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RESUMEN

TALEN y CRISPR/Cas9 han revolucionado la ingenieria genética, permitiendo la
regulacion de cualquier gen de interés en el genoma de organismos. CRISPR
interferencia (CRISPRi) es un método desarrollado a partir de CRISPR/Cas9 que
permite controlar la expresion de genes, mediante la generacién de un complejo que
reconoce un sitio especifico del ADN e interfiere con la unién de la ARN polimerasa y/o
la elongacion transcripcional (Larson et al., 2013). El sistema CRISPRi se compone de
una proteina Cas9 sin actividad endonucleasa, llamada dead Cas9 “dCas9”, y un ARN
guia (sgRNA) que tiene la funcion de asociar el complejo formado con el sitio especifico
que se desea regular. EI sgRNA se compone de un esqueleto invariable al 3, que
interactta con dCas9, y una zona de 20 nucle6tidos al 5° que interactda con el ADN y

puede ser disefiada de manera arbitraria por el usuario.

En este trabajo se explord la modularizacion y caracterizacion del sistema CRISPRI para
ser utilizado en la regulacion temporal y espacial de procesos bioldgicos en poblaciones
bacterianas. A través del disefio de diversos sgRNAs y elementos funcionales de ADN
modulares, se logro la regulacion del comportamiento celular tanto en cultivos liquidos
como en cultivos solidos. Posteriormente, se exploré la regulacion de procesos celulares
en subdominios espaciales en el interior de colonias bacterianas. Finalmente, se utilizo el
sistema CRISPRI para la regulacion del crecimiento de células localizadas en un grupo
definido y controlado en el interior de colonias bacterianas. Estos resultados en conjunto
mostraron la exitosa implementacion modular y combinatorial del sistema CRISPRI para

la regulacion espacial y temporal de procesos bioldgicos en un sistema multicelular.

Palabras Claves: Biologia Sintética, CRISPRi, sgRNA, dCas?9.



ABSTRACT

TALEN and CRISPR/Cas9 have revolutionized genetic engineering, allowing the
regulation of any genomic sequence of interest. CRISPR interference (CRISPRI) is a
method developed from CRISPR/Cas9 for the reversible disruption of gene expression
through the generation of a complex that recognizes a specific DNA site and interferes
with the binding of RNA polimerase and/or transcriptional elongation (Larson et al.,
2013). The CRISPRI system is composed of a Cas9 with no endonuclease activity,
called dead Cas9 “dCas9”, and a guide RNA (sgRNA), which has the role of associating
the complex to the specific site to regulate. The sgRNA is composed of an invariable
sequence at the 3" end, which interacts with dCas9, and a zone of 20 nucleotides at the
5" end that interacts directly with the target DNA and can be designed arbitrarily by the

user.

This work explores the modularization and characterization of the CRISPRi system to be
used in the temporal and spatial regulation of biological processes in bacterial
populations. Regulation of cellular behavior in liquid and solid culture was achieved
through the design of diverse sgRNAs and functional elements of modular DNA. Next,
the regulation of cellular processes was explored in spatial domains within bacterial
colonies. The CRISPRI system was used for the regulation of growth in well defined cell
groups located inside bacterial colonies. Together, these results showed the successful
implementation of a modular and combinatorial CRISPRi system for the spatial and

temporal control of biological processes in multicellular systems.

Keywords: Synthetic biology, CRISPRI, sgRNA, dCas9.



1.

INTRODUCCION

1.1 Enfoques de la Biologia Sintética

La biologia sintética es una nueva disciplina que emerge entre la ingenieria y las
ciencias de la vida tratando de formular nuevas reglas, modelos y abstracciones de
ingenieria de sistemas biologicos. Asi, esta disciplina combina enfoques de
diferentes ramas de la ingenieria, la fisica y la biologia para la construccion de
sistemas sintéticos (Andrianantoandro, Basu, Karig, & Weiss, 2006). Gran parte
de la comunidad de biologia sintética propone disminuir la complejidad bioldgica
con enfoques de estandarizacion, desacoplamiento y abstraccion con el fin de
tratar a la materia viviente como un sustrato de ingenieria predecible (Endy, 2005).
La estandarizacion se refiere a encontrar especificaciones de disefio que
simplifiquen el modelamiento y la construccion de sistemas de escala mayor. Se
ha intentado, por ejemplo, encontrar valores de medicion standard para diferentes
parametros, tales como la tasa de transcripcién, que ayuden en la caracterizacién
de partes y posterior ensamblaje en implementaciones de mayor escala (Kelly et
al., 2009). La abstraccion se refiere a abstraer procesos bioldgicos elementales en
reglas y funciones que puedan ser utilizados en modelos matematicos y
simulaciones computacionales (Andrianantoandro et al., 2006; Nielsen et al.,
2016).

La modularidad se refiere a encontrar estructuras y funciones definidas que actlen
como ‘“building blocks” de sistemas mas complejos. Algunos trabajos buscan
definir esta modularidad al nivel de piezas individuales (e.g. promotores, RBS),
mientras que otros grupos han intentado encontrar un limite superior a estos
modulos, tales como invertidores de sefial (Nielsen et al., 2016). Este ultimo
trabajo demostrd el disefio automatizado de 60 circuitos de 3 inputs (hasta 55

partes y 880,000 pares de bases) con un 92% de funcionamiento correcto (Nielsen



et al., 2016). Esto se basd en la caracterizacion previa un gran nimero de
invertidores de sefial, cuyos pardmetros fueron informados a la herramienta
computacional Cello para que ésta definiera la secuencia de ADN (sin
intervencion humana) de diferentes circuitos abstractos requeridos por el usuario.
Este trabajo demostro por primera vez una correspondencia entre la modularidad
funcional y la modularidad fisica (i.e. fragmentos de ADN) para ensamblar

sistemas via compilacién de funciones basicas.

Una nueva rama de la Biologia Sintética propone nuevas abstracciones que buscan
incorporar formalmente la complejidad bioldgica en el proceso de disefio (Doursat,
Sayama, & Michel, 2013; Lim, 2010; Macia & Sole, 2014). Este nuevo enfoque
busca entender y utilizar la autoorganizacion y los fendmenos colectivos
indagando pistas en la fisica de sistemas complejos y mecénica estadistica, que es
usada por la biofisica para entender los procesos bioldgicos (Phillips et al., 2012).

