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INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BAL) son ampliamente utilizadas en la industria lactea como cultivos
iniciadores de la fermentacion. Algunas especies de BAL también se emplean como
probidticos (Curry y Crow, 2003). Estas bacterias son atacadas por fagos, que son virus que
infectan bacterias. Estos ataques pueden bloquear las fermentaciones industriales, afectar la
calidad del producto, reducir la produccion y causar pérdidas econdmicas (Rodriguez
Gonzalez y col., 2010). Para evitar infecciones, la industria toma medidas para minimizar los
ataques de fagos. No obstante, ninguna de estas medidas es completamente efectiva. Se
suele aplicar la rotacion de cultivos para los cultivos iniciadores, pero esta estrategia no es
valida para los cultivos probidticos, que poseen caracteristicas Unicas. Por tanto, se busca
obtener derivados de la cepa original que sean resistentes a los fagos (Leenay y Beisel,
2017).
Entre los diversos mecanismos de resistencia conocidos, los sistemas CRISPR-Cas son los
mas recientes y probablemente los mas importantes (Makarova y col., 2011). Estos sistemas
inmunes adaptativos y heredables son exclusivos de procariotas. Como se observa en la
Figura 1, se componen de secuencias
Genes cas CRISPR de ADN repetitivas cortas y altamente
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virus (a los que se les denomina
-'.D.D’mm protoespaciadores) durante una
infeccion, o de plasmidos.
Figura 1: Esquema simplificado de un locus CRISPR-Cas:

repeticiones directas (#) y espaciadores (O).
El asterisco indica la repeticion terminal.
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En nuestro laboratorio, se realizaron estudios preliminares con diversas cepas de
Lacticaseibacillus. Se confirmé que el sistema tipo IIA es abundante en comparacion con
otros sistemas, y se observé que los genes cas1, cas2 y csn2 estan altamente conservados
entre cepas de la misma especie, mientras que cas9 muestra mayor variabilidad (Pujato y
col., 2021). A pesar de estos hallazgos, aun no se tiene informacién sobre la actividad de los
sistemas CRISPR en estas BAL ni sobre su eficiencia. Por esta razén, en el presente
estudio se plantea evaluar la actividad de los sistemas CRISPR en las cepas de
Lacticaseibacillus bajo investigacidon mediante ensayos de interferencia. Los ensayos de
interferencia consisten en transformar bacterias lacticas con un plasmido que contiene un
fragmento de secuencia idéntico al que tienen las BAL en el locus CRISPR. Si el sistema
esta activo, las BAL reconoceran estas secuencias y activaran el sistema CRISPR, lo que
llevara a la degradacién del plasmido incorporado. Comparando las transformantes con un
plasmido genérico y aquellas transformadas con el plasmido objetivo, sera posible
determinar la actividad de los sistemas CRISPR en dichas BAL.

OBJETIVOS

Evaluar la actividad de los sistemas CRISPR-Cas en las cepas de Lacticaseibacillus bajo
investigacion mediante ensayos de interferencia.

METODOLOGIA

Disefio y construccion del vector para los ensayos de interferencia: Para evaluar la
maquinaria natural del sistema CRISPR-Cas de cada cepa, se disefiaron insertos, que
fueron incorporados en el plasmido pNZ123. Los insertos se presentan en la Tabla 1, cada
uno contiene un espaciador (en negro), la secuencia PAM (en celeste, a la derecha) y sitios
de corte para enzimas (azul). La secuencia PAM (Motivo adyacente al protoespaciador)
utilizada en este ensayo, fue la determinada por Crawley y col. (2018). Para su disefio se
analizaron las secuencias CRISPR de las cepas Lb. paracasei 906 y Lb. paracasei 85. El
inserto 906sp1 contiene el espaciador mas cercano a la secuencia lider de la cepa Lb.
paracasei 906, el inserto 906sp1mut corresponde al mismo espaciador con una mutacién
(en rosado), el inserto 906sp7 contiene el séptimo espaciador (contando desde la lider) de la
misma cepa y el inserto 85sp1 tiene el espaciador mas cercano a la secuencia lider de la
cepa Lb. paracasei 85.

