacenaron las suspensiones a 4°C. Las produccion de CryllAay Cry4Ba
se comprobé por SDS-PAGE al 10%.

Bioensayos de susceptibilidad a Cry4Bay CryllAa

Las hembras de las colonias G; mutantes se alimentaron con sangre de bovino y se esperé
a que ovopositaran para obtener la segunda generacion (G.). Aproximadamente 500 larvas
G2 del cuarto instar distribuidas en 10 grupos se pusieron en contacto con una suspension
de espora/cristal Cry4Ba (1000 ng /mL) o CryllAa (500 ng/mL). Pasadas 24 horas se
realizé el conteo de las larvas sobrevivientes. El control positivo consté de 10 larvas
silvestres bajo el mismo tratamiento, mientras el control negativo se realizé con 10 larvas

silvestres en agua sin toxina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Genes abc en A. aegypti

Los NBD’s son dominios bastante conservados localizados en los transportadores ABC
(Berger et al., 2004), de manera que son Utiles para identificar genes abc en genomas no
anotados. En el caso de A. aegypti se pudieron identificar 56 genes codificantes a esta
superfamilia de proteinas. Mediante un andlisis comparativo entre el arbol filogenético
generado para los genes abc de A. aegypti y un arbol filogenético de An. Gambiae se
clasificaron los genes de A. aegypti dentro de su respectiva subfamilia, encontrandose 11
miembros ABCA, 5 ABCB, 16 ABCC. 2 ABCD, 1 ABCE, 3 ABCF, 18 ABCG y 3 ABCH.
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Figura 7. Arbol filogenético de los genes abc de A. aegypti. Se encontraron 56 genes abc

distribuidos en las ocho subfamilias conocidas de trasportadores ABC (A-H). Cada gen se presenta

con su respectiva clave de acceso en la base de datos VectorBase.
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Perfil de expresién de genes abc y phb2

Los datos recuperados del transcriptoma de Canton et al. 2015 permitieron generar un perfil
de expresion de los genes abc en el epitelio intestinal de larvas de A. aegypti. Se pudo
observar que genes de las 8 subfamilias son expresados en diferentes medidas. Respecto
a los genes ortdlogos reportados como receptores de las toxinas Cry en otras especies, se
observé que abca2, abchl, abcc2 y abce3 son expresados, mientras que abcgl no presentd
expresion. Dada la gran similitud entre abcc2 y abcc3 (Wang et al., 2020), y que el primero
mostré un mayor nivel de expresion, optamos por seleccionar abcc2 como candidato para
mutagenizar por CRISPR-Cas9 junto con abca2 y abcbl. En el caso de phb2, se confirmé

su expresién y se mantuvo como gen candidato.
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Figura 8. Perfil de expresién de genes abc y phb2 en el intestino de larvas de 4° instar de A.

aegypti. En el eje X de cada gréafico se presenta cada gen analizado con su clave de acceso en la

base de datos VectorBase.
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Seleccion de crRNA’s

Utilizando el servidor CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) se realiz6 una busqueda de
secuencias PAM en la secuencia de ADN seleccionada, la cual corresponde a los primeros
exones de los genes a estudiar. En este caso se uso la Cas9 cuya secuencia PAM es NGG.
El servidor gener6 secuencias de 20 nt (crRNA’s) que hibridan con la cadena
complementaria de las regiones que preceden a las secuencias PAM identificadas. Cada
crRNA predicho se alined con el genoma completo de la especie a editar, en este caso, A.
aegypti y se reportd un score que es asignado a cada crRNA de acuerdo con su
especificidad por la region objetivo a editar. El programa CRISPOR también produjo los
primers para el ensamblaje del sgRNA completo, uno correspondiente a la region especifica
crRNA y uno comun para todos los guias con la regiéon tracrRNA que es reconocida por la
endonucleasa Cas9. De los sgRNA’s potenciales predichos por CRISPOR seleccionamos
dos sgRNA’s para utilizarlos en la edicién de los genes abca2, abcbl, abcc2. La selecciéon
tomo6 como criterios el mayor score de cada sgRNA predicho, especificamente se presté
atencion al nUmero y caracteristicas de sus off-targets (preferencia por una menor cantidad,
mayor contenido de mis-matches y alineamiento en regiones intergénicas). También se

procuré que el espacio entre los dos sgRNA’s de cada gen fuera ~100 pb.

