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Resumen 

 

El hongo Paracoccidioides spp. es el agente causal de la Paracoccidioidomicosis 

(PCM) una enfermedad humana endémica en Latino América. El conocimiento sobre los 

eventos moleculares implicados en su patogenicidad y virulencia es limitado, esto debido 

a la dificultad para realizar el bloqueo total de la expresión de genes mediante el uso de 

las técnicas de edición genética tradicionales. La tecnología CRSISPR/Cas9 se 

caracteriza por la simplicidad y especificidad del sistema para ejecutar el corte de la doble 

cadena de ADN. Sin embargo, una variedad de estudios muestra la necesidad de adaptar 

la metodología empleada a las características biológicas de cada modelo en estudio. En 

este trabajo se estudiaron dos estrategias para implementar la tecnología CRISPR/Cas9 

en P. restrepiensis. i) Inicialmente se usó la transformación mediada por A. tumefaciens 

para la inserción en el genoma del hongo de un sistema para la expresión de la proteína 

Cas9 y el ARN guía; a pesar de realizar una transfección exitosa, no se observó 

producción del RNA del gen cas9. ii) En la segunda parte se utilizaron complejos de 

ribonucleoproteínas (RNPs) formados por la proteína Cas9 y ARN guía recombinantes, 

ensayos en los cuales se confirmó la especificidad de corte en el ADN de P. restrepiensis 

in vitro, y la necesidad de ajustar los protocolos de transformación para el uso de esta 

metodología in vivo. iii) Adicionalmente, se evaluó el casete KanMX como nuevo 

marcador de selección dominante, encontrando su utilidad para los estudios genéticos 

de este patógeno. 

Palabras clave:  Paracoccidioides, CRISPR/Cas9, edición genética, Cas9, A. 

tumefaciens, ribonucleoproteínas, Geneticina. 
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Abstract 

 

Paracoccidioides spp. are causative agents of Paracoccidioidomycosis (PCM), an 

endemic human disease to Latin America. The knowledge about the molecular events 

related with its pathogenicity and virulence are limited, due to difficulties to perform 

knockout gene mutations, through traditional genetic edition methodologies. 

CRISPR/Cas9 technology is a simple and specificity technic to carry out doble strain DNA 

breaks. However, a variety of studies showed the requirement to adapt the methodology 

for each biological model. This work studied two strategies to apply the CRISPR/Cas9 

technology in P. restrepiensis. i) First, we used the A. tumefaciens mediated 

transformation to insert the Cas9 protein and RNA guide expression system into the 

fungus genome, although the transfection was successful, we did not observe a cas9 

gene mRNA production. ii) In the second part we used ribonucleoprotein complexes of 

recombinant Cas9 protein and RNA guide, our assays confirmed the specificity cut on P. 

restrepiensis DNA in vitro as well the necessity to set this methodology in in vivo assays. 

iii) Furthermore, we evaluated the KanMX cassette as a new dominant selection marker, 

we found its utility for genetic studies in this pathogen. 

Key words: Paracoccidioides, CRISPR/Cas9, gene edition, Cas9, A. tumefaciens, 

ribonucleoproteins, Geneticin. 
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Introducción General 

 

Edición genética como estrategia para la comprensión de fenómenos 

biológicos  

 

La descripción de la estructura del ADN (1) y la comprensión del dogma central de 

la biología molecular (2), abrieron el camino a la comunidad científica para realizar 

innumerables investigaciones relacionadas con el estudio de los organismos vivos. La 

necesidad de avanzar en la comprensión de los fenómenos biológicos, impulsaron el 

desarrollo de herramientas para la manipulación del genoma y con ello ampliar el 

conocimiento en áreas como las ciencias médicas, la industria farmacéutica y de 

alimentos, la agricultura, entre otras (3).  

La modificación de un gen de interés se realiza mediante el uso de estrategias de 

edición genética, las cuales permiten alterar la secuencia de nucleótidos que codifican la 

proteína y con ello su función. Los mecanismos empleados para la edición pueden 

realizarse a través de la inserción de un fragmento de ADN con una nueva secuencia, la 

cual es introducida en el gen empleando recombinación homóloga o mediante la ruptura 

de la  doble cadena por acción de enzimas con actividad nucleasas como las 

Meganucleasas (4), los dedos de zinc (ZFNs del inglés Zinc Finger Nucleases) (5), 

nucleasas efectoras tipo activador de la transcripción (TALEN del inglés Transcription 

activator-like effector nucleases) (6) y las nucleasas guiadas por moléculas de ARN 

(RGEN del inglés RNA-guided engineered nucleases) (7,,8). En la actualidad el estudio 

de las nucleasas guiadas por moléculas de ARN, ha impulsado el desarrollo de la 

tecnología CRISPR/Cas9 (9), la cual promete ser uno de los avances científicos más 

revolucionarios en la biología molecular (10). 

El desarrollo de la herramienta de edición genética CRISPR-Cas inicia en los años 

80, con el hallazgo de secuencias cortas de nucleótidos dispuestas de manera repetitiva 

e interespaciada en la secuencia del gen Iap de Escherichia coli (11). Años más tarde 

los avances en técnicas de secuenciación, permitieron identificar este tipo de secuencias 

en un amplio rango de genomas bacterianos y de arqueas (12), y posteriormente estas 

regiones fueron denominadas por la comunidad científica como regiones CRISPR (del 
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inglés Clustered regularly interspaced short palindromic repeats), las cuales se 

encuentran exclusivamente en los organismos procariotas (13) y en asociación con las 

proteínas Cas (CRISPR-associated) (14) conforman un sistema que confieren 

resistencia a la invasión por fagos o plásmidos en estos microorganismos (15- 18)  

Existe gran diversidad en los sistemas CRISPR-Cas, los cuales han sido 

clasificados en tres tipos principales: I, II y III, cada uno con una composición y 

mecanismo de acción característico (19). A pesar de sus diferencias, en cada uno de 

éstos se encuentra la secuencia del locus CRISPR, la cual contiene regiones cortas no 

codificantes de repetición palindrómica (repetición) (13), espaciadas por secuencias 

variables, las cuales fueron obtenidas a partir del ADN invasor (Protoespaciador) (15), 

además de una región líder compuesta de ADN no codificante, rica en residuos de 

Adenina y Timina, la cual se ubica corriente arriba al locus y señaliza el sitio para la 

adición de nuevos Protoespaciadores y el inicio de la transcripción de las secuencias 

(Figura 1) (20). Si bien el tamaño de los elementos de la región CRISPR varía entre los 

tipos de sistemas (21), la característica que da mayor variación entre ellos es la 

distribución y el mecanismo de acción de los complejos formados por las proteínas Cas 

(14).  

Los sistemas CRISPR-Cas Tipo I y Tipo III poseen un mayor número de genes cas 

asociados al locus CRISPR y su mecanismo de interferencia depende de la formación 

de complejos por varios tipos de proteínas Cas (19). Por otro lado el sistema CRISPR-

cas Tipo II funciona de forma más simple, ya que su acción de interferencia sobre el ADN 

invasor es realizada solo por una proteína Cas9 (22).  
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Figura 1. Locus CRISPR-Cas. Región en el genoma bacteriano que codifica los 

componentes del sistema CRISPR-Cas en procariotas. Las regiones repetit ivas no 

codificantes (color negro), separan las secuencias espaciadoras variables obtenidas a 

partir del material genético foráneo (colores Azul, verde, amarillo y naranja, los cuales 

corresponden a una secuencia diferente). La región líder (color l i la) señaliza el sit io de 

adición de los nuevos espaciadores y el inicio de la transcripción. Los genes cas (color 

rojo), se agrupan en una región distal al locus CRISPR, y su composición es característica 

de cada tipo de sistema.  

 

Sistema CRISPR-Cas como mecanismo de inmunidad en procariotas y 

herramienta de edición genética 

 

En la naturaleza, las bacterias y arqueas se encuentran constantemente 

expuestas a la invasión por bacteriófagos o elementos extra cromosómicos como los 

plásmidos (23). El sistema CRISPR-Cas actúa como mecanismo de defensa a la invasión 

por estos elementos foráneos impidiendo su propagación en la célula (24). El principio 

de acción del sistema CRISPR/Cas se basa en tres eventos: adquisición, expresión e 

interferencia. Durante el evento de adquisición, el ADN invasor es reconocido por acción 

de las proteínas Cas (25,26) (Figura 2) y posteriormente es integrado en el locus 

CRISPR, como una nueva secuencia Protoespaciador especifica (27) (Figura 2. A). Ante 

una nueva exposición al elemento invasor, inicia el evento de expresión, en el cual se 

induce la activación de la transcripción del locus y con ello la biogénesis de moléculas 

de ARN a partir del CRISPR (crARN) (27) (Figura 2.B). Finalmente, en el evento de 

interferencia el crARN forma un complejo efector con las proteínas Cas, que guiado por 
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la secuencia Protoespaciadora reconoce de manera específica ADN invasor y lo degrada 

(Figura 2.C) (16, 24,28). 

 

 

 

Figura 2. Mecanismo de acción del sistema CRISPR/Cas9 de Streptococcus pyogenes. 

Representación de la infección por bacteriófago en la gráfica se observan los eventos de 

A. adaptación, B . expresión e C . interferencia, ejecutados por la célula para proteger su 

material genético de la infección por un virus.   

 

Dada su baja complejidad, los sistemas CRISPR/Cas Tipo II han sido ampliamente 

estudiados y adoptados como modelo para el desarrollo de una herramienta de edición 

genética (9,29). El sistema CRISPR/Cas9 de Streptococcus pyogenes provee a la 

bacteria inmunidad a la invasión por material genético de doble cadena de ADN (30) 

(Figura 2). En esta bacteria, el evento de expresión del locus CRISPR es acompañado 

por la biogénesis de una molécula trans-activadora (tracrARN), necesaria para la 

maduración del precursor del crARN generado a partir de la transcripción de las regiones 

repetitivas espaciadas (31). La unión de tracrARN y crARN forma una molécula de ARN 

guía (ARNg) dirigida de forma específica por el Protoespaciador al reconocimiento de la 

secuencia de 20 nucleótidos, homologa a la molécula de ADN foráneo (30) (Figura 2.B). 

C

. 
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La interferencia del elemento invasor es realizada por la proteína Cas9 la cual posee 

dominios enzimáticos RuvC y HNH (Figura 3), que realizan la separación y ruptura de 

los enlaces fosfodiéster de la doble cadena, en el extremo 3’ adyacente al 

Protoespaciador, sitio señalado por un motivo de tres nucleótidos (PAM del inglés 

Protoespacer  Adyacent Motif) que en S. pyogenes corresponde a la secuencia “NGG” 

(Figura 3.A) (32,33).  

La evaluación in vitro de la actividad del sistema CRISPR/Cas9, usando el ARNg 

y la proteína Cas9 de S. pyogenes, demostró la capacidad de modificar cualquier 

molécula de ADN diseñando una guía especifica (9) y la aplicación de este sistema en 

los ensayos in vivo mostró que el corte de la doble cadena de ADN realizado por la Cas9, 

activa mecanismos de reparación del ADN en la célula, los cuales serían los 

responsables de generar los cambios en la secuencia del gen y con ello en el marco de 

lectura para la síntesis de la proteína (34,35). La reparación de la ruptura de la doble 

cadena, por unión de hebras del ADN en ausencia de secuencias homólogas (NHEJ del 

inglés non-homologous end joining) inducen la inserción o deleción de nucleótidos 

causando mutaciones en el gen (Figura 3.B) (36), mientras que la activación de la vía de 

reparación dirigida por homología en presencia de un fragmento de ADN (HDR del inglés 

homology directed repair) permite insertar una secuencia conocida en el sitio de la 

ruptura (Figura 3.C) (35,36). 
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Figura 3. Edición genética usando tecnología CRISPR/Cas9. A. Ruptura de la doble cadena 

de ADN mediante la acción enzimática de los dominios RuvC y HNH de la proteína Cas9, 

en el sit io señalado por la región protoespaciador del ARN guía B. Mecanismo de 

reparación mediado por la unión de las hebras en ausencia de secuencias homólogas. 

C. Reparación de la doble cadena por la unión de secuencias homologas presentes en 

un fragmento de reparación  

El aporte de la ingeniería genética en la optimización y producción in vitro de los 

componentes del sistema CRISPR-Cas9 ha hecho posible su aplicación con éxito en 

variedad de células como células humanas, ratones, bacterias, plantas, hongos 

filamentosos y levaduras(37-42), entre otros. El desarrollo de esta técnica ha dado a las 

investigadoras Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna el premio Nobel de Química 

en el 2020.   
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CRISPR/Cas9 como herramienta de edición genética en el estudio de hongos 

patógenos 

 

Los hongos son microorganismos eucariotas ampliamente distribuidos en la 

naturaleza. Algunos géneros y especies están asociados a enfermedades en humanos 

(43). Como herramienta para el estudio de su biología, patogenicidad y virulencia, se han 

implementado diferentes técnicas de manipulación genética (44). Estrategias como el 

remplazo genético por recombinación homóloga (45) y el  uso proteínas de actividad 

nucleasas TALENS (46) han sido empleadas en la manipulación genética de los hongos 

(47). A pesar de obtener resultados exitosos en algunos modelos, estas técnicas 

presentan limitaciones relacionadas con la ineficiencia de los mecanismos de 

recombinación homologa (48), la ausencia de un amplio rango de marcadores de 

selección para las células transformadas y una alta demanda de recursos económicos y 

tiempo para la ejecución de los experimentos (49).  