Tabla 1: Insertos

Nombre de inserto Secuencia

906spl TCGACCACCAATGACGATTTCATTAGTGCTGGGT AATT
906splmut TCGACCACCAATGACGATTTCCTTAGTGCTGGGT AATT
906sp7 TCGAAAACTGCCTTCCGTTGCGATCAACTCGCGC AATT
85spl TCGAGGTGATACCCCTGCCCTTCGCATGACAACA AATT

Ensayos de interferencia: Se realizaron de acuerdo al protocolo descrito por Crawley y col.
(2018). En dicho ensayo las cepas en estudio se transformaron con el plasmido pNZ123 +
PAM + espaciador (pNZ123+PAM+Spacer) y con el plasmido pNZ123 sin modificar
(pPNZ123,,), y se incubaron por 48 hs en MRS-agar-cloranfenicol. La diferencia entre la
cantidad de colonias crecidas cuando la cepa fue transformada con el plasmido pNZ123,; en
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comparacion con pNZ123+PAM+Spacer, demostré la eficiencia que tienen las cepas para
degradar ADN exdégeno.

RESULTADOS

Como puede observarse en la Figura 2, cuando la cepa Lb. paracasei 906 se transformé con
el plasmido pNZ123,; (sin
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inserto), crecieron 1,1 x10 Evaluacion de sistema CRISPR

UFC/mL, sin embargo,
cuando se transformé con el

Construcciones

p|asm|d0 pNZ1239065p11 soOlo B pNz123wt [ pNZ123+PAM+Spacert
lograron crecer 2 UFC/mL. 5

Esta diferencia demostré

que la cepa posee el 4

sistema CRISPR activo.
Cuando la cepa Lb.
paracasei 85 fue
transformada con el
plasmido pNZ123,; vy )
PNZ123gs,¢ lograron crecer

17 UFC/mL y 4 UFC/mL 0
respectivamente.
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Lb. paracasei 906 Lb. paracasei 85

Figura 2: Evaluacién de la eficacia del sistema
CRISPR.

Debido a la alta actividad del
Ensayos de interferencia sistema CRISPR en la cepa

Lb. paracasei 906, se

realizaron repeticiones de
4 = ensayos de interferencia
utilizando plasmidos con
diferentes espaciadores de la
cepa, con el propésito de
evaluar la eficacia del sistema
! CRISPR en relacién con la
distancia del espaciador a la
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Figura 3: Resultados de los ensayos de interferencia.

Como se puede apreciar en la Figura 3, al transformar la cepa Lb. paracasei 906 con el
plasmido pNZ123,,, se observé un crecimiento de > 1 x 10* UFC/mL. Un crecimiento similar
se observé cuando Lb. paracasei 906 fue transformada con los plasmidos pNZ123gp6sp1mut Y
PNZ123gs5,4. Sin embargo, al transformar la cepa Lb. paracasei 906 con pNZ123gp6,1 Y
PNZ123gps,7, S€ oObtuvo un crecimiento de 20 UFC/mL y 4,88 x 10° UFC/mL,
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respectivamente. Estos resultados sugieren que cuando la cepa Lb. paracasei 906 es
transformada con el plasmido que contiene el primer espaciador, lo reconoce y lo degrada
casi por completo. En cambio, cuando se transforma con el plasmido que posee el
espaciador 7, la degradacién es menos eficiente. Esto demuestra que la distancia a la
secuencia lider es un factor crucial para la efectividad del sistema CRISPR. Ademas, cuando
el espaciador 1 tuvo una mutacién, el sistema CRISPR de la bacteria en estudio no lo
reconocié y no fue capaz de degradar el ADN, lo que sugiere que cualquier mutacion en los
fagos podria generar resistencia nuevamente al sistema CRISPR.

CONCLUSIONES

La cepa Lb. paracasei 906 presentdé mayor actividad CRISPR tipo II-A que la cepa Lb.
paracasei 85. Los ensayos de interferencia con distintos espaciadores mostraron que
aquellos mas cercanos a la secuencia lider generan una mayor interferencia. A su vez, una
mutacién en el espaciador 1, causa que no se genere la interferencia. Estos resultados son
prometedores, ya que el estudio de los sistemas CRISPR permitira disefiar cepas
probidticas de Lacticaseibacillus con la resistencia a fagos mejorada.
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