1.2 Fabricacién de ADN

La fabricacion de instrucciones genéticas es una herramienta fundamental para la
biologia sintética. Esta se basa en nuevos métodos de ensamblaje de fragmentos de
ADN vy graméticas estandarizadas para la construccion, asi también como en la
sintesis comercial de grandes fragmentos de ADN. Entre los métodos de
ensamblaje, se destaca el método de Gibson Assembly (Gibson et al., 2009),
originalmente desarrollado para la sintesis del genoma de Micoplasma micoides
(Gibson et al., 2010). Este metodo permite el ensamblaje de largas piezas de ADN
en una reaccion simple a partir de los fragmentos individuales que se desea
ensamblar. Estos fragmentos son generalmente creados por PCR o sintesis
comercial. Las zonas de union entre fragmentos dependen de la homologia de
secuencia de 20-40 pares de bases del final del primer fragmento y el principio del

siguiente. Asi, estas secuencias se definen arbitrariamente por el usuario de



acuerdo con la naturaleza de los fragmentos a ensamblar, sin restricciones de
secuencia y sin dejar nucledtidos no deseados entre fragmentos (i.e. seamless
assembly, a diferencia de los métodos tradicionales basados en enzimas de
restriccion). Una desventaja de este método es que se requiere la sintesis de nuevos
partidores para amplificar los fragmentos por PCR previo a cada ensamblaje
nuevo. Esto impone restricciones de costo y tiempo, ya que cada union nueva entre
fragmentos requiere de nuevos partidores y reacciones de PCR. Una solucion a
este problema es el uso de secuencias de nucleotidos Unicos (UNSes) flanqueando
los fragmentos de interés para utilizar los mismos partidores para cualquier
ensamblaje nuevo entre piezas (Torella et al., 2014). Este método se basa en una
lista de secuencias de 40 pares de bases, denominados UNSes, que flanquean las
unidades transcripcionales utilizadas (Promotor - Sitio de union al ribosoma (RBS)
— Secuencia de ADN codificante (CDS) - Terminador) y facilitan el montaje

ordenado y répido de vectores con multiples genes (Figura 1-1).

Vectores

Bﬁ Gibson assembly de UNSes
(uzfqzﬂlm:}ﬁ U3L_2U43Ux]
UzEdus

Sintesis comercial @

M- e T TP
(B e T IR Unfjux
Secuencias UNSes
M—E =T
Unidad transcripcional

Figura 1-1: Ensamblaje Gibson basado en secuencias UNSes. Las unidades
transcripcionales (promotor-RBS-CDS-terminador) pueden ser amplificadas por
PCR con primers standards que se unen a las secuencias UNSes, 0 bien, usadas
directamente desde fragmentos sintetizados comercialmente.



Las secuencias biolégicamente inactivas del sistema UNSes, no tienen problemas
de homologia con secuencias propias del genoma de E.coli, por lo que se evitan
los problemas de amplificacion o ensamblaje inespecifico. Dentro de los sitios
UNSes es posible poner una unidad transcripcional (TU) completa (promotor-
RBS-CDS-terminador) y trasladarla a cualquier otro backbone que utilice esta
nomenclatura, pudiendo ensamblar multiples plasmidos con diferentes TU de

manera simple, rapida y econémica.

1.3 Sistema CRISPR

1.3.1 CRISPR para edicion de genomas

La edicion de genomas, i.e. excision, insercion o cambio arbitrario de bases
puntuales, es un area de gran actividad dentro de la biologia sintética (Haimovich,
Muir, & Isaacs, 2015). Tres técnicas han sido creadas para la regulacién de
secuencias de interés dentro de genomas completos de organismos: las nucleasas
con dedos de zinc (ZFNs), activadores de transcripcion TALENS y las nucleasas de
secuencias palindromicas repetidas inversas (CRISPR/Cas). ZFNs involucra la
fusion de proteinas dedos de zinc con dominios de excision de ADN no especifico
de la endonucleasa Fokl, mientras que TALENS se refiere a la fusion del dominio
de escision Fokl con dominios de union a ADN derivados de las proteinas TALE,
las cuales contienen mdltiples dominios de repeticion de aminoacidos que
reconocen a un par de bases Unico (Gaj, Gersbach, & lii, 2013). Por su parte, el
sistema CRISPR/Cas es parte del sistema inmune de bacterias y arqueas, el cual les
confiere inmunidad adquirida mediante la incorporacion de fragmentos de ADN
viral o plasmido en los loci CRISPR, cuyos crRNA transcritos son utilizados para
guiar la degradacién de las secuencias homdlogas (Esvelt et al., 2013). Existen

diferentes tipos de sistema CRISPR, especificamente en el sistema tipo Il, de



Streptococcus pyogenes, que funciona mediante la formacion del complejo entre la
nucleasa Cas9, el crRNA y el ARN de trans-activacion (tracrRNA), que al
juntarse son capaces de unir el complejo a la secuencia destino en el ADN foraneo
y mutarlo por la actividad nucleasa de Cas (Larson et al., 2013). Durante el afio
2012, Jinek et al. demostrd que crRNA 'y tracrRNA forman una estructura de ARN
que se asocia directamente con la proteina Cas9, la cual podia ser reemplazada por
un Unico ARN sintético que conserva la funcién de ambos, llamado ARN guia
(syRNA). Este trabajo ayudd a simplificar el sistema y otorgarle un potencial a
CRISPR/Cas9 como herramienta de edicion de genomas. El sgRNA, se compone
de un esqueleto invariable al 3", que interactia con Cas9 y una zona de 20
nucleotidos en el 5° que alberga la secuencia que interactia con el ADN destino.
Esta secuencia puede ser disefiada de manera arbitraria por el usuario para definir
la secuencia destino a regular dentro del genoma. La secuencia destino se localiza
junto a una secuencia PAM (Protospacer adjacent motif), compuesta de tres
nucleoétidos en el caso de Cas9, que es necesaria para la union del complejo
SgRNA/Cas9 a la secuencia de ADN destino.

1.3.2 CRISPRI para regulacién de genes

Una modificacién de la herramienta CRISPR/Cas, ha dado lugar al sistema
CRISPR interferencia (CRISPRI). CRISPRI es un método que permite controlar la
expresion de genes, mediante la generacion de un complejo que reconoce un sitio
de ADN e interfiere con la union de la ARN polimerasa y la elongacion
transcripcional sin mutar el ADN destino (Larson et al., 2013). La principal
diferencia con el sistema de edicion de genes CRISPR es la modificacion de la
proteina Cas9, a la cual se inactivd su capacidad endonucleasa, tomando en
nombre de “dead Cas9” o dCas9. El sistema CRISPRi se basa entonces en la co-

expresion de la proteina dCas9 y un ARN guia (SgRNA), que tiene la funcion de



asociar al complejo con el sitio destino a bloquear. Lo anterior permite la
regulacion de genes de manera reversible y sin perder la capacidad del sistema
CRISPR de permitir la regulacion secuencia-especifica de genomas. Dadas las
caracteristicas reversibles del sistema, CRISPRI permite crear facilmente fenotipos

condicionales (e.g. auxdtrofos inducibles).

A diferencia de los sistemas artificiales de regulacion génica basados en factores
de transcripcion proteicos, el funcionamiento de CRISPRi esta basado en
fendmenos de apareamiento de bases Watson-Crick entre sgRNA y ADN destino,
lo cual brinda ortogonalidad, especificidad y baja carga metabdlica debido a la
ausencia de traduccién de sgRNAs (Nielsen & Voigt, 2014). Todas estas
caracteristicas hacen de CRISPRi un sistema simple, modulable y con mayor

versatilidad para su aplicacion en biologia sintética.