Con el desarrollo de la tecnología CRISPR/Cas9 para la edición de genes, las 

dificultades de estas técnicas pueden ser superadas (50). Su prometedora simplicidad la 

hace una estrategia rápida y versátil, ya que como se describió previamente este sistema 

requiere la acción de una proteína con actividad nucleasa guiada de manera específica 

por una molécula de ARN complementario a un fragmento en el gen blanco (9),(36).   

En hongos la tecnología CRISPR/Cas9 se ha implementado en diversos géneros, 

entre éstos, patógenos humanos como Candida albicans (51,52), Aspergillus fumigatus 

(53), Cryptococcus spp. (54), Histoplasma capsulatum (55) y Blastomyces dermatitidis 

(56). Realizando la transformación de las células a través de estrategias como el uso de 

Polietilenglicol (PEG) (53), electroporación (41) y la transformación mediada por 

Agrobacterium tumefaciens (57), para la introducción de los componentes del sistema 

(ARNg y Cas9) al núcleo. En lo cual los mecanismos más usados han sido los vectores 

de expresión (41), el ADN de transferencia (58) y los complejos de ribonucleoproteínas 

sintéticos (59) (Figura 4).  

 

 

 

A

. 
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Figura 4. Estrategias para el uso de la tecnología CRISPR/Cas9 en la edición de genes en hongos. 

Estrategias empleadas para la introducción de los componentes del sistema CRISPR -

Cas9 al núcleo de los hongos. A. Doble sistema de expresión empleando un vector para 

la inserción del gen Cas9 y otro para la secuencia del ARN guía, B.  Sistema de expresión 

único en el cual se introduce un único vector. C. y D. introducción al núcleo de los 

sistemas de expresión doble y único respectivamente. E. Transformación mediada por A. 

tumefaciens, F. ADN de transferencia inserto en el genoma del hongo para la expresión 

de la Cas9 y el ARN guía. G. y H . Uso de proteína Cas9 recombinante y ARN guía 

sintetizadas in vitro para la formación de complejos de ribonucleoproteínas.  

 

Paracoccidioides spp. una breve reseña 

 

Los hongos son microrganismos ampliamente distribuidos en el ambiente y 

poseen gran capacidad de adaptarse a su entorno. El dimorfismo es uno de los 

fenómenos de adaptación más relevante observados en estos microrganismos, ya que 

este les permite cambiar de su morfología de micelio a levadura y viceversa, esto en 

respuesta al cambio de temperatura, concentración de oxígeno, pH o disponibilidad de 
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nutrientes (60). El dimorfismo térmico es una característica particular de un grupo de 

hongos patógenos humanos, que crecen en el ambiente formando hifas y en el 

hospedero en forma de blastoconidias (61,62). Los hongos dimórficos térmicos tienen 

gran importancia en la salud humana y los agentes etiológicos identificados con esa 

característica son Histoplasma spp., Blastomyces spp., Coccidioides spp., Talaromyces 

marneffei, Sporothrix spp. y Paracoccidioides spp. (63). 

Las especies del género Paracoccidioides, son el agente causal de la 

Paracoccidioidomicosis (PCM) (64); una enfermedad endémica en Latino América que 

afecta principalmente a personas del área rural y usualmente cursa de forma crónica 

manifestándose en la edad adulta (65,66). El reporte de casos de PCM se ha realizado 

especialmente en países de la región central como Brasil, Colombia y Venezuela. Sin 

embargo, se han registrado algunos casos en Perú, Ecuador, Argentina, Uruguay y 

Paraguay (67,68) y otros fuera del continente en personas que visitaron o vivieron en 

zonas endémicas, años antes a presentar la sintomatología típica de esta entidad (69) 

(Figura 5). 



21 
 

 

Figura 5. Distribución geográfica de los casos de Paracoccidioidomicosis en el mundo. Se 

observa el mayor número de casos entre los años 1993 a 2015 en países de Latino América, 

principalmente Brasil, Colombia y Venezuela. Imagen tomada y modificada del articulo Updates in 

Paracoccidioides Biology and Genetic Advances in Fungus Manipulation (70). 

 

A pesar de que el hábitat de Paracoccidioides spp. continúa siendo estudiado, su 

nicho se ha relacionado a zonas tropicales húmedas, de vegetación abundante y 

mediana pluviosidad en Suramérica (Figura 5) (69,71), donde ha sido aislado a partir de 

muestras ambientales (72), de animales silvestres (73) o  su presencia ha sido 

confirmada por PCR a partir de muestras de suelo (74). Al ser un hongo dimórfico 

térmico, en el ambiente a temperaturas entre 18 a 25°C, la fase saprofítica del hongo, 

forma estructuras filamentosas a partir de las cuales se producen, las hifas y las conidias, 

partículas infectantes presentes en los aerosoles generados durante la remoción del 

suelo principalmente durante las actividades agrícolas (72). Una vez en contacto con el 

epitelio pulmonar del hospedero y el consecutivo aumento de temperatura (36-37°C) 
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estos propágulos inician la transición a la fase de levadura, forma parasítica del hongo 

(65,75). 

La infección por Paracoccidioides spp., es mayoritariamente adquirida entre 10 a 

20 años antes de mostrar sintomatología, por lo cual el diagnóstico se realiza con mayor 

prevalencia en personas mayores a 30 años en quienes se desarrolla la forma crónica 

de la enfermedad (65), en quienes causa una grave afectación pulmonar por la formación 

de granulomas y fibrosis característicos de la enfermedad (66). La presentación aguda o 

sub aguda de la PCM, se da en un menor número de casos, principalmente en personas 

jóvenes, en los cuales la rápida diseminación del hongo desde los pulmones a través del 

sistema reticuloendotelial, afecta órganos como el hígado, el bazo, huesos y la piel, lo 

cual genera un acelerado y progresivo deterioro de la condición general del paciente(76).  

 

Clasificación filogenética de Paracoccidioides spp.  

 

El género Paracoccidioides pertenece al reino Fungi, phylum Ascomycota, familia 

Ajellomycetaceae y orden Onygenales (77). Por décadas la especie P. brasiliensis fue 

conocida como el agente causal de la PCM. Posteriormente, los análisis basados en 

marcadores moleculares mostraron que a este género pertenecían especies cripticas, 

que permitieron en ese momento clasificar el género Paracoccidioides en especies 

filogenéticas de P. brasiliensis: PS1, PS2 y PS3 y la especie P. lutzii (78) y en la 

actualidad gracias al avance en las tecnologías de secuenciación de última generación 

y de los análisis filogenéticos y de genómica de poblaciones, se encontraron diferencias 

en el genoma nuclear y mitocondrial que permitieron finalmente clasificar el género en 

cinco especies: P. brasiliensis, P. lutzii, P. americana, P. restrepiensis y P. venezuelensis 

(79).  

 

Características morfológicas y ciclo celular del hongo 

  

Al ser un hongo dimórfico térmico Paracoccidioides spp. produce dos tipos de 

estructuras morfológicas. A temperatura ambiente (entre 18 y 25°C) forma hifas y a 36°C 
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crece como levadura, formando blastoconidias multigemantes típicas en forma de timón 

de barco (Figura 6) (65). Los eventos moleculares involucrados en este fenómeno aún 

no han sido descubiertos. Sin embargo las investigaciones realizadas han identificado 

que la transición de Micelio a Levadura (M-L) en este hongo no solo implica el cambio de 

forma; implica además reestructuración de la pared celular (80), el incremento en la 

concentración de β-glucanos (80) y la expresión de genes involucrados en la respuesta 

al aumento de temperatura y al ambiente hostil del hospedero (81).  

El crecimiento del hongo en temperatura ambiente puede realizarse en medio de 

cultivo McVeigh Morton agar (82), en el cual se puede observar la formación de colonias 

de borde irregular y color blanco que producen un micelio aéreo corto algodonoso (Figura 

6.A) de hifas delgadas septadas hialinas con baja producción de artroconidias, 

artroaleuroconidias y clamidoconidias (Figura 6.B) (83).  

La fase de levadura crece entre 36 y 37°C (temperatura del hospedero), en medios 

de cultivo ricos en nutrientes como el Brain Heart Infusion agar. En el cual forma colonias 

de apariencia cerebriforme y de color crema (Figura 6.C). La observación al microscopio 

permite visualizar la formación de blastoconidias de pared celular gruesa, tamaño variado 

(4-60µm) y producción de múltiples gemas alrededor de la célula madre (Figura 6.D) con 

una alta acumulación de vacuolas en el citoplasma (65).  
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Figura 6. Morfología de Paracoccidioides restrepiensis ATCC 60855. Fases Saprofítica y 

parasítica del hongo. A. Cultivo en medio sintético McVeigh & Morton agar a 22°C, se observa la 

formación de una colonia algodonosa, de borde irregular y micelio aéreo corto. B. Montaje en fresco 

a partir del cultivo descrito en A. en la coloración con DAFF al microscopio en objetivo de 40X se 

observa la formación de hifas septadas y delgadas. C. Cultivo medio en BHI glucosa 1% a 36°C, se 

observa una colonia de levaduras de apariencia cerebriforme, D. Montaje en fresco a partir del cultivo 

descrito en C. coloración con DAF-FM al microscopio (40X) se observa la formación de 

blastoconidias con múltiples gemas. Imágenes B. y D. tomadas de la tesis de doctorado de Diana 

Tamayo Ossa.   
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Es poco lo que se conoce sobre el ciclo celular de Paracoccidioides spp. y los 

mecanismos de control en éste hongo, que le permiten en su fase parasítica realizar 

una constante replicación del material genético y la acumulación de núcleos en la 

célula y  las gemas hijas (84,85). Siendo ésta una de las razones discutidas como un 

obstáculo para la manipulación genética de este microorganismo cuando se pretende 

emplear técnicas moleculares tradicionales para la obtención de mutantes con bloqueo 

total en la expresión de un gen (knockout) (86). Las investigaciones realizadas hasta 

ahora en Paracoccidioides spp. han realizado la inactivación parcial (knockdown) de 

algunos genes (Tabla 1) usando las técnicas ARN antisentido y ARN de interferencia. 

Para lo cual la transformación mediada por A. tumefaciens (TMAT), ha sido la 

herramienta de mayor uso en la manipulación genética de Paracoccidioides spp. (87)  

permitiendo insertar fragmentos de ADN heterólogos en el genoma del hongo. 
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Tabla 1. Genes estudiados en Paracoccidioides spp. por medio de técnicas de 

silenciamiento de la expresión. 

 

Gen  Cepa/Aislamiento Técnica Ref. 

cdc42 Pb_ATCC60855 ARN As (88) 

HAD32 Pb_ATCC60855 ARN As (89) 

AOX Pb_ATCC60855 ARN As (90) 

gp43 Pb 339 ARN As (91) 

gp43 Pb18 ARN In (92) 

HSP90 Pb_ATCC60855 ARN As (93) 

p27 Pb 339 ARN As (94) 

rbt5 Pb 339 ARN As (95) 

Ccp Pb 339 ARN As (96) 

14_3_3 Pb 18 ARN As (97) 

SOD1-SOD3 Pb_ATCC60855 ARN As (98) 

Catp Pb_ATCC60855 ARN As (99) 

pcn Pb 18 ARN As (100) 

tufm Pb 18 ARN As (101) 

fgla P18 _ATCC32069 ARN As (102) 

SidA P18 _ATCC32069 ARN As (103) 

Nota. Genes estudiados en Paracoccidioides spp. se empleó la transformación mediada por 

Agrobacterium tumefaciens como herramienta para la edición por ARN anti sentido (ARN As) y ARN 

de interferencia (ARN In).  

 

La dificultad para realizar edición en el genoma de Paracoccidioides spp. podría 

ser superada empleando la tecnología CRISPR/Cas9, dada la sencillez del sistema y la 

variedad de estrategias disponibles para su implementación. Usando estrategias como 

la transformación mediada por A. tumefaciens (TMAT), la cual ha sido una herramienta 

clave en la manipulación genética de Paracoccidioides spp. (87) y la inserción de 

complejos de ribonucleoproteínas (RNPs), para la introducción de un sistema de 
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expresión de la proteína Cas9 y el ARN guía o dichos elementos de forma recombinante, 

respectivamente.  

Para lo cual este trabajo se divide en tres capítulos los cuales incluyen las 

estrategias empleadas para implementar la tecnología CRISPR/Cas9 para la edición de 

genes en P. restrepiensis. El primer capítulo expone el uso de la TMAT como herramienta 

para la inserción de un sistema de expresión de los componentes de la tecnología 

CRISPR/Cas9. En el segundo capítulo se presenta el uso de complejos de RNPs 

recombinantes para la introducción de los componentes a la célula, y finalmente el tercer 

capítulo, expone el uso de un nuevo gen marcador de selección dominante para el uso 

en técnicas de edición genética en Paracoccidioides spp.  

Como objetivo general de este trabajo se propuso: Implementar la tecnología 

CRISPR/Cas9 para la edición de genes en P. restrepiensis. Para dar cumplimiento a este 

objetivo, se propusieron los siguientes objetivos específicos: 

i. Implementar el sistema CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis usando la herramienta 

de transformación mediada por A. tumefaciens.  

ii. Implementar el sistema CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis usando complejos de 

ribonucleoproteínas recombinantes. 

iii. Evaluar un nuevo marcador de selección dominante para uso en las técnicas de 

edición genética en P. restrepiensis.  