Ensamble de sgRNA’s

Con el fin de sintetizar en una sola secuencia de DNA, con los dos oligonucleétidos

sintetizados (crRNA y tracrRNA) se realiz6 un ensamblaje por PCR.

tracrRNA primer
pT7

crRNA primer

$ OL-PCR

¥ Transcripcion in vitro

sgRNA

Figura 9. Diagrama de procedimiento para sintesis de sgRNA’s. El primer paso fue una Over-
Lapping PCR para ensamblar los elementos crRNA y tracrRNA. El segundo paso fue la trascripcion

in vitro del producto de PCR del ensamblaje anterior con la polimerasa T7. En verde el tracrRNA
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primer empleado para todos los sgRNA’s. El crRNA especifico para cada region especifica de los

genes en color naranja, antecedido por el promotor de la polimerasa T7 en azul.
ABCA2 (9921 pb)
O .

137w 207w

ABCB1 (27185 pb)
D_

ABCC2 (35409 pb)

- 1
=T |

T

26134y

PHB2 (8947 pb)

506

Figura 10. Esquema representativo de genes seleccionados y los sitios objetivo de cada sgRNA.
Los exones estan representados por los bloques de color naranja o azul, los intrones en linea

negray las UTR en bloques blancos.
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Los productos de PCR purificados de dicho ensamblaje se analizaron en un gel de agarosa
y mostraron una sola banda ligeramente mayor a 100 pb del marcador de PM, consistente

con los 120 pb esperados.

Marcador 26rv 134rv  137fw  297fw 156rv 235rv

200 pb
100 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de los productos del ensamblaje por PCR del DNA

correspondiente a cada sgRNA.

La sintesis de los sgRNA’s se realiz6 por transcripcion in vitro con la RNA polimerasa T7
utilizando como templado los productos de PCR descritos anteriormente. Los sgRNA’s
purificados se analizaron en un gel de agarosa y observamos bandas individuales definidas.
Las bandas de los productos obtenidos en la transcripcion in vitro coinciden con el marcador
de peso molecular de 100 nt, por lo tanto los transcritos tienen el tamafio esperado (100 nt).
La ligera diferencia de tamafio ente las bandas de los sgRNA’s se pudo deber a la formacion

de estructuras secundarias en la region tracrRNA.

Marcador 26rv 134rv  137fw  297fw 156rv 235rv

G 100 nt

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la transcripcién in vitro

correspondiente a cada sgRNA.
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Produccion y determinacién de la actividad de N-MBP-Cas9

La proteina N-MBP-Cas9 fue recuperada en el sobrenadante después de centrifugar el

extracto resultante de la lisis por prensado. Como primer paso para purificar se realizé una

cromatografia de afinidad en FPLC con una resina de Niquel-Agarosa aprovechando el tag

poli-

Histidina que posee la N-MBP-Cas9.

— — Conc

Figura 13. Cromatograma resultante de la cromatografia de afinidad por interaccién Niquel/ Tag

Poli-Histidina. Se recuperaron las fracciones A5-A12 correspondientes a la eluciéon por gradiente

con imidazol.

Tanto en las fracciones como en el volumen muerto (Vm) analizados por SDS-PAGE se
detect6 la presencia de la N-MBP-Cas9 (PM= 200 kDa).

Marcador  A12 A A10 A9 A8 A7 A6 A5 vm
de PM

250 kDa
N-MBP-

130 kDa Cas9

Figura 14. SDS-PAGE de volumen muerto y fracciones recuperadas de la elucion de la
cromatografia de afinidad.
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Las fracciones concentradas en 3 mL se sometieron a una cromatografia de intercambio

catidnico a pH=7 tomando en cuenta el punto isoeléctrico tedrico de la N-MBP-Cas9 (pl=9).