1.4 Violaceina

En este trabajo, se propuso utilizar la via de sintesis de violaceina como modelo de
via metabdlica a regular mediante CRISPRi dado su fenotipo visual significativo.
La violaceina es un pigmento antibacteriano de amplio espectro producido por
varias  bacterias Gram-negativas como  Chromobacterium  violaceum,
Janthinobacterium lividum, y Pseudoalteromonas tunicata D2, entre otras
(Hoshino, 2011). Posee una estructura dimérica compuesta por tres subunidades 5-
hidroxiindol, oxindol y 2-piironidona, las cuales se forman mediante la
condensacion de dos moléculas de triptofano modificadas (August et al., 2000). El
cluster genético de la biosintesis de violaceina estd compuesto por cinco genes,
VioABCDE, que sintetizan las proteinas encargadas de la catalizacion enzimatica
del proceso (Hoshino, 2011). La ruta biosintetica de la violaceina sigue el
siguiente orden: VioA—VioB—VioE—VioD—VioC, donde la interrupcion de los

genes VioA, VioB o VioE anula completamente la biosintesis de violaceina



(Hoshino, 2011), mientras que la disrupcién de los genes VioC o VioD da como
resultado la produccion de alguno de sus precursores (August et al., 2000).
Especificamente, la delecion de los genes VioC y VioD resulta en la formacion de
un pigmento verde (Balibar & Walsh, 2006).

Violacein

Figura 1-2: Via general de biosintesis del pigmento Violaceina. El pigmento se
forma por la condensacion de dos moléculas de triptofano modificadas (a la
izquierda en azul y rojo), que dan origen a las tres subunidades que componen la
violaceina: 5-hidroxiindol, oxindol y 2-piironidona (a la derecha en azul, negro y
rojo, respectivamente). Vio A, B, C, D, E: Enzimas catalizadoras del proceso.
Fuente: Balibar & Walsh, 2006.

1.5 Auxotrofia

La auxotrofia es la incapacidad de un organismo de sintetizar un compuesto para
su crecimiento normal, viéndose obligado a tomar éste desde el medio de cultivo
para su proliferacion (Griffiths et al., 2002). Generalmente, esto ocurre como
resultado de una mutacion o defecto en una via sintesis, que hace al organismo
incapaz de producir una enzima particular que llegue a ser funcional (Curtis et al.,
2004).



En este trabajo, se propone crear una cepa de Escherichia coli auxétrofa reversible
del aminoacido metionina a través del uso del sistema CRISPRIi sobre el gen metA
de su via de biosintesis. La metionina es un aminoacido esencial en todos los
organismos, comunmente conocido por su rol en el inicio de la traduccién. Es un
aminoacido proteinogénico y un componente del cofactor S-adenosil metionina
(Ferla & Patrick, 2014).

En Escherichia coli, la via de sintesis de metionina es a partir de homoserina
(Figura 1-3), que a su vez se deriva del aspartato a través de dos reducciones
consecutivas del grupo carboxilo terminal. La homoserina es activada por la
transferencia de un grupo succinilo desde succinil-CoA, reaccion que es catalizada
por la enzima O-succiniltransferasa de homoserina, codificada por el gen metA.
Una vez activa la homoserina, se produce trans-sulfurilacion, es decir la
transferencia de un grupo tiol desde la cisteina a la homoserina formando
homocisteina. Esta reaccion es catalizada en dos etapas por las enzimas
cistationina c-sintasa (codificada por el gen metB) y cistationina b-liasa
(codificada por metC). Finalmente, se produce una S-metilacion de la
homocisteina, la cual puede ser llevada a cabo por cualquiera de las enzimas
metionina sintasa codificadas por los genes metH y metE, respectivamente (Ferla
& Patrick, 2014).
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Figura 1-3: Via general de biosintesis del aminoacido metionina en E. coli.
Dos reducciones consecutivas grupo carboxilo terminal del aspartato, dan como
resultado homoserina, la cual es activada por la transferencia de un grupo succinilo
desde succinil-CoA. La reaccion de activacion de homoserina es catalizada por la
enzima O-succiniltransferasa de homoserina, codificada por el gen metA. La
homoserina activa es trans-sulfurada formando homocisteina, reaccion llevada a
cabo por las enzimas cistationina c-sintasa y b-liasa (codificadas por los genes
metB y metC, respectivamente). Finalmente, la homocisteina es S-metilada por la
enzima metionina sintetasa (codificada por el gen metH o metE) generando el
aminoadcido metionina. La inhibicion en la produccion de la enzima O-
succiniltransferasa de homoserina no permite la activacion de la homoserina, lo
que da como resultado el bloqueo de la via de sintesis y la consecuente formacion
de una cepa auxoétrofa en metionina. Fuente: Ferla & Patrick, 2014.
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1.6 Regulacion de procesos bioldgicos a la escala de sistemas

multicelulares

Durante la primera etapa, la biologia sintética se ha enfocado en la ingenieria de
procesos bioldgicos en sistemas unicelulares (Endy, 2005) e in vitro (Garamella,
Marshall, Rustad, & Noireaux, 2016; Qian, Winfree, & Bruck, 2011). Una
segunda etapa de este campo se ha enfocado en la ingenieria de procesos
multicelulares como respuesta a las restricciones impuestas en el contexto
unicelular, tales como carga metabdlica (Carbonell-Ballestero, Garcia-Ramallo,
Montafiez, Rodriguez-Caso, & Macia, 2016) y la estabilidad de grandes
construcciones geneticas (Sleight & Sauro, 2013). La ingenieria de procesos
multicelulares involucra procesos de dindmica espacial que requieren
necesariamente de modelos y abstracciones provenientes principalmente de la
biologia tedrica, biofisica, biologia del desarrollo, teoria de la computacion,
ecologia y biologia de sistemas. Esta exploracion esta abriendo nuevos horizontes
para la biologia sintética y permitiendo desarrollar nuevos modelos que
complementen los enfoques basados en paradigmas de la ingenieria eléctrica y
teoria de control que han dominado gran parte de la primera etapa de este joven
campo (e.g. ingenieria de consorcios bacterianos (Brenner, You, & Arnold, 2008;
Kong, Celik, Liao, Hua, & Lu, 2014), ingenieria de tejidos (Cachat et al., 2016;
Davies & Cachat, 2016) y dindmica espacial (Basu, Gerchman, & Collins, 2005).

La ingenieria a escala multicelular, e.g. 6rganos o consorcios bacterianos
artificiales, requiere de funciones tanto para establecer y mantener patrones como
para regular procesos bioldgicos en dominios definidos (pudiendo estos ser parte
de un solo mecanismo). En esta tesis se explora el control de procesos bioldgicos
tales como vias de sintesis de pigmentos y crecimiento celular diferencial en

poblaciones bacterianas (Nuriez et al., 2016).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis

El disefio y caracterizacion de funciones CRISPRi modulares permite la regulacion
predecible de propiedades celulares en cultivo liquido, sélido y en subdominios de

colonias bacterianas.

2.2 Objetivo General

Desarrollar un sistema modular de regulacion de proteinas, vias metabdlicas y

crecimiento celular via CRISPRI en bacterias.