  



28 
 

 

Capítulo 1 Introducción del sistema CRISPR/Cas9 en Paracoccidioides spp. 

usando transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens 

 

1.1 Introducción  

 

La investigación en hongos patógenos se vale de mecanismos como el bloqueo 

total de la expresión del gen codificante para una determinada proteína, con el fin de 

conocer su función en procesos biológicos y en la interacción con el hospedero. En el 

estudio de Paracoccidioides spp. no ha sido posible implementar estrategias de 

manipulación genética tradicionales como el reemplazo alélico, debido a que este hongo 

posee una baja tasa de recombinación homologa (88). Sin embargo, actualmente en este 

modelo se cuenta con varios estudios en los cuales se emplean estrategias de 

silenciamiento en la expresión de diversos genes implicados en su virulencia; empleando 

las técnicas de ARN anti sentido y de ARN de interferencia (Tabla 1), en las cuales la 

transformación mediada por A. tumefaciens (TMAT), ha sido una herramienta de gran 

importancia para la inserción de los sistemas que regulan la  expresión de los constructos 

para la aplicación de dichas tecnologías de silenciamiento en este hongo (87).  

En la naturaleza algunas especies de Agrobacterium spp. actúan como patógenos 

de plantas a través de la transferencia e inserción de genes oncogénicos desde el 

genoma bacteriano hacia el genoma del huésped (104). Las diferentes cepas utilizadas 

en investigación han sido modificadas para realizar la transferencia de un fragmento de 

ADN (ADN-T, ADN de transferencia) de interés (105), usando los genes vir de la bacteria 

para el procesamiento, transporte e integración del ADN-T en el modelo de estudio (106). 

La aplicación biotecnológica de Agrobacterium spp., provee un método para la 

introducción de genes foráneos en plantas (107), hongos filamentosos (108), levaduras 

(49,109) e incluso líneas celulares humanas (110).  

En la actualidad el desarrollo de la tecnología CRISPR-Cas9 como herramienta 

para la edición genética, permite manipular el genoma de casi cualquier tipo de célula, 

prometiendo superar los obstáculos presentados con el uso de las metodologías clásicas 

(10). Recientemente Kujoth et al. (56), emplearon la transformación mediada por A. 
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tumefaciens (TMAT) como vehículo para la integración del sistema CRISPR/Cas9 en el 

genoma del hongo dimórfico Blastomyces dermatitidis. Para ello, usaron un ADN-T 

compuesto por el casete de expresión de la enzima Cas9, un casete de expresión del 

ARN guía única (ARNg) basado en la metodología de auto escisión por ribozimas (41), 

el casete de resistencia Higromicina B fosfotransferasa (hph) para la selección de los 

transformantes, y las secuencias necesarias para el reconocimiento por la maquinaria de 

virulencia de A. tumefaciens LBA1100 (57,106,111). Con lo cual se obtuvo mutantes de 

B. dermatidis, con bloqueo total de la expresión de dos genes relacionados al 

metabolismo del zinc y con los cuales se describió la importancia de estos genes para B. 

dermatitidis en un modelo de infección en ratón (56). 

En los estudios realizados para comprender las características que le permiten a 

Paracoccidioides spp., adaptarse a la respuesta del hospedero ante la infección por este 

hongo, Tamayo et al. (98) en 2016, identificaron la presencia de diferentes isoformas de 

la proteína superóxido dismutasa, que le permiten neutralizar las especies reactivas de 

oxígeno e impedir el daño a las blastoconidias. En este trabajo emplearon la tecnología 

ARN anti sentido vía TMAT, para evaluar el rol de la proteína superóxido dismutasa tres 

(SOD3), en la respuesta a agentes inductores de estrés oxidativo, interacción con células 

fagocíticas y en un modelo de infección en ratón (98). Los resultados mostraron que la 

disminución de la expresión del gen SOD3, no alteraba la tasa de crecimiento del hongo 

en comparación al genotipo silvestre, sin embargo mostró tener efecto en la resistencia 

a los agentes inductores de estrés oxidativo y disminución de la capacidad infecciosa 

(98).  

El objetivo en esta primera parte del trabajo fue implementar el sistema 

CRISPR/Cas9 para la edición del gen superóxido dismutasa tres (SOD3) de P. 

restrepiensis ATCC 60855, usando la TMAT como mecanismo para la inserción de este 

sistema de edición, en el genoma del hongo.  

 

1.2 Materiales y métodos  

 

 Microorganismos y condiciones de crecimiento 
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Este trabajo se desarrolló en el hongo P. restrepiensis, cepa ATCC 60855 

(Pb60855), aislada de un paciente colombiano y obtenida del American Type Culture 

Collection. Su fase de levadura fue mantenida en cultivo a 36°C y 5% de CO2, en medio 

infusión cerebro corazón (BHI del inglés brain heart infusion) agar, suplementado con 1% 

de glucosa (Becton Dickinson and Company, Sparks, BD). El cultivo de las blastoconidias 

se realizó en BHI líquido en agitación constante a 150 rpm, por 72 a 96 horas a 36°C.   

La selección de las blastoconidias transformadas se realizó en el medio de cultivo 

BHI con antibiótico Higromicina B (HygB) (Sigma-Aldrich®). 

La cepa LBA1100 de A. tumefaciens, se usó como receptor del vector binario 

empleado para la transformación del hongo y células competentes de E. coli DH5α, para 

la clonación, mantenimiento y propagación de los plásmidos utilizados en este trabajo. 

Las bacterias fueron crecidas en medio de cultivo Luria Bertani (LB) con antibiótico 

Kanamicina (Sigma-Aldrich®) [100 µg/ml] a 28°C y [50 µg/ml] a 37°C respectivamente.  

 

 Búsqueda de la secuencia del gen blanco y diseño del ARN guía única 

para su edición 

  

La secuencia del gen SOD3, de P. brasiliensis cepa Pb18 (PADG_02842) (98), 

almacenada en la base de datos del NCBI, se usó como referencia para la obtención de 

la secuencia en la cepa Pb60855, realizando alineamiento básico de secuencias de tipo 

local (BLAST) contra el genoma en la base de datos del grupo de investigación Biología 

Celular y Molecular, CIB- UdeA. La secuencia obtenida fue ingresada en la herramienta 

en línea CRISPOR (112), para la elección de la región Protoespaciador Pb60855_sod3 

(PbSOD3) de 20 nucleótidos (Suplemento 1) (Figura 7). La ausencia de posibles cortes 

por fuera del blanco fue confirmada realizando BLAST contra el genoma completo del 

hongo (Figura 7.A).  

Con base en el diseño de C. Nødvig et al. (41) para la construcción de vectores 

CRISPR/Cas9 y modificaciones realizadas por Kujoth G. et al. (57), el protoespaciador 

elegido fue anotado adyacente a las secuencias de las ribozimas virales de auto escisión 

HH (del inglés Hammer head) y HDV (del inglés Hepatic delta virus), bajo el control del 

promotor PgpdA y el terminador TtrpC de Aspergillus nidulans, formando el fragmento 
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ARNg_PbSOD3. El software Geneious R11 (Biomatters, New Zealand) fue utilizado para 

la anotación de la secuencia de dicho fragmento y la estrategia de síntesis química de 

gen (Macrogen, Inc. Corea) para su adquisición un vector de clonación estándar (Figura 

7.B). 

 

 Obtención del vector binario y transformación de A. tumefaciens  

 

El vector con el inserto ARNg_PbSOD3, fue clonado, multiplicado en E. coli DH5α, 

y posteriormente purificado empleando la técnica de Miniprep (113). Se realizó la 

digestión del fragmento ARNg_PbSOD3 usando enzimas de restricción PacI y BgIII 

(Thermo Scientific) y posteriormente su purificación usando el juego de reactivos 

QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN). El vector binario PTS608-Cas9-hyg (pPTS608), 

donado por el profesor Bruce Klein de la Universidad de Wisconsin-Madison fue 

linealizado usando enzima de restricción BgIII (Thermo Scientific) y se usó como receptor 

del fragmento ARNg_PbSOD3 al cual fue ligado usando enzima T4 DNA Ligase (Thermo 

Scientific), esto para la formación del vector pPTS608_PbSOD3 (Figura 7.B) el cual fue 

transformado y propagado en E. coli DH5α y posteriormente insertado por 

electroporación en células de A. tumefaciens LBA1100 ultra competentes (114). La 

transformación en ambas bacterias fue confirmada por la amplificación mediante PCR 

convencional de un fragmento del gen de resistencia al antibiótico Higromicina B 

(Higromicin B fosfotransferasa, hph), usando iniciadores Hph_F y Hph_R (Tabla 2, 

Figura 7.C). Este procedimiento se realizó de igual forma con el plásmido pPTS608 vacío 

(no contiene el casete de expresión para el ARN guía) (suplemento 2), el cual se emplea 

como control de los efectos de la expresión constitutiva del gen Cas9 en las células de 

P. restrepiensis transformadas.  

 Transformación de Paracoccidioides spp. mediada por A. tumefaciens 

 

Las blastoconidias de P. restrepiensis ATCC 60855 fueron transformadas, usando 

los clones de A. tumefaciens LBA1100 transformados con los vectores binarios pPTS608 

vacío y pPTS608_PbSOD3 para la inserción del sistema CRISPR/Cas9. Este 



32 
 

procedimiento se desarrolló siguiendo el protocolo previamente descrito por Menino et 

al. (115) para la obtención de aislamientos Knockdown en Paracoccidioides spp. En el 

cual el co-cultivo se realiza en condiciones óptimas, para permitir la inserción del ADN-T 

en el genoma del hongo.  El co-cultivo de P. restrepiensis / A. tumefaciens se realizó 

conservando una proporción de células 1:10 (Blastoconidias/ Agrobacterium), durante un 

periodo de incubación de 48 horas a 28°C y en presencia de Acetosiringona [200mM] 

(Sigma-Aldrich®) y Kanamicina [100 µg/ml], para la inducción de los genes de virulencia 

y permanencia del vector binario en la bacteria, respectivamente.  Finalizado este periodo 

de incubación el crecimiento de A. tumefaciens fue inhibido empleando el antibiótico 

Cefotaxima, sal sódica (Sigma-Aldrich®) y se realizó la selección de transformantes en 

medio BHI agar suplementado con glucosa 1% y adición del antibiótico HygB [90mg/ml]. 

El cultivo permaneció en incubación a 36°C y 5% de CO2 hasta la obtención de unidades 

formadoras de colonias (Figura 7.D). Una vez las UFC alcanzaron un tamaño ~3mm, 

fueron transferidas a una placa con el mismo medio de selección fresco y fueron 

incubadas por 5 días a 36°C y 5% CO2. Se evalúo la estabilidad mitótica de los 

transformantes en presencia y ausencia del antibiótico HygB, realizando tres repiques 

sucesivos cada 5 días (Figura 7.E).  

Los posibles transformantes obtenidos se cultivaron en medio BHI con [90 µg/ml] 

de HygB durante 48 horas y posteriormente fueron cosechados para la extracción de 

ADN mediante la técnica fenol:cloroformo (113). La calidad y cantidad del ácido nucleico 

fue verificada usando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Posteriormente este 

ADN se empleó para confirmar la inserción del ADN-T en el genoma del hongo, 

realizando la amplificación por PCR de los genes hph y cas9. En el ensayo se usaron los 

iniciadores hph_RT_F y hph_RT_R, Cas9_RT_F y Cas9_RT_R.  (Tabla 2, Figura 7.F).  

 

 Análisis de expresión relativa de genes usando RT-PCR.  

 

Para el análisis de la expresión de los genes hph y cas9 en las levaduras 

transformadas se realizó una PCR en retro trascripción. Para ello se extrajo el ARN total 

de las células a partir de un cultivo fresco de 48 horas, utilizando el reactivo TRIzol 

(Invitrogen™), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido fue tratado 
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con enzima DNAsa I (Thermo Scientific) y posteriormente empleado para la síntesis de 

ADN complementario usando juego de reactivos Maxima First Strand cDNA Syntesis Kit 

(Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente se realizó una 

PCR convencional usando juego de reactivos Platinum™ Taq DNA Poliymerase High 

Fidelity (Invitrogen™) y los pares de iniciadores Hph_RT, Cas_RT y tef3_RT descritos 

en la Tabla 2. La amplificación del gen factor de elongación tres (TEF3) se usó como 

control de procedimiento (98).  El resultado se revelo en electroforesis de gel de agarosa 

1% (Figura 7.G).  

Tabla 2. Iniciadores de PCR utilizados en este trabajo, para la amplificación en los genes 

hph y cas9.  

Gen Blanco Iniciador               Secuencia 5’ →3’ 
 

Higromicina B 

fosfotransferasa 

(hph)_BK 

Hph_F CGA TGT AGG AGG GCG TGG ATA    

(116) 

Hph_R GCT TCT GCG GGC GAT TTG TGT    

Higromicina B 

fosfotransferasa 

(hph) BCM 

hph_RT_F TAC ACT ACA TGG CGT GAT TTC ATA T    
 

hph_RT_R CTC TGA TAG AGT TGG TCA AGA C    

 
CRISPR 

associated 9 

(Cas9) 

Cas9_RT_F TAT CTG GAT GAG ATC ATT GAA CAG    
 

Cas9_RT_R TGA ACA GAT GAA TGA TAT TTT CAG C    

 
Factor de 

Elongación 3 (TEF) 

Tef3_rt_f TTT CTT GCC CAA GCT CAT GC 
(98) 

Tef3_rt_r CCT TGT TTG GTC TTC TCA CGT G 
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Figura 7. Protocolo de transformación mediada por A. tumefaciens en P. restrepiensis ATCC 60855. 