Al T (E4S — Conc

2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200

T min

Figura 15. Cromatograma resultante de la cromatografia de intercambio catiénico. Se recuperaron

las fracciones B7 y B8 correspondientes a la elucién con gradiente de KCI.

Las fracciones B7 y B8 se analizaron por SDS-PAGE encontrdndose en ambas la proteina

de interés en un estado bastante puro.

Marcador B7 B8
de PM

250 kDa

«—— N-MBP-
Cas9

130 kDa

Figura 16. SDS-PAGE de fracciones recuperadas de la elucién de la cromatografia de afinidad.
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Las fracciones se concentraron en un volumen final de 100 pL. La concentracion de proteina

se cuantifico por Bradford dando una concentracion final de 1.25 pg/pL.

La actividad de la N-MBP-Cas9 se probd con un ensayo de digestion in vitro con el
fragmento del gen abca2 de 655 pb y los sgRNA’s 137fw y 297fw. El gel de agarosa de la
reaccion a las 2 h mostr6 una degradacién completa de la banda correspondiente al

fragmento completo por lo que se tiene la certeza de la actividad de la enzima.

Marcador ABCA2 ABCA2  ABCA2

PM Cas9 Biolabs ~ N-MBP-Cas9
137fw+297fw  137fw+297fw

800pb
700 pb
600 pb
500 pb
400pb
300 pb

200 pb

Tamafio esperado (pb) 302y353 302y353
142y513  142y513

Figura 17. Digestion de fragmento de abca2 con Cas9 comercial (BioLabs) y N-MBP-Cas9.

Andlisis del corte en el DNA templado inducido por Cas9

El corte del DNA con la endonucleasa Cas9 dirigido por cada sgRNA fue probado con un
ensayo de digestion in vitro. Como DNA sustrato se utilizé una region del gen objetivo (600-
1000 pb) conteniendo los sitios de corte de sus sgRNA’s correspondientes.

Los fragmentos de DNA de los genes de los transportadores ABC se obtuvieron por PCR
utilizando como templado DNA gendmico de larvas del cuarto instar de A. aegypti. El
tamafio esperado de los productos de PCR de los genes abca2, abcbl, abcc2 amplificados
fue de 655, 953 y 770 pb respectivamente. Los productos de la amplificacién se analizaron
por electroforesis en gel de agarosa y observamos bandas definidas del tamafio esperado.
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Marcador abca2 abcbl abcc2

1000 pb
700 pb
500 pb

Tamafio esperado (pb) 655 953 770

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la amplificacion de las regiones

seleccionadas de los genes abca2, abcbl y abcc?2.

Los ensayos de digestion in vitro se realizaron utilizando cada uno de los sgRNA’s, su
respectivo fragmento de DNA como sustrato y la enzima N-MBP-Cas9, una endonucleasa
“programable” dirigida por la secuencia del sgRNA. El producto de esta reaccion se analizé

en geles de agarosa.

La electroforesis de la digestion de los tres templados con sus dos sgRNA's
correspondientes mostré las dos bandas con los tamafios esperados, aunque con
diferencias en su intensidad, y la banda correspondiente al templado ausente, indicando
una digestion completa. Estos datos confirmaron que los sgRNA’s sintetizados si guiaron
de manera especifica la actividad endonucleasa de la N-MBP-Cas9 a los sitios objetivo,

pero lo hicieron con eficiencias diferentes.
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abca2 abcb1 abcc?

Marcador 137fw  297fw 156rv 235rv 26rv  134rv

Tamafoesperado 655 354 514 953 655 576 770 469 409
(pb) 301 141 208 377 301 361

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa de ensayo de digestion in vitro con nuevo lote de Cas9

y concentraciones de sgRNA’s ajustadas.

Microinyeccion de embriones

Las microinyecciones de los embriones fueron realizadas en dias separados para cada gen
dando un total de 1550 intentos (Tabla 4). Se microinyectaron 800 huevos para abca2, 400
para abcbl, 250 para abcc2 y 100 para phb2. Del total de huevos inyectados se tuvieron
24 eclosiones, 12 inyectados para editar abca2, tres para el gen abcbl, tres para el gen
abcc2 y seis para el gen phb2. Las tasas de eclosion obtenidas estan por debajo de lo

reportado en trabajos anteriores donde este valor ronda entre 6.5y 11% (Wang et al., 2021).