2.3 Objetivos especificos

Con el fin de cumplir con lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:
a) Disefiar elementos de ADN modulares CRISPRI para la regulacion proteinas,
vias metabolicas y crecimiento celular en bacterias.
b) Establecer funciones modulares basadas en CRISPRI para la regulacion del
comportamiento celular en cultivos liquidos y solidos bacterianos.
c) Utilizar estas funciones para la regulacion de procesos celulares en
subdominios de colonias bacterianas.
d) Disefio de funciones modulares CRISPRI para efectuar cambios de manera
predecible en el crecimiento de grupos celulares especificos de colonias

bacterianas.
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METODOLOGIA

3.1 Vectoresy partes genéticas

La construccion de los diversos vectores fue llevada a cabo mediante Gibson
Assembly (Gibson et al., 2009) y sistema UNS (Torella et al., 2014).

Los plésmidos SEG y vectores utilizados fueron construidos a partir de los
backbones pDestBAC y la serie pJT170/2/4/6 del laboratorio de Pam Silver
(Torella et al., 2014). Los plasmidos pAct fueron construidos desde el backbone
pSB4KS5 del Registro de Partes Biologicas del MIT. La via metabdlica de sintesis
de violaceina se construyo a partir del operdn sintético VioABCDE que se obtuvo
del equipo iIGEM Cambridge 2009
(http://2009.igem.org/Team:Cambridge/Project/Violacein).

Los vectores conteniendo dCas9 se construyeron a partir del gen dCas9 obtenido
de Luciano Marrafini via Addgene. Los genes de las proteinas fluorescentes aqui
utilizadas fueron clonados a partir de templados obtenidos del Registro de Partes
Bioldgicas del MIT.

Los fragmentos de PCR para el ensamblaje fueron amplificados usando Phusion®
High-Fidelity ADN Polymerase (NEB) y visualizados usando SYBR® Safe
(Thermofisher) en transiluminador LED azul (iorodeo.com). La purificacion de
los plasmidos y fragmentos de PCR fueron hechos usando los kits Wizard® Plus
SV Minipreps ADN Purification System y Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). Los primers (Anexo B) fueron comprados en IDT
(idtADN.com).
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Todos los vectores ensamblados fueron chequeados mediante PCR de colonia y
posteriormente secuenciados en Macrogen (http://ADN.macrogen.com). Todos los
vectores se encuentran disponibles en Addgene y en el registro de partes de
SynBio lab UC.

3.2 Condiciones de crecimiento

Todos los testeos fueron llevados a cabo en E.coli Topl10 (Invitrogen) crecidas a
37°C en medio LB, o M9-glucosa para los ensayos con metionina. Para ensayos en

medio sélido se suplementaron los medios con 1,5% m/v de agar.

En los ensayos de auxotrofia en metionina, las células se crecieron en M9-glucosa
(sin casaminoacidos) suplementada con L-leucina (30 mg/L) y/o metionina (12
mg/L).

Para las inducciones realizadas se prepard una solucion de stock de 0.1 M de IPTG
y 1M de L-Arabinosa, ambas esterilizadas mediante filtracion por trompo de
0,22mm. Las concentraciones de uso utilizadas fueron de 1mM de IPTG (0.2mM

para medio s6lido) y 1mM de L-Arabinosa para una induccion completa.

Las concentraciones de uso de los antibioticos utilizados fueron: kanamicina (50
pg/ml), carbenicilina (100 pg/ml), tetraciclina (10ug/ml) y cloramfenicol
(10pg/ml).

Las células quimiocompetentes utilizadas para todas las transformaciones fueron
hechas mediante el método de CCMB80 en E.coli Topl0 (Invitrogen) (“TOP10

chemically competent cells”. 2013).
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Tabla 3.1: Medio LB

Componente Concentracion
Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 50/L
NaCl 50/L
Agar * 15 g/L

Los componentes son disueltos en agua destilada y autoclavados.
*Solo suplementado para medio sélido.

Tabla 3.2: Medio M9-glucosa

Componente Concentracion
5X Sales M9 200 ml/L
MgS04*7H,0 2 mM
CaCl; 0,1 mM
Glucosa 0,4 g/L
Casaminoacidos 0,2¢g/L
Agar 3% * 500 ml /L

Los componentes (ya estériles) se agregaron en orden descendente desde su
solucidn de stock. *Solo suplementado para medio sélido.



Tabla 3.3: Soluciones Stock

15

. Método de
Solucion Componente -
esterilizado
64 g/L Na2HPO4.7H20
15 g/L KH2PO4
5X Sales M9 2.5 g/L NaCl Autoclave
5 g/L NH4CI
Disueltos en agua destilada
30 g/L agar
Agar 3% ] ] Autoclave
Disuelto en agua destilada
1 mol MgSO4*7H>0
MgSO4+*7H20 (1M) ) ] Autoclave
Disuelto en agua destilada
1 mol CaCl;
CaCl, (1M) Autoclave

Disuelto en agua destilada

Glucosa 20% p/v

200 g /L Glucosa

Filtro en trompo

Disuelto en agua destilada 0,22 um
12 g/L _
o ) ) Filtro en trompo
Metionina (1000X) | Disuelto en agua de cromatografia 092
, m
(Merck) :
15¢g/L _
] ) ) Filtro en trompo
L-leucina (500 X) Disuelto en agua de cromatografia
0,22 pm
(Merck)
0,1 mol IPTG )
) ) Filtro en trompo
IPTG (0,1 M) Disuelto en agua de cromatografia
0,22 pm
(Merck)

L-Arabinosa (1M)

1 mol L-Arabinosa
Disuelto en agua de cromatografia
(Merck)

Filtro en trompo
0,22 pm
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3.3 Seleccion y disefio de sgRNAs

La seleccion y disefio de los SgRNASs se realizd mediante el método descrito por
(Larson et al., 2013) para tener una asociacion dirigida a la hebra no templado.
Dentro de la secuencia nucleotidica del gen de interés se marcaron todos los sitios
PAM disponibles de 5’ a 3’ (sitios CCN), identificando los sitios contiguos como
candidatos a secuencia destino. Se analizaron y seleccionaron los candidatos a
destino como las 18-22 bp contiguas a la secuencia PAM que se encontraban
dentro de los primeros ~156nt del CDS (i.e. contando desde el ATG). De estas
secuencias, se eligieron solo aquellas que terminaban con una C o una T con el fin
de que el sgRNA comience con la A o G (correspondiente al nucleotido +1 de la
transcripcion del sgRNA) dado que aumenta la transcripcion desde el promotor
usado (Qi et al., 2013). Cabe destacar que, la secuencia del SRNA es la reversa

complementaria de la secuencia destino escogida.