Inserción del sistema CRISPR/Cas9 en el vector pPTS608. A. Elección de la secuencia 

protoespaciador , B. Anotación del fragmento ARNg_PbSOD3 (secuencia protoespaciador),  adyacente 

a las secuencias de las ribozimas virales de auto escisión HH (Hammer head) y HDV (Hepatic delta virus), 

adquirido en un vector de clonación comercial, (vector pTOP-PbSOD3) C. ligación del fragmento 

ARNg_Pbsod3 en el vector pPTS608-Cas9-hyg, para la formación del vector binario pPTS608_PbSOD3, 

empleado para la inserción del sistema CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis ATCC 60855 en fase de 

levadura, D. Transformación de A. tumefaciens con el vector obtenido en C., E. Transformación mediada 

por A. tumefaciens en co-cultivo con las blastoconidias, F.  Selección de las UFC transformadas, G. 

confirmación de la transformación mediante la amplificación del gen hph inserto en el genoma del hongo, 

H. RT-PCR para confirmar la síntesis del ARN mensajero que codifica la proteína Cas9.  

 
 

1.3 Resultados 

 

 Transformación mediada por A. tumefaciens para la inserción del 

sistema CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis  

 

En este trabajo se empleó la transformación mediada por A. tumefaciens como 

estrategia para la inserción de los componentes del sistema CRISPR/Cas9 en el genoma 
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de Paracoccidioides spp. Para lo cual se implementó la metodología realizada 

previamente en B. dermatitidis por Kujoth et al. (56), en la cual el fragmento de ADN-T, 

contiene las secuencias para la expresión constitutiva del gen cas9, la transcripción el 

ARN guía (41) y el casete de resistencia al antibiótico Higromicina B como marcador de 

selección (56) (Figura 8).  

En la construcción del vector binario pPTS608_PbSOD3, se utilizó la metodología 

síntesis química de gen, para la obtención del fragmento ARNg_PbSOD3 (Figura 8. A y 

B) el cual fue posteriormente ligado al vector pPTS608 realizando clonación basada en 

enzimas de restricción (Figura 8.C). 
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Figura 8. Vector binario para la inserción del sistema CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis ATCC 

60855. A. Fragmento ARNg_PbSOD3. De izquierda a derecha: Promotor PgpdA de A. nidulans (color 

azul); ribozima HH hammerhead (color rojo); Región repetida invertida IR, homologa a HH (color azul 

claro); protoespaciador Pbsod3 (color verde); ribozima del virus de hepatitis delta HDV (color naranja); 

Terminador de la transcripción TtrpC de A. nidulans (color azul rey). B. Transcrito primario del 

ARNg_PbSOD3, las horquillas representan el plegamiento por homología en cada una de las ribozimas 

(HH:Rojo y HDV:Naranja) y sitios de auto escisión, para la liberación del ARN guía (color verde)(41), 

C. Vector pPTS608_PbSOD3, Ligación del fragmento ARNg_PbSOD3 en el vector binario pPTS608, 

se observan secuencias para el gen Cas9 (color rojo), bajo el promotor y terminador Ptef1/Ttef1 de A. 

nidulans y del gen de resistencia a Higromicina B, bajo el promotor PtrpC de A. nidulans (color naranja).   

Las células de A. tumefaciens LBA1100, fueron transformadas por electroporación 

con el vector vacío pPTS608 y el vector pPT608_PbSOD3, obteniendo una menor tasa 

de transformación con el ultimo (relación 20:1 UFC). La inserción del plásmido fue 

confirmada con la amplificación por PCR del gen hph (Figura 9).  
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Figura 9. Confirmación por PCR de transformación de A. tumefaciens LBA1100. A. inserción del 

plásmido pPTS608-Cas9-Hyg (pb). Se observa que todas las colonias elegidas al azar contenían el 

constructo. B. Inserción del plásmido con el sistema CRISPR/Cas9, pPTS608_PbSOD3 en la colonia 

obtenida, la ligación del fragmento ARN guía con las ribozimas, disminuyó significativamente la 

capacidad de clonación en este microorganismo cepa. * indica canales vacíos en la electroforesis. 

 

Como resultado de la TMAT de Pb60855 usando el vector binario pPTS608 vacío 

(Figura 10), se obtuvieron dos transformantes en el medio de selección con antibiótico 

HygB (Figura 10.A). En ambos se confirmó la inserción del ADN-T (Cas9_hyg), mediante 

la amplificación por PCR de los genes hph y cas9 (Figura 10.B). Posterior al tercer 

subcultivo en medio BHI con HygB, solo uno de los transformantes (Clon C1) mantuvo la 

estabilidad mitótica (Figura 10.C). Se realizó el análisis de expresión de genes mediante 

RT-PCR y se observó ausencia de la expresión del gen cas9 en este clon (Figura 10.D). 

A pesar de los múltiples intentos de TMAT con el vector binario pPTS608_PbSOD3 no 

fue posible obtener células transformadas.  
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Figura 10. Transformación mediada por A. tumefaciens para la inserción del sistema 

CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis. A. Clones de Pb60855 de TMAT con pPTS608 vector vacío (C1 y 

C2, respectivamente), tras 10 días de incubación en medio BHI glucosa 1% HygB [90µg/ml] a 36°C y 

5% de CO2. (círculos rojos) B. Productos de PCR de la amplificación de los genes hph y cas9, a partir 

del ADN de clones Pb60855+pPTS608 (A). C. Crecimiento del clon 1 (C1) de Pb60855 transformado 

con el vector pPTS608-Cas9-hyg en medio BHI glu1% e HygB [100µg/ml]. D.  Ausencia de amplificación 

del gen cas9 mediante RT-PCR (Flecha roja), demostrando que no hay transcripción del ARN mensajero 

que codifica para síntesis de la proteína Cas9. *indica canales vacíos en la electroforesis.  

 

1.4  Discusión y conclusiones  

 

El propósito de esta sección del trabajo fue implementar la tecnología de edición 

genética CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis, realizando la inserción de los genes que 

codifican para la expresión de los componentes del sistema a través de un fragmento de 

ADN transferido usando la transformación mediada por A. tumefaciens.  En estudios 

previos, la estrategia utilizada en este trabajo mostró tener una alta eficiencia en la 
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producción de mutantes knockout en B. dermatitidis un hongo filogenéticamente 

relacionado (56,117). La inserción de fragmentos de ADN heterólogos usando TMAT ha 

funcionado con éxito en trabajos anteriores realizados en Paracoccidioides spp.  (Tabla 

1), en este trabajo a pesar de realizarse la inserción del ADN-T (Cas9-hyg) en el 

aislamiento obtenido, el uso del vector pPTS608 carece de utilidad, dado que no se 

observó la producción del transcrito del gen cas9, lo cual es  fundamental para la síntesis 

de la proteína Cas9 y la acción de la tecnología CRISPR/Cas9 para la obtención del 

mutante (9). 

La ausencia de expresión del gen cas9, podría estar relacionado al no 

reconocimiento de la secuencia promotora del factor de elongación de la traducción 

(Ptef1) de Aspergillus nidulans, empleada en el diseño del vector pPTS608 (Figura 8) 

(41). En el desarrollo de sistemas de expresión para uso en ingeniería genética y biología 

sintética, es común presentar esta limitación, ya que muchos promotores son 

incompatibles entre diferentes especies (118). La secuencia Ptef1 de A. nidulans ha sido 

previamente usada en otras especies del mismo género (119), en las cuales los 

investigadores observaron un rango variable de la expresión de genes (120). Por lo cual 

a pesar de ser el promotor tef1 un buen elemento regulador de la expresión constitutiva 

de genes (121,122), es necesario identificar y caracterizar la secuencia endógena en el 

contexto del modelo de estudio para garantizar la capacidad de inducir la transcripción 

del gen de interés como se realizó en H. capsulatum (123) y más recientemente en otros 

hongos, para la expresión del gen cas9 (124).   

La inexistencia de una base de datos con las secuencias promotoras específicas 

para uso en Paracoccidioides spp. y las dificultades relacionadas al aislamiento y 

evaluación de elementos previamente identificados (125), condujeron a que se 

descartara la opción de cambiar dicha región promotora y  optimizar del vector binario 

usado. Como paso a seguir en el propósito para lograr el objetivo de este trabajo, se 

planteó el uso de la estrategia libre de sistemas de expresión, introduciendo el sistema 

CRISPR/Cas9 a la célula, empleando complejos de ribonucleoproteínas (RNPs) 

recombinantes, lo cual se expone en el Capítulo 2 de este documento.  
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Capítulo 2. Uso de ribonucleoproteínas sintéticas como estrategia para la 

aplicación del sistema CRISPR/Cas9 en Paracoccidioides spp. 

 

2.1 Introducción   

 

La herramienta CRISPR-cas9 para edición genética, ha abierto la posibilidad de 

manipular el genoma de diferentes organismos (10). En S. pyogenes la resistencia a la 

invasión por material genético exógeno viral es mediada por el sistema CRISPR-Cas 

Tipo II, el cual funciona por medio de moléculas de ARN no codificantes (ARNg) que 

guían a la proteína endonucleasa Cas9 al reconocimiento y corte de la doble cadena del 

ADN del virus invasor (7). Para su acción, la enzima Cas9 se acopla de forma específica 

a la horquilla del ARNg a través de la secuencia tracARN y realiza el corte en la molécula 

de ADN foráneo guiada por 20 nucleótidos homólogos a la secuencia invasora 

(Protoespaciador ) presentes en el fragmento crARN (19). La actividad endonucleasa 

sitio especifica de las proteínas Cas es dada por la presencia de una secuencia señal 

adyacente al Protoespaciador , formada por tres nucleótidos consecutivos, ‘NGG’ en el 

caso de la Cas9 de S. pyogenes (126).  

La comprensión de este fenómeno biológico, impulsó el desarrollo de una 

herramienta para la edición genética que podría ser aplicada en cualquier tipo de célula 

(9). Para realizar la ruptura de la doble cadena de ADN el sistema CRISPR/Cas9 requiere 

de la formación del complejo entre la molécula de ARNg y la proteína Cas9, por lo cual 

se hace necesario emplear estrategias que permitan su ingreso al núcleo de la célula e 

interacción con el ADN.  

Como sistemas de expresión se han utilizado plásmidos (41,127) o ADN de 

transferencia (56), con la respectiva elección adecuada de secuencias promotoras y 

terminadoras para cada gen, además de la optimización de codones que permiten 

garantizar la transcripción y síntesis de cada elemento (128). A pesar de su uso y éxito 

en la aplicación de la técnica, la expresión constante y permanencia en la célula del 

sistema mantiene latente el riesgo de cortes fuera del gen blanco (129). Por lo cual, con 

el fin de superar estas dificultades y simplificar cada vez más el uso de la tecnología 

CRISPR/Cas9, trabajos recientes emplean esta herramienta de edición a través de la 
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inserción en las células de un complejo de ribonucleoproteínas formado por una molécula 

de ARNg sintetizada in vitro y la enzima Cas9 recombinante (130), dicha estrategia ha 

mostrado alta eficiencia y especificidad en la edición del gen blanco (53,54,131).   

Si bien cada molécula de ARNg dirige la proteína Cas9 a realizar el corte en la 

doble cadena de ADN, la generación de una mutación en el gen de interés, depende de 

los mecanismos de reparación empleados por la célula para corregir el daño en el 

genoma (132). La unión de las hebras de ADN puede realizarse en ausencia de 

elementos homólogos (NHEJ) (133) o haciendo uso de fragmentos de ADN para reparar 

directamente por mecanismos de recombinación de las secuencias homologas (HDR) o 

con microhomología (MMEJ) a la región que sufrió el daño (35). Si bien mediante estos 

procesos se mantiene la integridad del genoma, éstos son fuente  de alteraciones sobre 

la secuencia nativa del gen y con ello responsables del cambio en el marco de lectura, 

ya que en el proceso se puede generar la inserción y deleción de nucleótidos o la 

integración de los fragmentos de reparación endógenos o inclusive fragmentos 

diseñados como parte del sistema de edición (53,134).  

El uso del sistema CRISPR/Cas9 introducido a las células como complejos de 

ribonucleoproteínas RNPs, ha mostrado mayor eficiencia cuando es acompañado de una 

molécula que actúa como plantilla, para la inserción de una mutación especifica a través 

de la vía de reparación por recombinación homologa dirigida (135). Esta estrategia se ha 

probado con éxito en diferentes modelos, como líneas celulares de mamíferos (136), 

plantas (137), A. fumigatus (53), Fusarium spp. (138), Cryptococcus spp. (54) y Candida 

spp. (139).  

En el hongo Paracoccidioides spp. la baja tasa de recombinación homologa ha 

dificultado realizar estudios genéticos a través de técnicas tradicionales (remplazo 

alélico) para la obtención de mutaciones knockout (88), por lo cual los estudios 

funcionales en este hongo se han realizado mediante estrategias como el  silenciamiento 

de la expresión de un gen empleando tecnologías como el ARN anti sentido (Tabla 1) 

(81).  

El segundo objetivo de este trabajo fue realizar la edición completa del gen GP43, 

de P. restrepiensis usando complejos de ribonucleoproteínas recombinantes para 

aplicación de la tecnología CRISPR/Cas9, acoplada al mecanismo de reparación por 
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micro-homología, para la inserción del casete de resistencia Higromicina B 

fosfotransferasa hph, como marcador de selección de las células transformadas. El gen 

GP43 codifica la síntesis de una glicoproteína de 43 kDa, secretada por el hongo, posee 

una alta actividad antigénica (140) y juega un papel importante en la interacción de este 

patógeno con el hospedero (91). 