Se implementaron unas serie de controles (Tabla 5) con la finalidad de analizar en qué
medida afectaban la tasa de eclosion los puntos considerados como criticos durante el
proceso de microinyeccion. También se probo reduciendo la concentracion de la Cas9, esto
considerando su posible toxicidad al adicionarse junto con los sgRNA’s a una alta
concentracion (Li et al., 2017). El dafio fisico causado por la manipulaciéon con el pincel
resulté ser el principal factor que afecta la tasa de eclosién, en contraparte al dafio
fisiolégico que pudiera causar la solucién sgRNA-Cas9. Los datos de la tabla 5 muestran
claramente que la manipulacion y la presion ejercida por el pincel fue lo que mas dafé a los
huevos y que evitando este paso se incrementa considerablemente la eclosién de los
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huevos. Es importante mencionar que no todas las larvas eclosionadas llegaron a la etapa
adulta y no todos los adultos tuvieron descendencia, reduciendo asi las probabilidades de
tener mutaciones analizables en Go 0 G.

Tabla 4. Resultados de microinyecciones realizadas.

Embriones Larvas Tasa de
Gen sgRNA's . Adultos G1
inyectados eclosionadas | eclosion
ABCA2 137fw 2
800 12 1.5% 2
(AAELO12698) 297fw (1 mutante)
ABCB1 156rv
400 3 0.75% 2 1
(AAELO08134) 235rv
ABCC2 26rv
250 3 1.2% 2 1
(AAELO25460) 134rv
PHB2 5
506rv 100 6 6% 5
(AAELO13952) (1 mutante)

Tabla 5. Controles implementados durante proceso de microinyeccion.

Embriones Tasa de

Control | ) y
inyectados | eclosion
Sin manipular 250 79%
Alineados y
100 8%
transferidos
Inyectados con agua
3 100 0%
estéril
Alineados y
transferidos sin 100 32%
presionar con pincel
Inyectados con agua
estéril (transferidos
150 12%

sin presionar con

pincel)
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La microinyeccién de huevos es un procedimiento delicado que requiere una gran destreza
por lo que requiere de mucha préactica. Este proyecto permiti6 optimizar aspectos que
pueden afectar la tasa de eclosion, tales como la reduccion del tiempo que tarda el
alineamiento de los huevos, una transferencia hacia el portaobjetos mas cuidadosa y una
inyeccidon mas suave. La experiencia permitié ver que se requiere realizar el procedimiento
de alineamiento y microinyeccion dentro de la primera hora después de la oviposicion,
alineando cuando los huevos aln son blancos e inyectando cuando son grises. De esta
manera, tandas de entre 100 y 200 huevos pueden ser procesadas. Una microinyeccion
demasiado temprana revienta los huevos blancos fragiles, mientras que una inyeccién
tardia (huevos negros) no permite una microinyeccién adecuada dada la presion interna del

huevo, ademas de que disminuye las posibilidades de editar el genoma en linea germinal.

Si bien se ha observado que no todas las larvas eclosionadas de huevos sin manipular
llegan a la etapa adulta (alrededor del 70% de sobrevivencia), es destacable el hecho de
gue alrededor del 80% de las larvas eclosionadas para el gen abca2 no llegaron a la etapa
de pupa, muriendo la mayoria en el primer instar. Esto podria sugerir una posible letalidad
en la alteracion de este gen. Se conoce que la subfamilia ABCA esta involucrada en el
transporte de lipidos y que una disrupcidén en la expresion de abca2 puede provocar
alteraciones en el comportamiento y en la funcién neuronal en seres humanos y roedores
(Dean et al., 2021). En el caso de insectos, se han reportado varios casos en los que el
silenciamiento de genes abc provocan fenotipos letales, tales como el de los genes abce3
y abcf2 en el colebptero Tribolium castaneum y el del gen abchl en el lepid6ptero P.
xylostella (Broehan et al., 2013; Guo et al., 2015). Sin embargo, se han reportado varios
casos exitosos en provocar el knock-out de abca2 mediante CRISPR-Cas9 en insectos,
especificamente el lepidopteros, generando poblaciones mutantes funcionales (Wang et al.,
2017; Fabrick et al., 2021, Yang et al.,, 2019). En el caso del lepidoptero Spodoptera
frugiperda se reporté que el doble knock-out de abca2 y abca3 mediante CRISPR-Cas9