3.4 Transformaciones simples y Co-transformaciones

Las células ya competentes y almacenadas a -80°C fueron dejadas en hielo durante
20 minutos, tiempo necesario para su descongelacion. Para transformaciones
simples, se agregd un volumen de 1 ul de plasmido (concentracion ~1ng/ul) a los
50 ul de E.coli ToplO (Invitrogen) quimiocompetentes revolviendo muy
suavemente. En el caso de co-transformaciones, se tomaron 100 ng totales de cada
plasmido, se mezclo y se completd con agua de cromatografia (Merck) hasta
obtener un volumen final de 6 ul, los que se agregaron en su totalidad a los 50 pl
de E.coli Topl0 (Invitrogen) quimiocompetentes revolviendo muy suavemente.
Las células se incubaron en hielo durante 25 minutos y se realizd un heat-shock a
42°C por 1 minuto, luego del cual se volvieron a incubar en hielo
aproximadamente 2 minutos mas. Se agrego un volumen de 250 pl de medio LB a
cada transformacion e incubd con agitacion a 37°C y 250 rpm. El tiempo de
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incubacidn para la transformacion simple fue de 1 hora, luego del cual se plaqued
un volumen de 25 pl de células transformadas en medio LB soélido suplementado
con antibiotico. En el caso de las co-transformaciones, el tiempo de incubacion fue
de 1,5 horas, luego del cual se plaque6 un volumen de 150 pl de células
transformadas en medio LB sélido suplementado con antibidticos. Cabe destacar
que se agregd 5mM de arabinosa al medio de recuperacion y placas al co-
transformar con mas de un plasmido segregante (SEG), con el fin de aumentar el
nimero maximo de copias del plasmido dentro de las células. Las placas se
incubaron a 37°C overnight (~12-16 horas), tiempo necesario para la formacion de

colonias.

3.5 Segregacion de plasmidos en colonias

La segregacion de plasmidos para la creacion de subdominios en colonias
bacterianas, se realiz6 mediante el método descrito por Nufiez et al. (2016),
adjunto a esta tesis. El proceso de segregacion consiste en la formacion de linajes
diferenciados, en dominios bien definidos de colonias bacterianas en crecimiento,
que se definen por la expresion de funciones diferentes en cada linaje celular. La
segregacion se basa en la presencia inicial de dos variantes de un plasmido en la
célula fundadora, la cual a medida que se multiplica se ve obligada a conservar
solo una de estas variantes, produciendo un proceso de segregacion aleatoria en

diferentes subsectores de la colonia a medida que ésta crece.

Se co-transformd con dos plasmidos segregantes (SEG) y se incubd a 37°C
overnight (~12-16 horas) hasta la formacion de colonias. Se comprobo mediante
microscopia de fluorescencia que las colonias expresaran las proteinas
fluorescentes usadas como marcador para cada plasmido SEG. Se selecciond una
colonia co-transformada y se incub6 durante 5 horas a 37°C con agitacion (250

rpm) en medio LB liquido suplementado con arabinosa y los antibidticos
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correspondientes a cada plasmido. Una vez incubadas las células, se obtuvo un
pellet mediante centrifugacion a 3000 RPM por 10 minutos. Las células fueron
resuspendidas en 5 ml de LB fresco con un solo antibidtico, comun a ambos
plasmidos SEG. Se diluyd 1:5000 con el mismo medio, y se plaqued 10ul por
placa de medio solido suplementado con el antibiotico comdn. Se incub6 a 37°C
overnight (~12-16 horas) hasta la formacién de colonias.

Cabe destacar, que en el caso de co-transformaciones de mas de un plasmido SEG
y un pldésmido no segregante accesorio, el medio se suplementdé con los

antibioticos correspondientes.

3.6 Microscopiay fluorescencia

La observacion de colonias y sus subdominios especificos fue realizada mediante
técnicas de microscopia de epifluorescencia en un microscopio Nikon Ni con
objetivo 4X y 2X. Los filtros usados para la observacion de las proteinas de
fluorescencia fueron: mTurquoise2 (ex: 425-445 nm; dichroic: 455 nm, em: 465-
495 nm). GFP (ex: 465-495 nm; dichroic: 505 nm, em.: 515-555 nm), mVenus
(ex: 490-510 nm; dichroic: 515 nm, em 520-550 nm), mCherry (ex: 540-580 nm;
dichroic 600 nm, em: 605-695 nm).
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RESULTADOS

4.1 Sistema de construccion modular y combinatorial de vectores

Con el fin de realizar ensamblajes rapidos, combinatoriales y simples de diferentes
unidades transcripcionales (TUs), se crearon vectores conteniendo el sistema
UNSes (Torella et al., 2014). Todas las TUs utilizadas en el desarrollo de este
trabajo fueron ensambladas entre sitios de UNSes. Especificamente, se ocuparon
los sitios UNS1, UNS2, UNS3, UNS4 y UNSX (Torella et al., 2014) como
secuencias separadoras de las TU utilizadas. Los primers ocupados para la
amplificacion de las TU y posterior ensamblaje via Gibson Assembly (Gibson et
al., 2009), fueron los correspondientes a los sitios UNSes y se encuentran
detallados en el Anexo B. Lo anterior permitio el intercambio rapido y econémico
de las TUs, sin la necesidad de pedir nuevos primers para cada ensamblaje.

Las secuencias de los vectores construidos en el desarrollo de esta tesis se
encuentran en Drive:
https://drive.google.com/open?id=0BywLtxOpuhLid3NxaldYT0Q3Z1E

Serie ColE1 (dadores de TUs) Serie SEG

E‘E SEGOC
Carb b
ChlorR Fori
U3y
@ pSC101 Kan mTurquoise2
ColE1  Carb
Carb Carb
U4l
ChlorR F ori ChIorR F ori

ColE1 Carb

mCherry
Serie pAct

ColE1 Carb
ChlorR F ori

Figura 4-1: Esquema representativo de los tipos de vectores desarrollados.
Izquierda, serie de vectores ColE1 utilizados para caracterizacién y ensamblar
TUs; Centro, serie pAct utilizados para ensamblar vias multigénicas; Derecha,
serie de vectores SEG utilizados para expresion de mdaltiples genes en grupos
celulares definidos dentro de colonias.
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4.2 Regulacion de genes mediante sistema CRISPRi/dCas9

Con el fin de regular vias metabdlicas con el sistema CRISPRi localizado en los
vectores de ensamblaje modular desarrollados en esta tesis, se disefiaron diferentes
sgRNAs para regular la sintesis de violaceina a partir de un operén de 5 genes
(Vio A, B, C, D y E) (August et al., 2000) localizados en otro vector llamado
VioABCDE. Se eligio este ensayo dado que la produccién de violaceina produce

una pigmentacion violeta en las colonias que es facil de observar.

Especificamente, se disefiaron cinco plasmidos: dos expresando sgRNAs con
secuencia de destino al gen VioA (sgRNA-VioAa y sgRNA-VioAb), dos
expresando sgRNAs con secuencia de destino al gen VioC (sgRNA-VioCa y
sgRNA-VioCb) y un control sin sgRNA. Los cinco vectores se ensamblaron como
plasmidos segregantes (SEG) con sfGFP, el sgRNA correspondiente bajo
promotor constitutivo y dCas9 bajo promotor inducible por IPTG (pLac) (Figura
4-2).

sfGFP dCas9 sgRNA

SVioC
pLac

sgRNA-VioAa
sgRNA-VioAb
sgRNA-VioCa
sgRNA-VioCb

JUUUY

sgRNA-control

VioA VioB VioC VioD VioE

VioABCDE Lapmy o pm o «mn ame T

Figura 4-2: Estructura de los vectores utilizados en la comparacion del efecto
de diferentes sgRNAs sobre el operdn de violaceina. Arriba, vector SVioC
conteniendo sfGFP, sgRNA y dCas9 en una copia por célula; abajo, vector
VioABCDE conteniendo el operdn policistronico de los cinco genes involucrados
en la sintesis de violaceina.
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Una vez ensamblados y secuenciados, los vectores se cotransformaron con el
plaésmido VioABCDE que contiene el operén de violaceina. Las colonias
resultantes se plaquearon en placas con IPTG y se compar6 su coloracion para

elegir el sgRNA con mejor efecto.