 

2.2 Materiales y Métodos  

 

2.2.1 Microorganismos y condiciones de crecimiento  

 

P. restrepiensis ATCC 60855 en fase de levadura fue mantenido en medio BHI del 

inglés brain heart infusion (Beckton Dickinson and Company, Sparks, MD) suplementado 

con 1% de glucosa (Sigma- Aldrich®) e incubado a 36°C en agitación mecánica 

constante de 150 rpm durante 72 a 96 horas. La selección de las células transformadas 

se llevó a cabo en el medio BHI agar con 1% de glucosa y adición del antibiótico 

Higromicina B (HygB) [90µg/ml] (Sigma-Aldrich®). 

 

2.2.2 Elección del Protoespaciador  y ensayo de edición in vitro usando complejo 

de ribonucleoproteínas 

  

La secuencia del gen GP43 de P. restrepiensis fue obtenida mediante BLASTn 

contra la secuencia de P. brasiliensis cepa B339 (U26160.3) (140), almacenada en la 

base de datos del NCBI. Se utilizó el programa en línea CRISPOR (112), para la 

selección de las secuencias Protoespaciador,  sobre la región 5’ UTR y 3’UTR del gen, 

Pbgp43_ARNg_5’ y Pbgp43_ARNg_3’ respectivamente, como lo planteó Al Abdallah et 

al. (53) en 2017 (Tabla 3) y (Suplemento 3). Los cortes por fuera del gen blanco fueron 

descartados realizando BLAST contra el genoma completo.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/U26160.3?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=J5VGCYZ0016
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Tabla 3.  Secuencias de los Protoespaciador e iniciadores dirigidos al gen GP43 

empleados en este trabajo. 

Nombre Oligo Secuencia 5’→3’ 

PbGp43_F23 PbGp43_ARNg_ 5’ GAA TTT TAG TTC TCT TAA CC 

PbGp43_F776 PbGp43_ARNg_ 3’ ATT TGG GCT AGG AAG TAT GG 

PbGP43_C1_F GP43_-_61_566_F ACT GAG AGC TAT CAC CTG TGG 

PbGP43_C1_R GP43_-_61_968_R ATT CAT CGA CGG AGC TGC TC 

PbGP43_C2_F GP43_-_62_552_F CGT CGC AAT TTC GGA TGC TT 

PbGP43_C2_R GP43_-_63_256_R TAC CAT CCC TCC ATC CCT CG 
 

 

Los ARNg sintéticos (Pbgp43_ARNg_5’ y Pbgp43_ARNg_3’) y la proteína Cas9 

recombinante, fueron adquiridos como TrueGuide Synthetic CRISPR gRNA (Invitogen™) 

y TrueCut™ Cas9 Protein V2 (Invitrogen™), respectivamente. Las soluciones de trabajo 

se prepararon siguiendo las indicaciones del fabricante así: los ARNg fueron hidratados 

en tampón TE 1X y posteriormente almacenados en alícuotas a una concentración de 

[20mM]. La enzima Cas9 [1µg/ml] se preparó a partir de la concentración inicial [10µg/ml] 

en solución tampón de HEPES 20mM, KCl 100 mM, pH 7.5, para cada ensayo.  

Previo a los ensayos in vivo se evaluó la actividad de los RNPs, realizando el corte 

in vitro de la secuencia de ADN blanco, para lo cual se amplificaron por PCR dos 

fragmentos en el gen GP43 de P. restrepiensis ATCC 60855, utilizando la enzima 

Platinum™Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen™) y los pares de iniciadores 

Pbgp43_C1_F y Pbgp43_C1_R, sobre la región 5’ UTR y Pbgp43_C2F y Pbgp43_C2_R 

en la región 3’ UTR (Tabla 3). Cada producto de amplificación fue incubado a 37°C 

durante una hora con el respectivo complejo de RNP sintetizado, usando 0,5 µl de Cas9 

[1µg/ml] y 1 µl de ARNg [20mM] en un volumen final de 10µl en agua libre de ARNasas 

y ADNasas. El corte de los fragmentos de ADN fue visualizado en gel de agarosa al 

1,5%. La secuencia de los ARNg y los iniciadores usados se listan en la Tabla 3. 
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2.2.3 Amplificación del fragmento de reparación con casete de expresión del gen 

de resistencia a Higromicina B 

 

El corte de la doble cadena de ADN realizado por los complejos de RNPs en los 

ensayos in vivo es difícil de detectar por sí solo, por lo cual  es útil acoplarlo a la inserción 

de un gen marcador de selección a través de mecanismos de reparación por homología 

(133). Por lo cual, en la estrategia de transformación del sistema CRISPR/Cas9 en P. 

restrepiensis usando complejos de RNPs y se empleó el mecanismo de reparación por 

recombinación homologa directa descrita en A. fumigatus (53), en el cual se usó plantilla 

de reparación con el casete para la expresión del gen de resistencia Higromicina B 

fosfotransferasa (hph), el cual ha sido previamente utilizado en Paracoccidiodes spp. 

(87). Se realizó la amplificación por PCR del fragmento con el casete hph (PbGp43_HyB), 

obteniendo un producto final de ~2900 pb, el cual  incluye la secuencia de dicho gen con 

sus respectivos promotor (Pgpd) y terminador (Trpc), tomados del plásmido pUR5750 

(108); Los iniciadores de PCR sentido y anti-sentido, PbGp43_hph_F y PbGp43_hph_R, 

respectivamente ( 

Tabla 4), fueron diseñados con una extensión de 50 nucleótidos homólogos al gen 

GP43 en el extremo 5’ y en extremo 3’ para cada uno. La PCR se realizó con el juego de 

reactivos Platinum™Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen™) y el protocolo: 

Desnaturalización inicial 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de Desnaturalización a 95°C por 

30 segundos, alineamiento a 56°C por 50 segundos, extensión a 68°C por 1 minuto, y 

extensión final a 68°C por 20 min. El producto obtenido fue purificado usando QIAquick 

PCR Purification Kit (QIAGEN), posteriormente cuantificado en el espectrofotómetro 

NanoDrop™2000 (Thermo Scientific) y visualizado en gel de agarosa 1.5% en TBE 0.5X.  
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Tabla 4. Iniciadores utilizados para la amplificación del fragmento de reparación 

PbGp43_HyB.  

Nombre Secuencia 5’→3’ 

PbGp43_hph_F 
CTTCAAGGTTTTGGTGGTCATAGGCATCATGAATTTTAGTTCTCTTAACC

CGAGCTCCCAAATCTGTCCA 

PbGp43_hph_R 
AGCTGTTCTCCTACGCTCCAAGCCGTAAAAAGTCCCATCACCTGCATCC

AAGCTTGCATGCCTGCAGGTC 
 

Nota: Se observa la extensión de nucleótidos homologa al gen GP43 de P. restrepiensis y en negrilla 

la secuencia de hibrida en el gen hph. 

 

2.2.4 Transformación de P. restrepiensis usando complejos de 

ribonucleoproteínas 

    

En el procedimiento de transformación de P. restrepiensis se prepararon las 

células para la electroporación siguiendo el procedimiento usado por Wang P. (54) en 

2018 en Cryptococcus spp. con algunas modificaciones. Las blastoconidias fueron 

cultivadas durante 72 horas en caldo BHI con 1% de glucosa y posteriormente 

cosechadas en tubo cónico de 50ml centrifugando a 300 rcf por 10 minutos a 4°C. El 

botón de células fue lavado dos veces consecutivas con agua destilada y desionizada 

fría (4-8°C), y posteriormente lavadas con tampón de electroporación [EB: Tris-HCl 

10mM, MgCl2, 1mM, sucrosa 270 mM, pH 7.5] frio centrifugando en las condiciones 

establecidas. El botón de células obtenido fue suspendido en EB con DTT 1mM e 

incubado en hielo por 30 minutos. Finalizada esta incubación las células fueron lavadas 

nuevamente con EB y suspendidas en 20 ml de la misma solución tampón. Las 

blastoconidias con mayor tamaño y los cúmulos de estas fueron retirados usando filtro 

estéril de nylon de 40µm (Falcon®). El número de células fue estimado usando cámara 

de Neubauer, y permanecieron en hielo hasta su uso. 

Durante el proceso de preparación de las células, se realizó el ensamblaje de cada 

complejo de RNPs_gp43, usando los ARNg y Cas9 previamente descritos. Para ello se 

mezcló 1 µl de ARNg [20mM] y 1 µl de proteína Cas9 [1µg/ml] hasta un volumen final de 
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10µl de solución tampón [20mM HEPES, 100 mM KCl, pH 7.5] y fue incubado a 25°C 

durante 10 minutos. Ambos complejos fueron mezclados con 100µl de células [107] y 2µg 

del fragmento de reparación PbGp43_HyB, previamente obtenido; esta mezcla fue 

posteriormente incubada en hielo durante 10 minutos. El proceso de electroporación se 

realizó siguiendo el siguiente protocolo: 0,75 kV, 25 µF, y 400Ω, en cubeta de 2mm en el 

equipo Gene Pulser Xcell Bio-Rad electroporation system ((Bio-Rad Laboratories, inc). 

La recuperación de la pared celular de las blastoconidias se estimuló en 2ml de caldo 

BHI, glucosa 1% y Sorbitol 0.5M, incubando durante 12 horas a 36°C con agitación 

mecánica constante a 150 rpm. Posteriormente se seleccionaron las células 

transformadas en medio BHI glucosa al 1% suplementado con el antibiótico HygB 

[90µg/ml]; los cultivos se incubaron a 36°C y 5% CO2 durante dos semanas o hasta la 

obtención de colonias (Figura 11). 
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Figura 11. Protocolo de transformación de P. restrepiensis ATCC 60855 con complejos de 

ribonucleoproteínas dirigidas al gen gp43.  
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2.3 Resultados  

 

2.3.1 Complejo de ribonucleoproteínas sintético como mecanismo para la 

aplicación de la tecnología CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis  

  

Para la deleción completa del gen codificante para la proteína de 43 kDa (gp43) 

de P. restrepiensis, se utilizó la estrategia libre de ADN que emplea la formación de un 

complejo de ribonucleoproteínas sintéticas, compuesto por un ARN guía transcrito in vitro 

y la proteína Cas9 recombinante. Los ensayos se realizaron siguiendo el mecanismo  

previamente descrito por Al Abdalah y colaboradores en A. fumigatus (53). 

Una vez identificada la secuencia completa del gen GP43 de P. restrepiensis 

ATCC 60855 se eligieron las secuencias Protoespaciador en las regiones 5’ UTR y 3’ 

UTR (Figura 12).  

 

 

Figura 12. Diagrama de la deleción del gen gp43 en P. restrepiensis ATCC 60855. Elección de las 

secuencias Protoespaciador en regiones 5’ UTR y 3’ UTR, Pbgp43_ARNg_5’ (secuencia en color verde) 

y Pbgp43_ARNg_3’ (secuencia en color morado), respectivamente. Los cuales fueron adquiridos como 

ARN guía sintéticos (TrueGuide Synthetic CRISPR gRNA, Invitrogen™). En la gráfica se observan las 

regiones amplificación por los iniciadores Pbgp43_C1 y Pbgp43_C2, y los sitios de corte para cada 

complejo de RNPs. 

 

Una vez realizado el ensamblaje de los complejos de RNPs (Figura 13), se 

comprobó la efectividad y especificidad de los ARNg elegidos. Para ello se realizó, el 

corte In vitro del producto de PCR amplificado en cada región UTR del gen GP43 (Figura 

12). La actividad endonucleasa de los complejos fue la esperada, generando sobre la 
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región 5’ UTR (401pb), los fragmentos de 211 y 189 pb (Figura 13. A y B) y sobre la 

región 3’UTR generó dos fragmentos de 525 y 177 pb (Figura 13.C).  

 

 

Figura 13. Corte in vitro usando complejos de ribonucleoproteínas sintéticos en la molécula de 

ADN de P. restrepiensis ATCC 60855. A. Esquema de la formación los complejos de RNP, tras la 

unión de la proteína Cas9 recombinante y el ARNg sintético B. y C. Evaluación de la actividad 

endonucleasa de los RNPs gp43, para la edición del gen gp43 en las regiones 5’ UTR y 3’ UTR, para la 

edición del gen GP43. Las flechas rojas, indican el fragmento amplificado por PCR para casa región 

UTR. Las flechas amarillas, indican los fragmentos obtenidos tras el corte especifico realizado por cada 

complejo de ribonucleoproteínas.  

 

Los complejos RNPs_gp43 5’ y 3’ UTR, fueron preparados de forma individual, 

posteriormente mezclados con el fragmento de reparación PbGp43_HygB (sintetizado 

por PCR) y las células de P. restrepiensis preparadas como se indicó previamente, 

preservando la cadena de frio durante la incubación (Figura 14). Los complejos de RNPs  

y el fragmento de reparación con casete para expresión del gen de resistencia a 

Higromicina B, fueron electroporados en las blastoconidias (Figura 14. A y B). Tras el 

periodo de recuperación y posterior cultivo en medio de selección, se obtuvo el 

crecimiento de una UFC, la cual perdió viabilidad después de tres sub-cultivos en 

presencia del antibiótico Higromicina B (Figura 14.C). 
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Figura 14. Transformación de P. restrepiensis en fase de levadura para la introducción del 

sistema CRISPR-Cas9 usando complejos de RNPs_gp43. A. Ilustración la incubación de las 

blastoconidias con los complejos RNPs y el fragmento de reparación con el gen hph. B. Diagrama del 

corte en las regiones 5’ y 3’ UTR para la edición del gen GP43 e inserción del fragmento PbGp43_HygB, 

mediado por mecanismos de reparación por micro-homología (Azul). C. Foto la UFC obtenida en 

transformación de P. restrepiensis, la selección se realizó empleando el antibiótico Higromicina B [90 

µg/ml], esta colonia perdió viabilidad después de tres subcultivos consecutivos en presencia del 

antibiótico. 