tambien resulto en un fenotipo letal (Jin et al., 2020).

Caracterizacion de mutantes

Los 11 adultos resultantes de la microinyeccion (Go) fueron aislados y apareados con
individuos silvestres del sexo opuesto. Las hembras fueron alimentadas con sangre y se

esperé a obtener larvas de la descendencia (Gi) para sacrificar Go, extraer el ADN

51



gendémico, amplificar la region del gen objetivo y secuenciarlo. Dada la poca cantidad de
ADN gendmico recuperado de un solo mosquito, sélo fue posible analizar un individuo Go
correspondiente a abcbl, el cual no presenté mutaciones. Para el resto de los adultos se
analizé la poblacion Gi que, en caso de haber generado mutaciones en la linea germinal,
debia ser heterocigota. Los resultados de la secuenciacién indicaron que se produjeron dos
poblaciones mutantes, una en abca2 (G: ABCA2mut) y otra en phb2 (G2 PHB2mut). Por un
lado, en ABCA2mut el sgRNA 137fw condujo a una sustitucion de un par de bases (G por
A) ocasionando un cambio de coddn y por consiguiente una sustitucion Arg44Gln. Por otro
lado, PHB2mut se caracterizd por una delecion de 3 pb guiada por el sgRNA 506rv que

resulté en la delecién del residuo Vall163.

a)
: PAN
G G 1 G G ( G GG G GG G I G ( G
AV \ f\ [\/ | \/\ /\ A J \ IV} \
{ \ AR’ J\ ! ' qu‘ | V\ 114 /\ /\ JA'BLAA AAAA'RA'A
-ATT CIT GTR CGR E&A CTIG GIC.. ABCA2
I L v R G L v
-ATT CIT GTR CAR GGAR CTIG GIC.. ABCAZ2mut
I L v Q G L v
PAM
GTTGCCCAGCAGGAGGCCCAGAGGGCGGCTTTECTCGWRSASSSCGMCMAGGARG AWCRTCAG R TGS
\
: I\
| 2 \[1\ A
il | ||‘H'
I\ )I ‘ & U"&
i L
.GCT TIT
A F

-.GCT TTC CIC G-- -AG, CGC GCC.. PHB2mut
A F L E R A

Figura 20. Genotipificacion de a) Gt ABCA2mut y b) G1 PHB2mut. La secuencia PAM subrayada y

resaltada en azul (cromatograma). La flecha roja indica el sitio de corte de la Cas9.
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Produccion de espora/cristal de Cry4Bay CryllAa

Las suspensiones de espora/cristal de Cry4Ba y Cryl1Aa se analizaron por SDS-PAGE. La
proteina Cry4Ba en su forma de protoxina posee una masa de 128 kDa mientras que la
proteina CryllAa tiene un tamafio de 72 kDa. En ambas suspensiones se encontraron
proteinas de diferentes tamafios, destacando por su tamafio e intensidad las bandas del

tamano esperado.

Marcador Espora/ Espora/
PM cristal cristal
kDa CrydBa Cry11Aa

250

130 Cry4Ba
{128 kDa)

95

2 CryliAs

(72 kDa)
55

Figura 21. SDS-PAGE de suspensiones de espora/cristal de cultivos de Cry4Ba y Cryl1Aa.