De los cuatro sgRNAs con secuencia destino en el operdn de violaceina, solo tres
tuvieron efecto sobre la coloracion de las colonias cuando fueron co-transformados
con el plasmido VioABCDE (Figura 4-3). Ambos sgRNASs con secuencia destino
en el gen VioA (sgRNA-VioAa y sgRNA-VioADb) y solo uno de los sgRNAS con
secuencia destino en el gen VioC (sgRNA-VioCa) lograron bloquear
efectivamente la produccion del pigmento, mientras que el segundo sgRNA con
secuencia destino en el gen VioC (sgRNA-VioCb) no produjo efecto alguno en la
pigmentacion de la colonia. Las colonias co-transformadas con el plasmido control
(sin sgRNA) no tuvieron efecto en la pigmentacion. Estos resultados demostraron
no solo que el sistema CRISPRi en los plasmidos modulares desarrollados
funciona de manera correcta sino también que este es capaz de regular vias

metabolicas localizadas en otros pldsmidos.

A B C
*oee

sgRNA-VioAa sgRNA-VioAb sgRNA-VioCa sgRNA-VioCb sgRNA-control

D E

Figura 4-3: Regulaciébn CRISPRi/dCas9 de la produccion del pigmento
violaceina. Colonias de E.coli TOP10 co-transformadas con plasmido VioABCDE
y SEG con diferentes sgRNAs: A, VioAa; B, VioAb; C, VioCa; D, VioCb; y E,
control. Escala 500 pm.
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4.3 Regulacion de genes en subdominio especifico mediante sistema

CRISPRIi/dCas9

Con el fin de testear la regulacion de genes de manera temporal y espacial, se co-
transformaron colonias con los plasmidos VioABCDE, SEGOC (SEG vacio) y
SVioC (sgRNA-VioCa), cuyo efecto se comprobo en la seccion 4.2 (Figura 4-3).
Las colonias co-transformadas con SVioC, SEGOC y VioABCDE fueron
sometidas a un ensayo de segregacién (descrito en seccion 3.5) que permite crear
dominios celulares definidos en el interior de colonias bacterianas (ver articulo
Nufiez et al., 2016 adjunto al final de esta tesis por mayor informacion). Se utilizo
IPTG para regular temporalmente la transcripcion de dCas9 y asi bloquear la
sintesis de violaceina desde el operdon localizado en el plasmido VioABCDE
(Figura 4-4 A). Los efectos sobre la coloracion de las colonias fueron observados
mediante microscopia de campo claro, mientras que la localizacién espacial del
plasmido SVioC fue observada mediante fluorescencia asociada a la expresion de

la proteina sfGFP.

A J— EGOC
sfGFP dCas9 ngNA
$VioG g TL{T]] T e LT T: ‘

pLac

VioA VioB VioC VioD VioE

VioABCDE Lagmp =g am ~mn ~mo L

Figura 4-4: Regulacion de la via de sintesis de violaceina en espacio y tiempo.
A, Estructura de los vectores SVioC y VioABCDE. B, esquema de la organizacion
espacial de los vectores y la regulacion en subdominios especificos (imagen de
microscopia de fluorescencia y campo claro). Escala 200 pum.

La microscopia de campo claro mostré la segregacion efectiva de los plasmidos
sVioC y SEGOC en cada subdominio de la colonia, pudiéndose observar
claramente pigmentacion de VioABCDE solo en el sector del plasmido SEGOC

(Figura 4-4 B). En el subdominio perteneciente a la presencia del plasmido sVioC,
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se observo el blogueo de la produccién del pigmento violaceina, acusado por la

falta de coloracion.

Por su parte, la microscopia de fluorescencia evidencio la presencia de la proteina
sfGFP (plasmido sVioC) en el subdominio de la colonia con decoloracion (Figura
4-4 B). Estos resultados demostraron que el sistema CRISPRi modular aqui
desarrollado, es capaz de regular la expresion génica de manera temporal y

espacial en el contexto de un sistema multicelular.

4.4 Regulacion de la via metabdlica de metionina mediante

CRISPRi/dCas9

Con el objetivo de evaluar la eficacia del sistema CRISPRi modular (para la
regulaciéon de vias metabdlicas localizadas en el genoma) se disefiaron sgRNAs
con secuencia destino en cuatro partes diferentes del gen codificante para la

enzima encargada de la produccion de metionina (metA).

Primero, se evalu6 la eficacia de distintos sgRNAs en la regulacion de metA a
través de un ensayo de fluorescencia. Especificamente se disefiaron cuatro
plasmidos con dCas9 bajo un promotor inducible por IPTG (pLac), el sgRNA
correspondiente bajo promotor constitutivo y una proteina de fusion metA-sfGFP
bajo promotor constitutivo. La proteina de fusion fue fabricada con un fragmento
de 156bp de metA fusionado a sfGFP con el objetivo de caracterizar la eficiencia
de los cuatro candidatos de sgRNA disefiados para bloquear su transcripcion
(Figura 4-5).
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[ > sgMetd
[ sgMetc
B soMetb
dCas9 B soMeta

metA:GFP

lacl CarbR

Figura 4-5: Estructura de los vectores pCh-met utilizados en la regulacion del
gen metA.

Se seleccionaron colonias con los vectores clonados y se crecieron en medio solido
M9-glucosa (sin casaminoacidos y suplementado con metionina) con y sin IPTG.
Se observd mediante microscopia de fluorescencia la expresion de la proteina
sfGFP en colonias para caracterizar la eficiencia de cada sgRNA disefiado,
evidenciandose la disminucion de la expresion de la proteina sfGFP con la
induccion de dCas9 (por IPTG) en todas las colonias con los vectores testeados

(figura 4-6).

sgMeta sgMetb  sgMetc sgMetd

Figura 4-6: Colonias E. coli TOP10 transformadas con cuatro plasmidos pCh-
met conteniendo los cuatro sgRNASs con secuencia destino en el gen metA:
sgMet-a, sgMet-b, sgMet-c y sgMet-d. Arriba, colonias en ensayo control (sin
IPTG); abajo, colonias tratadas con IPTG. Escala, 500 pum.

Control

IPTG
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Posteriormente, se inocularon diez colonias transformadas con cada vector
(dilucidn 1:1000) y fueron crecidas por 24 horas en medio liquido M9-glucosa (sin
casaminodcidos y suplementado con metionina) con y sin IPTG para su
caracterizacion en lector de placa. Se cargaron en placas de 96 pocillos 200 pL de
medio inoculado y se midi6 la expresion de la proteina sfGFP mediante

fluorescencia en un lector de placas Synergy HTX (Biotek).