 

2.4 Discusión y conclusión  

 

En búsqueda de una estrategia para realizar el bloqueo total de genes en P. 

restrepiensis por medio de la tecnología de edición genética CRISPR/Cas9, utilizamos la 

estrategia libre de ADN, que emplea la formación de complejos de ribonucleoproteínas 

recombinantes, con la cual se demostró la efectividad y especificidad de la técnica para 

realizar la ruptura en la doble cadena de ADN de este hongo in vitro. 

En la implementación de la tecnología CRISPR/Cas9, las estrategias que emplean 

moléculas de ADN, requieren de la maquinaria celular para la transcripción y traducción 

de los componentes del sistema (57,141). A diferencia de esto con el uso de complejos 

de ribonucleoproteínas (RNPs), la proteína Cas9 recombinante ingresa al núcleo de la 
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célula en su forma activa, debido a la incorporación de señal de localización nuclear (NLS 

del inglés nuclear localization signals) y realiza el corte del ADN en el sitio indicado por 

el ARN guía diseñado (130).   

El resultado de la acción de los complejos de RNPs en ensayos in vivo es difícil 

de detectar en ausencia de un cambio fenotípico macroscópico, como lo es la 

interrupción de la síntesis de pigmentos, lo cual mostró ser efectivo al implementar el 

sistema en otros hongo como Exophiala dermatitidis (59), por lo cual  es útil acoplarlo a 

la inserción de un gen marcador de selección a través de mecanismos de reparación 

(133) y de esta forma discriminar las células transformadas de aquellas que conservan 

el genotipo silvestre (142). Lo cual ha sido previamente realizado con éxito en hongos 

como A. fumigatus (53) y Cryptococcus spp. (54).  

Ante el desconocimiento de un gen implicado directamente en las características 

macro y microscópicas de Paracoccidioides spp., que permita identificar directamente el 

efecto de su edición. En este trabajo se tomó la iniciativa de utilizar un mecanismo de 

ruptura y reparación del ADN (142), no antes evaluado en el hongo Paracoccidioides 

spp., mediante el cual al realizar el corte de la doble cadena de ADN en dos regiones 

adyacentes al gen GP43 y su deleción completa, activaría la maquinaria celular para el 

reconocimiento de un fragmento de ADN con secuencias cortas homologas al gen 

intervenido y de este modo realizar su inserción del caset de resistencia a Higromicina B 

en el genoma en remplazo del gen Gp43 (53). Los resultados obtenidos en las 

transformaciones realizadas no fueron los esperados, debido a la inadecuada selección 

de las posibles células transformadas, usando el gen hph. Este evento pudo ser 

influenciado por el tamaño del fragmento de reparación Higromicina B fosfotransferasa y 

las respectivas secuencias promotor y terminador(~ 2900 pb), cuya longitud supera la 

del fragmento eliminado en el gen Gp43 (~1300 pb), dificultando su reconocimiento por  

la maquinaria de reparación celular (143). Además de la incertidumbre, sobre el ingreso 

de forma sincrónica al mismo núcleo de la blastoconidia, de los complejos de RNPs y el 

fragmento de reparación, dada la naturaleza multinucleada característica de 

Paracoccidioides spp.(84) 

Dado que nuestros resultados muestran una eficiente y especifica actividad de los 

complejos de RNPs del sistema CRISPR/Cas9 in vitro, se propuso la búsqueda de un 
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nuevo marcador de selección para uso en los ensayos genéticos de P. restrepiensis, el 

cual pueda ser empleado para reproducir esta estrategia y mejorar significativamente la 

eficiencia en el proceso de selección de las células transformadas, como se describe en 

el Capítulo 3.  
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Capítulo 3. Resistencia adquirida al antibiótico Geneticin como nuevo marcador 

de selección en Paracoccidioides spp 

 

3.1 Introducción 

 

La aplicación de herramientas de manipulación genética ha sido ampliamente 

utilizada para el estudio de la función de los genes(3). Independiente de la tecnología 

empleada en la edición del genoma, es necesario el uso de marcadores que provean 

una ventaja selectiva a las células transformadas sobre aquellas no modificadas, 

permitiendo su identificación y la evaluación de la estabilidad de la mutación generada 

(144). Los genes marcadores de selección más comúnmente usados son los de tipo 

endógenos o auxotróficos, los cuales codifican enzimas implicadas en la síntesis de novo 

de aminoácidos o nucleótidos y los de tipo dominante que confieren a las  a las células 

transformadas la capacidad de resistencia a compuestos tóxicos como los antibióticos 

que son inactivados mediante un proceso enzimático (144).  La inserción de estos genes 

marcadores con sus respectivas secuencias promotor y terminador pueden ser 

introducidos a la célula a través de fragmentos de ADN, plásmidos o ADN de 

transferencia, esto de acuerdo a la metodología empleada y el modelo de estudio (145).  

En Paracoccidioides spp. la aplicación de herramientas como el ARN anti sentido, 

ha permitido acercarse a la comprensión y análisis de algunos eventos moleculares 

relacionados a su patogenicidad y virulencia (90,101,146). Desafortunadamente los 

eventos de manipulación genética para el estudio de este hongo tienen diversas 

dificultades entre ellas: la ausencia de cepas con mutaciones auxotróficas y la 

disposición limitada de marcadores de selección dominantes para la selección de las 

células transformadas. 

A diferencia de otros hongos patógenos de humanos como Candida spp. (147), A. 

fumigatus (148) y Cryptococcus spp. (149), en los cuales además del gen hygromycin B 

phosphotransferase (hph) se cuenta con otros marcadores de selección adicionales, 

entre ellos N-acetiltransferasa (NAT) (147), Proteína de resistencia a Bleomicina (ble) 

(148) y aminoglucósido fosfotransferasa (KanMX) (149), los cuales confieren resistencia 

a los antibióticos  Nourseotricina, Fleomicina y Geneticina, respectivamente. En P. 



54 
 

restrepiensis, para la implementación de estrategias de mutación u obtención de 

aislamientos con silenciamiento genético, solo se cuenta con el gen hph que otorga 

resistencia al antibiótico Higromicina B (86,87); por lo cual es necesario la búsqueda de 

un marcador adicional para los estudios que requieran múltiples mutaciones o para 

aquellos en los que este gen no sea eficiente.   

El objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar el casete KanMX que codifica la 

enzima aminoglucósido fosfotransferasa, como un nuevo marcador de selección 

dominante para uso en los estudios genéticos de P. restrepiensis. El casete KanMX, 

surge de la fusión del transposón Tn903 de E. coli y las secuencias promotor y terminador 

del gen TEF del hongo Ashbya gossypii (150)  y provee resistencia a los antibióticos 

Kanamicina y Geneticina (G418) en procariotas y en eucariotas, respectivamente (150). 

Desde su desarrollo en los años 90, ha sido ampliamente utilizado como marcador de 

selección dominante en estudios genéticos en varias especies de hongos (145) 

incluyendo H. capsulatum (151).  

 

3.2 Materiales y métodos 

 

3.2.1 Microorganismos y condiciones de crecimiento  

 

Los ensayos de este trabajo se realizaron en las blastoconidias de P. restrepiensis 

ATCC 60855 crecidas durante 72 a 96 horas en medio BHI del inglés brain heart infusion 

(Beckton Dickinson and Company, Sparks, MD) suplementado con 1% de glucosa 

(Sigma- Aldrich®) e incubando a 36°C con agitación mecánica constante a 150 rpm. El 

antibiótico Geneticin™ de Gibco™ (G418, Thermo Scientific) fue adicionado al medio de 

cultivo para determinar la mínima concentración inhibitoria de crecimiento y para la 

selección de las células transformadas. La clonación, mantenimiento y propagación del 

plásmido pCas, se realizó en la cepa DH5α de E. coli cultivada medio Luria Bertani (LB) 

con antibiótico Kanamicina [50 µg/ml] (Sigma-Aldrich®). 
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3.2.2 Plásmido  

 

Como vector para la inserción del marcador de resistencia al antibiótico G418, se 

utilizó el plásmido pCas, el cual fue por donado por el profesor Jamie Cate de la 

Universidad de California - Berkeley (Addegene plasmid #60847; 

http://n2t.net/addgene:60847; RRID: Addgene_60847). El plásmido pCas posee el origen 

de replicación de 2 micras y el casete KanMX del plásmido pUC empleado para la 

selección de las células transformadas (152). Este vector es un sistema de expresión 

para la proteína Cas9 de S. pyogenes y del ARN guía para implementación del sistema 

CRISPR/Cas9 en levaduras (Figura 15) (153).   
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Figura 15. Mapa del vector pCas. El esqueleto del plásmido contiene el origen de replicación 2-

micron-pUC (color amarillo), para uso en bacterias y levaduras. Como marcador de selección 

posee el casete KanMX (color verde y naranja) para su expresión en procariotas y eucariotas en 

los cuales confiere la resistencia a Kanamicina y G418, respectivamente. Este vector fue creado 

para uso en biología sintética como mecanismo de expresión del sistema CRISPR/Cas9 en 

levaduras (152). Imagen tomada y modificada de Addgene plasmid #60847.   

 

3.2.3 Determinación de la concentración mínima inhibitoria de G418 en P. 

restrepiensis.   

 

La sensibilidad de P. restrepiensis al antibiótico Geneticina se evaluó inoculando 

50 µl de una suspensión de blastoconidias del hongo con una concentración de 106 
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células/ml, la cual se realizó en placas con medio de cultivo BHI suplementado con 

glucosa al 1% y adición de concentraciones ascendentes del antibiótico G418 [0, 10, 15, 

20, 25, 30 y 40 µg/ml]. Las placas permanecieron en incubación por 10 días a 36°C y 5% 

de CO2. Finalmente, se determinó como concentración mínima inhibitoria (CMI) la menor 

concentración de antibiótico en la cual no se observó crecimiento del hongo.  

 

3.2.4 Protocolo de transformación por electroporación usando el plásmido pCas 

 

Las blastoconidias de P. restrepiensis fueron preparadas para transformación 

siguiendo el protocolo usado en 2018 por Wang P. (54) para la electroporación de 

Cryptococcus spp., con las siguientes modificaciones. Las blastoconidias fueron 

cultivadas durante 72 horas en caldo BHI con 1% de glucosa y posteriormente 

cosechadas en tubo cónico de 50ml centrifugando a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C. El 

botón de células fue lavado dos veces consecutivas con agua destilada y desionizada 

fría y posteriormente lavadas con tampón de electroporación [EB: Tris-HCl 10mM, MgCl2, 

1mM, sucrosa 270 mM, pH 7.5] frio, centrifugando en las condiciones previamente 

descritas. El botón de células fue suspendido en EB con DTT 1mM e incubado en hielo 

por 30 minutos. Finalizada esta incubación las células fueron lavadas nuevamente con 

EB y suspendidas en 20 ml de la misma solución tampón.  

Almeida et al. (84) en 2006, describen la presencia de diferentes poblaciones de 

células presentes en el cultivo de P. restrepiensis, indicando su variabilidad en razón al 

tamaño de la blastoconidia y el número de núcleos que estas poseen.  Con el objetivo 

de obtener las blastoconidias individuales y de menor tamaño, la suspensión de células 

previamente lavada con EB, permaneció en hielo por 15 minutos, dejando precipitar las 

células de mayor tamaño, con múltiples gemas y/o cúmulos de estas. Posteriormente se 

aspiraron 5 ml de la parte superior del sobrenadante y fueron transferidos a un tubo 

cónico de 50 ml estéril. Las células fueron contadas usando cámara de Neubauer, y 

permanecieron en hielo hasta su uso. En el proceso de electroporación se usaron 100µl 

de la suspensión de células a una concentración de 106 células/ml y 2µg de plásmido 

pCas, los cuales fueron mezclados suavemente e incubados en hielo por 10 min. 

Posteriormente se empleó el protocolo de electroporación 0.45 kV, 125 µF, y 500Ω, en 
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cubeta de 2mm, usando el equipo Gene Pulser Xcell Bio-Rad electroporation system 

(Bio-Rad Laboratories, inc).  Las células electroporadas fueron incubadas en 2ml de 

caldo BHI con glucosa al 1% y Sorbitol 0.5M durante 5 horas a 36°C con agitación 

mecánica constante a 150rpm, esto buscando la recuperación de la pared celular del 

hongo. Finalizado este tiempo, las células transformadas fueron cultivadas en agar BHI 

glucosa 1% y 30 µg/ml de antibiótico G418. Las cajas de Petri se incubaron a 36°C y 5% 

de CO2, durante 10 días o hasta observar la formación de colonias (Figura 16).  

 

Las colonias obtenidas de la transformación de P. restrepiensis con pCas, fueron 

repicadas tres veces consecutivas en medio BHI con el antibiótico G418 [30 µg/ml], 

empleando las condiciones previamente establecidas. Con el fin de evaluar la 

permanencia del plásmido en las células y la estabilidad de la resistencia adquirida al 

antibiótico, se realizó un nuevo repique de los transformantes en medio sin antibiótico y 

posteriormente un nuevo cultivo en presencia de éste. En cada punto se realizó la 

extracción de ADN.   
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Figura 16. Protocolo de transformación de P. restrepiensis ATCC 60855, con el plásmido pCas 

(Addgene plasmid #60847). 