Bioensayos de susceptibilidad a Cry4Bay CryllAa

Los bioensayos fueron realizados con la segunda generacion (G2) con la finalidad de tener
individuos homocigotos a las mutaciones generadas (por genética mendeliana se espera
obtener alrededor del 25% de individuos homocigotos), dado que los alelos que generan
toxicidad a las toxinas Cry suelen ser recesivos. Cabe mencionar que las concentraciones
empleadas de cada toxina fueron aproximadamente el doble de las LCso (Concentracion
Letal 50) reportadas, siendo LCso= 455 ng/mL para Cry4Ba y LCso= 227.3 ng/mL para
Cryl1Aa (Pacheco et al., 2017; Pérez et al., 2005).

El conteo de las larvas sobrevivientes fue realizado al cabo de 24 horas del inicio del
bioensayo. Las larvas G, PHB2mut presentaron un 100% de mortalidad a las toxinas
Cry4Bay CryllAa. En el caso de las larvas G, ABCA2mut, se presentd una mortalidad del
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100% para la toxina Cry4Bay del 87% para Cryl1Aa. Sin embargo, pasadas 72 horas todas

las larvas habian muerto. Los controles positivos de ambas toxinas presentaron una

susceptibilidad total, mientras el control negativo presentd un 100% de supervivencia. Es

asi como se puede decir que tanto G, PHB2mut como G, ABCA2mut no presentaron un

fenotipo de resistencia a ninguna de las dos toxinas.

Tabla 6. Resultados de bioensayos de susceptibilidad a Cry4Ba y Cryl1lAa.

Cry4Ba Cryl1Aa
Poblacién (1000 ng/mL) (500 ng/mL)
n | %mortalidad | | o mortalidad
Control positivo 10 100
(silvestres) 10 100
Control negativo
10 0 10 0
(silvestres sin toxina)
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CONCLUSIONES

El dafio fisico a los huevos provocado por el proceso de microinyeccion es el

principal factor que afecta la tasa de eclosion.

Una buena alimentacién de los mosquitos (miel de calidad, sangre fresca) es un

factor clave para una buena oviposicion.

Se requiere trabajar dentro de la primera hora desde que los huevos son
ovopositados para aumentar la tasa de eclosién (alineamiento de huevos blancos,

microinyeccion de huevos grises).

Los sgRNA'’s disefiados dirigen de manera especifica la actividad de la Cas9,

aungue cada uno lo hace con diferentes eficiencias.

Se generé una poblacién homocigota a una mutacién puntual en ABCA2 que resulté

en una sustitucion Arg44GIn y que es sensible a Cry4Ba y Cryl1Aa.

Se logr6 una mutante homocigota en el gen de prohibitina que tenia una delecion
Val43 que resultd ser sensible a Cry4Ba y CryllAa.

Aln se requiere generar una mutacion mas drastica, por ejemplo, que presente
corrimiento en el marco de lectura o que generen deleciones importantes en los

genes objetivo para validar su participacion o no en la toxicidad de las toxinas Cry.

La estrategia planteada es efectiva para seleccionar mutantes en los genes que
codifican para transportadores ABC seleccionados y del gen de prohibitina. Sin
embargo, se requiere continuar con las microinyecciones para poder generar
nuevos candidatos que contengan estas nuevas mutaciones mas drasticas, como

se describié arriba.

PERSPECTIVAS

Se pueden realizar ensayos para analizar la cinética de diferentes sgRNA’s
candidatos para emplear los que se comporten de manera similar para cada gen.
Se pueden estandarizar las soluciones de microinyeccion con el par de sgRNA’s

con una eficiencia de edicion similar para maximizar las posibilidades de obtener

55



mutaciones mas drasticas, por lo que seria necesario considerar mas sgRNA’s
candidatos.

e Se han empleado nanoparticulas que, por difusién, acarrean el complejo sgRNA-
Cas9 para editar genéticamente plantas y hacer frente a enfermedades (Mujtaba et
al., 2021). Se plantea la formulacion de nanoparticulas afines a los huevos de A.
aegypti en colaboracion con el Dr. Jhones Luiz de Oliveira. Se han sugerido
preparaciones a base de quitosanof/tripolifosfato de sodio, alginato/quitosano y

zeina como una alternativa a la microinyeccion.
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