El analisis de fluorescencia corrobord los resultados mostrados mediante
microscopia. Se observd disminucién de la expresion de la proteina sfGFP con la

induccién por IPTG de dCas9 en todos los vectores testeados (Figura 4-7).

I Control IPTG

- I

sgMeta sgMetb  sgMetc sgMet d

"

o
n

Normalized fluorescence intensity

o

Figura 4-7: Expresion de sfGFP luego de 24 horas de tratamiento con IPTG.
Las barras de error representan la desviacion estdndar de cada muestra. Se
midieron 10 colonias por muestra.
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El andlisis de fluorescencia mostré que los cuatro sgRNAs disefiados fueron
efectivos al bloquear la expresion de la proteina de fusion metA-sfGFP fabricada,
por lo que se eligid arbitrariamente el vector sgMet-a para el trabajo en ensayos
posteriores. Estos resultados demostraron que el sistema CRISPRI era capaz de
regular la expresion de un gen deseado, metA. Posteriormente, se teste6 si la
regulacion de la copia del gen metA localizada en el genoma era suficiente para

regular el crecimiento celular.

Primero, se crecio overnight una colonia transformada con el vector sgMet-a y se
inoculd (dilucion 1:1000) en medio liquido M9-glucosa sin casaminoacidos. El
medio inoculado se dividié en 18 tubos bacterianos con 5ml cada uno y se
suplementd la mitad de ellos con metionina, afiadiendo a cada par de tubos +/-Met
una concentracion distinta de IPTG. Se incubd por 40 horas a 37°C con agitacion y
se tomaron cuatro réplicas de 200 pL por cada tubo para su caracterizacion en
lector de placa. Se midio el efecto de un gradiente de induccion de dCas9 en el

crecimiento celular en cultivos con y sin metionina.

Las muestras sin suplementacion del aminoacido exhibieron decaimiento en
OD600 con la induccion de dCas9. Particularmente, se pudo observar un
decaimiento abrupto de la OD cercano a los 0.01M IPTG, luego del cual no existe
crecimiento bacteriano significativo (Figura 4-8). Estos resultados demostraron la
eficacia del sistema CRISPRi modular en el control de crecimiento celular a través

de la regulacién de la via de sintesis del aminoacido metionina.
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Figura 4-8: Regulacion del crecimiento (OD600) mediante la inhibicion de la
expresion del gen metA en respuesta a la induccion por IPTG del sistema
CRISPRIi/dCas9. A, medio suplementado con metionina; B, medio sin metionina.
Las barras de error representan la desviacion estandar de cada muestra.

El analisis de la absorbancia (OD600) mostré que la induccién de la proteina
dCas9 en presencia de medio suplementado con metionina no tiene efectos
significativos en el crecimiento de las bacterias transformadas. Estos resultados
demostraron que los efectos en el crecimiento (OD600) son producto de la
regulaciéon del gen metA via CRISPRi/dCas9, y no a la presencia de la proteina
dCas9 o IPTG en el medio.

4.5 Auxotrofia inducible a metionina a través de CRISPRi/dCas9

La construccién de un regulador CRISPRi de la sintesis de metionina es
equivalente a un fenotipo auxotrofo a metionina, pero reversible y controlable.
Aprovechando las ventajas de este fenotipo, se tested la regulacion del crecimiento
celular con control temporal y espacial. Para ello, primero se construyeron y
testearon cuatro plasmidos segregantes con proteinas fluorescentes como
marcadores: dos con mCherry (con y sin sSgRNA) y dos con mTurquoise (con y sin

SgRNA). La secuencia destino de estos sgRNAs corresponde en ambos casos a
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metA. Ademas, se construy6 un plasmido actuador (pAct6) que contiene el gen
Lacl bajo promotor constitutivo y dCas9 bajo promotor inducible (pLac) para

tener regulacion temporal de CRISPRi via IPTG (Figura 4-9).

A B siimva s8Ma
mCherry sgMet-a  mTurquoise2  sgMet-a
‘ \ |Tet | | Tet I
L D
+ temporal switch
SEG11 SEGS8
mCherry mTurquoise2
[ 1] o =
or D L
[T ] pACtS
lacl dCas9
pLac
g
Kan

Figura 4-9: Regulacion espacial y temporal del sistema CRISPRI. A, esquema
de la organizacion de los vectores. B, estructura de los vectores utilizados en los
ensayos de regulacion CRISPRI de la sintesis de metionina.

Cabe destacar que los plasmidos segregantes SEG8 y S8Ma, al igual que SEG11y

S11Ma, solo se diferencian en la presencia de sgMet-a.

Se co-transformo el plasmido pAct6 con cada uno de los plasmidos segregantes
construidos (SEG11, S11Ma, SEG8, S8Ma) con el fin de cuantificar el efecto de
los sgRNAS en la sintesis de metionina bajo diferentes condiciones. Dos colonias
por co-transformacién fueron tomadas y crecidas overnight a 37°C y en agitacion
en LB suplementado con kanamicina y cloranfenicol. Luego, cada cultivo fue

inoculado (dilucién 1:1000) en 8 ml de medio M9-glucosa (sin casaminoacidos)
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con ambos antibioticos, y se suplemento la mitad de éstos con metionina. Todos
los cultivos liquidos se dividieron en dos cultivos de 4ml cada uno, y se indujo la
mitad de estos con IPTG, obteniendo cuatro combinaciones para cada co-
transformacion (+met/+IPTG, +met/-IPTG, -met/+IPTG, -met/-IPTG). Se incubo
24 horas a 37°C con agitacién, y 200ul por cada tubo fueron cargados en placa de
96 pocillos por duplicado. Se midi6 OD600 en lector de placas Synergy HTX
(Biotek).

El andlisis de la absorbancia (OD600) de las cuatro co-transformaciones de
plasmidos segregantes con pAct6é no mostré alteraciones significativas en el
crecimiento para las condiciones testeadas a excepcion del medio suplementado
solamente con IPTG, donde solo las bacterias transformadas con plasmidos que
contenian los sgRNAs con secuencia destino en el gen metA mostraron una

inhibicion de su crecimiento (Figura 4-10).

Se observo que en el control (medio sin suplementacién de IPTG ni metionina)
todas las co-transformaciones tuvieron un crecimiento hasta aproximadamente
OD600 0,7. En el medio con suplementado Gnicamente con metionina (Figura 4-
10 C) y suplementado con metionina e IPTG (Figura 4-10 D), se observo un
comportamiento similar al del control, en el que todas las co-transformaciones
alcanzaron un crecimiento superior a los 0,6 de OD600. Por su parte, en el medio
suplementado Unicamente con IPTG (Figura 4-10 B) se pudo observar una
inhibicién significativa del crecimiento para las bacterias co-transformadas con

S8May S11Ma, y un crecimiento normal para las co-transformadas S8 y S11.
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Figura 4-10: Crecimiento celular (OD600) de las cuatro co-transformaciones
de plasmidos SEG (SEG11, S11Ma, SEG8, S8Ma) con pAct6. A, control,
medio MO9-glucosa sin suplementacion de IPTG ni metionina. B, medio
suplementado con IPTG. C, medio suplementado con metionina. D, medio
suplementado con IPTG y metionina. Las barras de error representan la desviacion
estandar de cada muestra.