3.2.5 Extracción de ADN 

 

El plásmido pCas fue transformado en E. coli DH5α para su propagación,  

posteriormente fue purificado usando el protocolo Miniprep (113). La extracción de ADN 

se realizó a partir de cultivos de las colonias transformadas con pCas, para lo cual se 

empleó la técnica de fenol:cloroformo (113). La extracción se realizó en cada punto de 

los repiques previamente mencionados. La calidad y cantidad de estos ácidos nucleicos 

se determinó usando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 
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3.2.6 Confirmación molecular de la transformación con pCas y la resistencia 

adquirida al antibiótico Geneticina   

 

Para confirmar la adquisición de pCas, se realizó la amplificación por PCR de un 

fragmento del gen KanMX presente en el vector. Se emplearon los iniciadores en la Tabla 

5 y el juego de reactivos [TP1000] ExcelTaq™ Taq DNA Polymerase (SMOBIO 

Technology, Inc.). La resistencia adquirida a G418 se observó con el crecimiento de las 

colonias en medio de cultivo con el antibiótico Geneticina en los repiques consecutivos. 

Tabla 5. Secuencias de iniciadores para la amplificación en el vector pCas 

Nombre Secuencia 5’→3’ 

KMX_725F CCG GTT GCA TTC GAT TCC TG 

KMX_874R CCA GAC TTG TTC AAC AGG CC 
 

 

3.3 Resultados  

 

3.3.1 Determinación de la concentración mínima inhibitoria Geneticina en P. 

restrepiensis 

 

En nuestra búsqueda por un nuevo marcador de selección para los ensayos 

moleculares en P. restrepiensis se determinó la concentración mínima inhibitoria del 

crecimiento de las blastoconidias de la cepa ATCC 60855 en presencia de 

concentraciones ascendentes del antibiótico Geneticina. Se observó la inhibición total 

del crecimiento a la concentración de 25 µg/ml del antibiótico en medio BHI 

suplementado con glucosa 1% (Figura 17). Sin embargo, para la selección de las células 

transformadas con el vector pCas y el consecutivo seguimiento de la resistencia 

adquirida al antibiótico, elegimos la concentración de 30 µg/ml, dado que a esta 

concentración no se obtuvo crecimiento del hongo luego de cuatro semanas de 

incubación en las condiciones establecidas.  
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Figura 17. Establecimiento de la CMI de P. restrepiensis ATCC 60855 a Geneticina.  Las 

blastoconidias [10 6 Cel/ml] fueron cultivadas en medio de cultivo BHI suplementado con glucosa 1% y 

el antibiótico ™ Gibco™ (G418, Thermo Scientific), las placas fueron incubadas por 7 días a 36°C y 5% 

CO2. Se determino como CMI [25 µg/ml]. 

 

3.3.2 Resistencia al antibiótico Geneticina (G418) en P. restrepiensis, adquirida 

vía vector pCas  

 

 La sensibilidad de P. restrepiensis ATCC60855 a G418 fue confirmada y se 

estableció la CMI. Como estrategia para generar clones con un fenotipo resistente a este 

antibiótico, se desarrolló un nuevo protocolo para la obtención de blastoconidias 

individuales pequeñas, las cuales fueron transformadas con el vector pCas usando un 

protocolo de electroporación (Figura 18). La transformación tuvo una alta eficiencia con 

la obtención de aproximadamente 100 UFC usando 2µg de plásmido (Figura 18. A). Diez 

colonias fueron sub cultivadas en medio BHI con antibiótico G418 [30µg/ml], entre las 

cuales los clones uno, seis y diez mantuvieron la estabilidad mitótica en un total de seis 

semanas (cinco subcultivos) (Figura 18.B). La inserción y permanencia del plásmido en 

las células se confirmó realizando PCR convencional para la amplificación de un 

fragmento de ~150 pb del gen KanMX en el vector pCas (Figura 18.C).  
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.  

Figura 18. Resistencia de P. restrepiensis ATCC 60855 al antibiótico Geneticina adquirida 

vía plásmido. A. Colonias obtenidas de la transformación por electroporación de las 

blastoconidias con el vector pCas (Addgene #60847), la selección se realizó en agar BHI con 

glu1% y G418 [30 µg/ml], tras diez días de incubación. B. Aislamientos transformados, que 

mantuvieron el fenotipo resistente bajo la presión de selección del antibiótico G418, posterior a 

cinco subcultivos consecutivos realizados cada 5 días. C. se observa la amplificación en el gen 

KanMX a partir del ADN extraído de los clones obtenidos (figura 18. B) en los subcultivos (SC) 

dos y tres, uno en medio de cultivo sin antibiótico (NA).  
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3.4 Discusión y conclusiones 

 

Las herramientas de manipulación genética requieren el uso de los marcadores 

de selección adecuados que permitan discriminar las células mutadas de aquellas que 

conservan el genotipo silvestre. En este trabajo, presentamos un nuevo marcador de 

selección dominante para uso en las herramientas moleculares empleadas en los 

estudios genéticos de Paracoccidioides spp.  

El crecimiento de P. restrepiensis en presencia del antibiótico Geneticina , muestra 

su capacidad para reconocer las secuencias heterólogas del promotor y terminador TEF 

del hongo A. gossypii del casete KanMX (150), inserto en el plásmido pCas. La frecuencia 

de transformación obtenida fue comparable con a la reportada por Soares et al. (86) en 

2005  en P. lutzii (cepa ATCC MYA826) y Torres et al. (154) en 2013 en P. brasiliensis 

(cepa Pb339), en las cuales se realizó la electroporación de plásmidos y su posterior 

selección con el casete de resistencia hph, único marcador se selección utilizado en la 

manipulación genética de P. restrepiensis.  

La confirmación de la efectividad para el uso del gen KanMX, es de gran 

importancia en el progreso de la investigación de Paracoccidioides spp., ya que 

representa una alternativa en los casos en los que el casete hph no sea de utilidad o 

para el desarrollo de múltiples mutaciones. El casete KanMX posee una secuencia de 

menor tamaño (~1800 pb) que hph (~2900 pb), lo cual disminuye significativamente el 

tamaño de los sistemas de expresión en los que se emplee. Sin embargo, es necesario 

realizar estudios complementarios para identificar la utilidad de este gen por fuera del 

plásmido y el uso de este marcador de selección en otras estrategias como la ATMT o 

CRISPR/Cas9.   

El vector pCas mostró ser un sistema de expresión efectivo para la transformación 

de P. restrepiensis por lo cual se planteó usar este plásmido y la metodología diseñada  

por Ryan et al. (152) en 2016, para la expresión de la proteína Cas9 de S. pyogenes y el 

ARN guía para la edición del genoma en S. cerevisiae, usando tecnología CRISPR/Cas9.  
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Discusión y conclusiones generales 

 

El hongo Paracoccidioides spp. es el agente causal de la Paracoccidioidomicosis 

una enfermedad endémica en humanos presente en Latino América (64), las dificultades 

relacionadas al uso de técnicas de edición tradicionales para la manipulación genética 

de este hongo representan un gran obstáculo en el estudio de los eventos moleculares 

implicados en su virulencia y patogenicidad.  Actualmente la tecnología ARN antisentido 

ha permitido disminuir la expresión de algunos genes (knockdown) siendo así el mayor 

aliado en el estudio de Paracoccidioides spp. (Tabla 1). Sin embargo, la ausencia de 

estrategias alternas que realicen el bloqueo total de la expresión del gen (knockout) hace 

necesario indagar en la aplicación de nuevas tecnologías. El sistema CRISPR/Cas9 

actúa como mecanismo de inmunidad bacteriana a la infección por material genético 

exógeno (9) y su adaptación como herramienta de edición genética de uso universal 

representa uno de los avances científicos más importantes del siglo (10) (Figura 2). En 

este trabajo se emplearon dos metodologías diferentes para implementar la tecnología 

CRISPR/Cas9 en P. restrepiensis; para la obtención de mutaciones knockout en un gen 

involucrado en la respuesta al estrés oxidativo extracelular, el gen superóxido dismutasa 

3 (SOD3) (98) y la glicoproteína (GP43) (91) el mayor inmuno antígeno de 

Paracoccidioides; ambos genes previamente silenciados empleando la tecnología ARN 

antisentido.  

El uso de la tecnología CRISPR/Cas9 para la edición genética implica la 

optimización de las estrategias empleadas para garantizar el ingreso de los componentes 

del sistema (proteína Cas9 y el ARN guía) al núcleo de la célula. Debido a las 

características previamente descritas de Paracoccidioides spp., la herramienta más 

utilizada para realizar modificaciones en el genoma ha sido la transformación mediada 

por A. tumefaciens (TMAT) (115). Por lo cual el objetivo en la primera parte de este 

trabajo fue implementar la tecnología CRISPR/Cas9 para la edición del gen SOD3 de P. 

restrepiensis ATCC 60855, usando esta herramienta como mecanismo para la inserción 

del sistema en el genoma del hongo (Figura 10). En el desarrollo de este trabajo, se 

aplicó la metodología recientemente publicada por Kujoth et al. (56), para obtención de 

mutaciones knockout en B. dermatitidis y en hongos dimórficos (57). En nuestros 
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ensayos se confirmó la inserción del ADN de transferencia con el sistema CRISPR/cas9 

en el genoma de P. restrepiensis mediante la amplificación por PCR del gen hph usando 

el ADN genómico de los transformantes como plantilla, sin embargo, los resultados no 

fueron los esperados, puesto que no se observó la expresión del gen cas9, lo cual 

invalida el uso de la secuencia genética presente en el vector binario usado 

(pPTS608_Cas9_hyg) (sección 1.3) y (Figura 10).  

Adicionalmente la expresión del gen hph, presente en el mismo ADN transferido, 

nos permite relacionar la ausencia de expresión del gen cas9 al no reconocimiento de la 

región promotora empleada (Ptef1 de A. nidulans) (Figura 8). Si bien se han identificado 

algunas regiones promotoras eficientes en Paracoccidioides (125) que podrían optimizar 

el gen cas9 usado en esta estrategia, se descartó realizarlo teniendo en cuenta las 

siguientes consideraciones. i) En la TMAT el ADN-T es integrado aleatoriamente en el 

genoma del hongo (87,125), lo cual implica la producción de cambios adicionales a 

aquellos directamente relacionados con la mutación del gen de interés realizada por el 

sistema CRISPR/Cas9. ii) Adicionalmente la expresión constitutiva de la proteína Cas9 

puede resultar toxica en las levaduras (155) y los hongos filamentosos (156) y por último, 

iii) la constante formación del complejo ARN guía/Cas9 ha sido reportado como un 

importante factor en la producción de cortes por fuera del gen blanco (130).  

Con base en los resultados inicialmente obtenidos y el análisis de los eventos 

previamente descritos se planteó en la segunda parte de este trabajo: utilizar la estrategia 

libre de moléculas de ADN para realizar la edición completa del gen codificante de la 

glicoproteína gp43 de P. restrepiensis. El uso de complejos de ribonucleoproteínas 

recombinantes elimina la dependencia de la maquinaria celular para la transcripción y 

traducción de los elementos del sistema CRISPR/Cas9 (130), garantizando así el ingreso 

de la proteína Cas9 y ARN guía al núcleo de las células, y en su forma activa realizar el 

corte del ADN en el sitio blanco (157). Los resultados de los ensayos in vitro mostraron 

la eficiencia y especificidad de los complejos de RNPs diseñados para ejecutar el corte 

en la doble cadena de ADN de P. restrepiensis (Figura 13). Por otro lado, los ensayos 

realizados en las células nos indican que es necesario ajustar algunos parámetros en el 

protocolo de transformación usado, de tal forma que sea viable aislar las blastoconidias 

transformadas en el medio de selección. Teniendo en cuenta que el gen marcador de 
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selección hph ha sido ampliamente utilizado en Paracoccidioides spp. para seleccionar 

células transformadas vía TMAT (108), los resultados obtenidos de este trabajo pueden 

estar relacionados con la ineficiencia para la integración del fragmento de reparación por 

micro homología, el cual posee una diferencia significativa entre la longitud del fragmento 

retirado del gen GP43 (~1200 pb) (91) y el fragmento de reparación con el casete de 

resistencia al antibiótico Higromicina B (~2900pb) (108), lo cual pudo impedir el 

reconocimiento de las regiones cortas homologas para su inserción en el genoma del 

hongo (143); adicionalmente se debe considerar la probabilidad de que todos los 

elementos del sistema CRISPR/Cas9 usados en esta estrategia pueden no ingresar de 

manera sincrónica a la célula como es lo esperado, esto debido a la naturaleza 

multigemante y multinucleada de las blastoconidias de Paracoccidioides spp. (84). 

La edición realizada empleando la tecnología CRISPR/Cas9 mediante complejos 

de RNPs ha mostrado mayor eficiencia cuando se ejecuta en conjunto con la inserción 

de un fragmento de reparación en el sitio específico del corte (135); metodología en la 

cual resulta de gran utilidad la integración de casetes de resistencia a antibióticos, que 

permitan seleccionar las células transformadas como se realizó en A. fumigatus (53) y 

Cryptococcus spp. (54). En la segunda parte de este trabajo no fue útil el uso del casete 

hph para el aislamiento de las blastoconidias con la mutación esperada y debido a la 

limitada disponibilidad de marcadores de selección para uso en las herramientas de 

edición genética de Paracoccidioides spp., dimos continuidad a nuestro trabajo 

evaluando el casete KanMX insertado en el vector pCas (Figura 15) como nuevo 

marcador de selección dominante para su uso en los ensayos moleculares en P. 

restrepiensis. Se determino que en la cepa ATCC 60855 la concentración mínima 

inhibitoria de Geneticina es 30µg/ml (Figura 17), la cual es significativamente menor a la 

usada en otros hongos dimórficos como H. capsulatum  [100µg/ml] (151) e incluso menor 

a la concentración de Higromicina B empleada en Paracoccidioides spp. [50-200µg/ml] 

(89,99,103). La confirmación molecular de la presencia del plásmido pCas en los 

aislamientos transformados y la estabilidad mitótica de estos en cultivo con el antibiótico 

G418 nos indica la capacidad del hongo para reconocer la secuencia heteróloga de este 

casete (118) y por tanto su utilidad en la selección de modificaciones genéticas 

realizadas en este microorganismo. 
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Los procesos desarrollados en el estudio de cada organismo requieren la 

adaptación de los procedimientos, a las características biológicas específicas de cada 

modelo. La forma saprofítica del hongo Paracoccidioides spp. produce un reducido 

número de conidias y representa un alto riesgo de infección para el investigador (64,83), 

por lo cual los estudios se han realizado principalmente en células en fase de levadura. 

No obstante, en el cultivo de las blastoconidias puede observarse la presencia de 

diferentes subpoblaciones de células, de acuerdo al tamaño, complejidad y contenido de 

ADN (84). En el desarrollo del tercer objetivo de este trabajo, se evaluó el uso del casete 

de resistencia KanMX del plásmido pCas en P. restrepiensis, para lo cual se estandarizó 

un nuevo protocolo para basados en el tamaño de las células, obtener la subpoblación 

de gemas pequeñas con uno o dos núcleos correspondientes a las células R1 y R2, 

según la clasificación de Almeida et al. (84) (sección 3.2.4) , permitiendo así mejorar la 

eficiencia de la transformación por electroporación de P. restrepiensis respecto a la 

obtenida sin realizar dicha separación de células (datos no mostrados).  

El conocimiento sobre el ciclo celular de Paracoccidioides spp. es limitado, sin 

embargo sabemos que las múltiples gemas en las  blastoconidias se producen de 

manera asincrónica y que debido a la acumulación de varios núcleos en ellas, pueden 

encontrarse en diferentes fases del ciclo celular en los periodos de crecimiento (84) y por 

tanto responder de manera impredecible a cualquier tipo de manipulación genética que 

se realice. Basados en las consideraciones anteriores y en los resultados obtenidos en 

la electroporación del plásmido pCas, sugerimos que esta subpoblación de células es la 

indicada para la realización de los ensayos genéticos y moleculares en esta especie.  

En general este trabajo de investigación contribuye al desarrollo de herramientas 

para la edición genética en Paracoccidioides spp. implementando la tecnología 

CRISPR/Cas9 para la obtención de mutaciones knockout. Las estrategias evaluadas en 

este estudio no mostraron los resultados esperados; sin embargo, labraron el camino 

para continuar en la búsqueda de estrategias efectivas para la obtención de aislamientos 

mutantes en este modelo. Dadas las ventajas del uso de los complejos de 

ribonucleoproteínas, el trabajo en curso estará dirigido a la estandarización de esta 

metodología para introducir los componentes del sistema CRISPR/Cas9, en las 
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blastoconidias de las subpoblaciones presentadas como R1 y R2 Paracoccidioides spp. 

(Figura 16).  

Teniendo en cuenta las dificultades presentadas para la selección de las UFC de 

P. restrepiensis transformadas, los ensayos estarán dirigidos a la mutación de genes, 

cuya alteración genere cambios en el fenotipo del hongo, los cuales sean posibles de 

detectar a nivel macroscópico o microscópico. Así como al uso del casete KanMX 

presentado en el Capítulo 3 (Figura 18), para realizar la reparación del corte en la doble 

cadena de ADN, mediado la inserción de un fragmento que contiene la secuencia de 

dicho marcador de selección como se mostró en el Capítulo 2 (sección 2.2.3) y (Figura 

14 y Figura 18) empleando el gen hph.  

En virtud de los resultados obtenidos en la transformación de P. restrepiensis con 

el vector pCas (Figura 15 y Figura 18), se planteó utilizar la metodología presentada en 

el Capítulo 3 (sección 3.2.4) para evaluar la utilidad del sistema de expresión para el 

sistema CRISPR/Cas9 en este vector (153), como estrategia adicional para la generación 

de mutaciones knockout en Paracoccidioides spp.  

 

Los resultados de este trabajo fueron presentados en el congreso International 

Meeting on Endemic Mycoses of the Americas (IMEMA). Realizado en Santiago del 

Estero, Argentina en mayo del 2020. Presentación virtual titulada "CRISPR/Cas9 in 

Paracoccidioides spp." y los resultados del Capítulo 3, fueron presentados el IV 

Congreso Colombiano de Bioquímica y Biología Molecular (C2B2) en el marco del 34° 

Congreso latinoamericano de química CLAQ 2020, realizado en Cartagena, Bolívar, 

Colombia en octubre del 2021. Trabajo titulado: "Geneticin resistance acquired in the 

human pathogen Paracoccidioides spp. by means plasmid pCas", Modalidad poster.  
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Suplemento 1. Identificación de la secuencia Pb60855_SOD3 y elección de la secuencia 

Protoespaciador  

 

Secuencia del gen superóxido dismutasa 3 (SOD3) en P. restrepiensis ATCC 

60855  

 

>SOD3_Pb60855 

TTACCATATCATCGCAGCGACACCGGCCAGCATCACACCAAGACAGAAGGCACCAA

CACGGTTTGCAGGGCCTTGGGAGGGCCGTTGCGATGCAGTTGGTGTGGGGGTAG

CAGAACCATTTATGCTGACTAGCGTGAAGTTGCCGCAGTTGATACGGGTCGTATTCT

TGAAATGGACGACGATAGATCGATTGCCGACATATGAACCAAGGCCGTCTTTGACG

GAGGTGAAATTATCCATAAAAGTCACTTCATAGACGCTTCCGTTGGACGCGTTCCTAA

TATCGCCGTACTTGCCACTCAGATCGCCCTCCTGGCACATCTGGGGCGTGCTCGCG

TTGCAGGGTGGCATCTCGCCACGCATCATTAGATCGAGATGGGCAAGGGTGGAGTT

GCAGTTACCCGAGGAATTGACAGGTTCAACATGGACGTGCCACGCTAATCTCCGGT

TAGAATATTGTAGACAAAGAAATGATATTTGAGGGAATGGGATTGTCGCTCACGGAA

GGTTCCTCCAACTTCTGTCTCGTTTGGGAAACCCCAAAACTTGGCATGGTACATCAC

TCCAACACCGCCTGGGCCACCAGTAACATTGACAACTCCGCGAACAGTGGTATCAT

TTCTGTCCATCAGACGCATGGTGTACGTATCATTCGGGTTGTCGGTAGTTAAGGCGA

CTTCCGGAAATTGCGCAGTCGCACGGAGGGCAAAGCCCAGCGAACATGCGAGGAC

AGAAAATATAGGCTTCAT 

 

PAM: AGG  

Secuencia Protospacer based on 

http://crispor.tefor.net/crispor.py?batchId=1AzEVEAwasQ3XilGtfPi 

 

 

Secuencia del ARN guía con base al diseño de Kujoth G.et al (57), para su inserción en 

el vector binario pPTS608-Cas9-hyg1,2. Gene Art Gene basado con la secuencia 

http://crispor.tefor.net/crispor.py?batchId=1AzEVEAwasQ3XilGtfPi


CRISPR/Cas9 Targeting in Para 
 

 p.2 

Protoespaciador (20 nucleótidos) de Pb60855_SOD3, incluye cambio de la secuencia 

IR (inverted repeat–forming region) por una específica de homología a nuestra 

secuencia.  

 

 

 

 

La secuencia fue adquirida sintetizada en un vector genérico.  
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Suplemento 2. Vector pPST608 vacío, con sistema de expresión para genes Cas9 y hph  

 

 

 

 

Diseño de Kujoth G.et al (57) 
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Suplemento 3. Identificación de la secuencia Pb60855_GP43 y elección de la secuencia 

Protoespaciador 

 

Secuencia codificante para la proteína de 43 KD en P . restrepiensis 

ATCC60855 

 

CAGCA…1700pb…CTAGCAAGTTTGCCCAGAATTCCCAGTTGAAAAAATGCGCATG

CCCCACTCAATAAGGGCCTGGTGTGATTCTCATGTTACAGCAAGCCCTGGCATCTG

CTGTTGATCTTTTCCTTATTTTGTGGATTTTTGGCCTTTTCAAGGTTGCTTTTGACTG

AGAGCTATCACCTGTGGACTCATCTTAAAGCTCACTTGGACCATTCCATGTTTCATT

GTTGCAGATTTATCAACAATTATGCACCTGCACAGAGGGATTATGGTGTATAAATAT

CTGCTGTCTCCTCCCTATTTCCCTCCTCCTTCTTTTTACAGATCTTCAAGGTTTTGGT

GGTCATAGGCATCATGAATTTTAGTTCTCTTAACCTGGCTCTTGCCAGCTGTGTTC

TCGCATGGGTATGCCTGGCATCCGCATCATCTCACGTCGCATCTCACATTGTACC

TCGTCAAGCAGGATCAGCAATATATGGTGTGAATATCGGCGGGTGGCTATTGCTG

GAGCCATGGATCTCGCCCTCCGTCTTCGAAGCAGGCGGGAGCAGCTCCGTCGAT

GAATACACCCTGAGCAAGAATCTCGGCAGAGATGCTAAAAGGCACCTTTCGAAA

CATTGGGACACCTTTATCACTGAAGATGATTTCAAGAACATTGCTGCGGCGGGGT

TAAACCATGTCAGGATCCCGATCGGGTACTGGGCAGTAAATCCTATAGAGGGAG

AGCCATATGTACAAGGTCAACTCGACTATTTGGACAAGGCGCTTGTCTGGGCCAA

AAACTCAAATCTGAGGGTCGTCATCGATCTCCATGGTGgtaagttacatagtccctgtaaagtg

agcatatactatcgaccctcatccattattaactagaatatctcactcccagTCCCGGGTTCCCAAAACGGCT

TCGACAACAGCGGTCACCGTGGCGCCATCAACTGGCAAAAGGGTGACACGATCA

AACAAACCCTGATCGCCATCCATACTCTCGCAATCCGTTACGCCAATCGTACCGA

CGTCGTTGACTCCATAGAATTGGTCAACAAACCCTCCATACCAGGAGGCGTGCA

GGTGTCCCTACTGAAGGAATATTATGAGGATGGATATCACATCGTTCGTGATATA

GACAGCACCGTTGGCGTCGCAATTTCGGATGCTTCTCTGCCCCCGCGCACCTGG

AATGGCTTTTTGGCGCCCAAGACATACAAGAACGTCTACCTCGACACATACCACA
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ACCAAGTCTTCGATGATATCTTTAGGACCTTCACCATTGACCAGCACGTGAAGCT

TGCATGCTCGCTTCCTCATGACAGACTTAGAGGAGCCGATAAGCCGTTGATTGTG

AAAGAGTGGAGCGGTGCCATGACTGACTGCGCCATGTATCTAAATGGGCGTGGC

ATAGGTTCGCGATTTGATGGTTCGTTCCCTAGCGGCAAACCATCTGGCGCTTGTG

GTGCGAGGTCTAAGGGCTCCTCTTCCGAATTGTCCGCTCAGCAGAAAAAAGATAC

TCTCCGGTATATTGAGGCACAGCTTGATGCTTTCGAGGTCGCGGCTGGATGGTAC

TTCTGGACATGGAAGACGGAGGGGGCGCCGGGATGGGATATGCAGGACCTTTTG

AACCAGAAGCTGTTTCCGCAGCCGATTTGGGCTAGGAAGTATGGTGGATGCAGG

TGATGGGACTTTTTACGGCTTGGAGCGTAGGAGAACAGCTGATTATTTACGTTTAC

ATGTTTAACTTTTATTAAGAAATGGAAAGGCTTAATTGAACACTTACTAATTAATTGA

CATTGTTTTTCACTACTATCTCATTTGTATTGTCGAGGGATGGAGGGATGGTATCTA

TGCGGTCCGTATACATCTGTGAGAAAAAGGGGTTAACAAGTGACCTGGGCTCAAAA

TTCCAATCTAGGACATCGACCTACTACAGGGAACCTTAGATTTTCCCTTAGAATATC

TCTTTAATAATTCAGAGGGCGTTATTTTATTTGATTTTCTTTCTT 

 

Secuencia Protospacer en región 5’ UTR en verde y Protospacer en región 3’ UTR 

en morado  

PAM Pbgp43_ARNg_5’: TGG 

PAM Pbgp43_ARNg_3’: TGG  

 

Secuencia Protoespaciador based on 

http://crispor.tefor.net/crispor.py?batchId=4h2ac30ayGdZTbF79f7V 

Los ARN guías fueron adquiridos como TrueGuide Synthetic CRISPR gRNA en 

Invitogen™.  

http://crispor.tefor.net/crispor.py?batchId=4h2ac30ayGdZTbF79f7V