Se mostrd que los efectos en el crecimiento (OD600) en la condicién B, se deben
directamente a la presencia de los sgRNASs con secuencia destino en el gen metA
en combinacion con dCas9 (inducida por IPTG). Efecto que es superado en otras
condiciones por la falta de dCas9 (no suplementacién de IPTG: condicion A 'y C),
0 por la suplementacion externa de metionina en el medio (que suple la

incapacidad de las células de produccion de metionina: condicion D).
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Ademas, es posible observar que la suplementacion externa de metionina en el
medio (condicion C) no afecta de manera significativa al crecimiento celular.
Estos resultados demostraron que la auxotrofia inducible via CRISPRi se mantenia

en los nuevos vectores segregantes.

4.6 Regulacion del crecimiento en espacio y tiempo de poblaciones

bacterianas

A modo de prueba de concepto de la regulacion de procesos con control temporal
y espacial en el contexto de sistemas multicelulares, se utilizd este sistema
CRISPRI localizado en plasmidos segregantes para la regulacion del crecimiento
en grupos de células definidos al interior de colonias bacterianas. Para ello, se
siguio el protocolo para la segregacion de plasmidos en colonias bacterianas de la

seccion 3.5.

Se co-transformo con los plasmidos pAct6, SEG8 y S11Ma, donde los dos ultimos
corresponden a los plasmidos segregantes. Una colonia co-transformada se crecid
a 37°C con agitacion en LB ligquido suplementado con kanamicina, tetraciclina,
carbenicilina y arabinosa. Luego de 5 horas de incubacién, se hizo un pellet con
las células mediante centrifugaciéon a 3000 RPM por 10 minutos. Las células
fueron re-suspendidas en 5 ml de LB fresco con cloranfenicol y kanamicina. Se
diluy6 1:5000 con el mismo medio, y se plaquearon 10ul por placa de M9-glucosa

solido sin casaminoacidos y con los antibioticos cloranfenicol y kanamicina.

Las placas se dividieron en cuatro grupos para su tratamiento:
- Suplementadas con metionina e IPTG.
- Suplementadas con IPTG antes de plaquear.

- Suplementadas con IPTG luego de 8 horas de incubacion.
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- No suplementadas (control).

Luego de 24 horas de incubacién a 37°C, se reforzé con IPTG los grupos ya
suplementados. Tanto el refuerzo de IPTG como la induccion a las 8 horas fueron
llevados a cabo mediante la adicion de 10ul de 0.1M IPTG alrededor de la colonia.
Las colonias resultantes se fotografiaron 48 horas después de su inoculacion en las
placas mediante microscopia de fluorescencia, segun lo descrito en la seccion 3.6.
Tanto las colonias suplementadas con metionina e IPTG como las no
suplementadas (Figura 4-11: condicion A y D) exhibieron un crecimiento normal
luego de 48 horas de incubacion a 37°C. En ellas, fue posible observar los dos
subdominios de plasmidos segregantes, SEG8 y S11Ma, marcados con la
presencia de las proteinas mTurquoise2 y mCherry, respectivamente (ver Figura 4-
9).

Por su parte, los grupos de colonias suplementadas con IPTG antes de plaguear y a
las 8 horas de incubacion (Figura 4-11: condiciéon B y C) mostraron una
disminucion del crecimiento en el subdominio del plasmido segregante S11Ma, lo
que dio como resultado colonias de morfologia no circular luego de 48 horas de

incubacion.

IPTG Oh + Met IPTG Oh IPTG 8h Control

Figura 4-11: Regulacion del crecimiento en grupos de células definidos al
interior de colonias bacterianas. A, suplementadas con metionina e IPTG, B,
suplementadas con IPTG antes de plaquear. C, suplementadas con IPTG luego de
8 horas de incubacion. D, no suplementadas (control). Escala 500 pm.
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Se observa que el cambio del crecimiento normal de la colonia se presenta
unicamente en las condiciones de induccion con IPTG, es decir cuando se activa la
produccién de la proteina dCas9, permitiendo que se junte con el otro elemento
regulador CRISPRI: sgMet-a. Efecto no observable al suplementar el medio con
metionina externa (Figura 4-11: condicion A), ya que a pesar de existir el bloqueo
en la via de produccion de metionina por el sistema CRISPRi/dCas9, las células
logran crecer normalmente gracias al consumo de ésta directamente desde el

medio.

Por otro lado, con el objetivo de demostrar que la inhibicién del crecimiento en
uno de los subdominios obedece a una respuesta asociada directamente a la
presencia de los elementos reguladores modulares CRISPRi y no a la accion de
alguna proteina fluorescente especifica, se repitié el procedimiento para la co-
transformacion de pAct6, S8Ma y SEG11. En ella, el elemento modular del
sistema CRISPRI (sgMet-a) ubicado dentro de uno de los plasmidos SEG en la
primera parte descrita (S8Ma), fue transferido al otro plasmido segregante
(S11Ma), con el fin de que ambas proteinas marcadoras, de forma paralela,
estuvieran asociadas al plasmido con sgMet-a.

Es importante recordar que los plasmidos segregantes SEG8 y S8Ma, al igual que

SEG11y S11Ma, solo se diferencian en la presencia de sgMet-a.

Los resultados de este experimento mostraron ser muy similares a los obtenidos en
la primera parte, tanto en controles (Figura 4-12 A, B y C) como en las colonias
inducidas por IPTG (Figura4-12 Dy E).
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Figura 4-12: Regulacion del crecimiento en grupos de células definidos al
interior de colonias bacterianas. A y B, control sin IPTG; C, control SEG11 y
SEGS8 (sin sgRNAS) con IPTG; D y E, efecto de la induccidn via IPTG del sistema
CRISPRI en células expresando mTurguoise2 y mCherry, respectivamente. Escala
500 pm.

La inhibicion del crecimiento por el plasmido S11Ma en las figuras 4-11 y 4-12 se
debe a la produccién de sgMet-a en el subdominio del plasmido y no a la presencia
de la proteina mCherry expresada en el mismo sector. Al igual como la
disminucion del crecimiento por el plasmido S8Ma en la figura 4-12 se debe a la
presencia del elemento modular sgMet-a en el grupo celular especifico y no a la

expresion de la proteina mTurquoise2 en el mismo subdominio.

Finalmente, y con el fin de caracterizar la regulacién temporal del comportamiento
celular en subdominios de las colonias, se hizo un seguimiento de algunas colonias
tratadas con IPTG a las 8 horas. Para ello se fotografiaron colonias no
suplementadas luego de 8 horas de incubacion e inmediatamente después se
suplementd el medio con IPTG. Se incub6 durante 24 horas méas y se repitio el
proceso, es decir, al cabo de 32 horas desde su inoculacion en el medio, las
colonias fueron fotografias y se realizé un refuerzo de estas con el inductor IPTG.
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Se incubo a 37°C por 24 horas més y se tom¢ una Gltima fotografia de las colonias
luego de un total de 48 horas desde la primera induccion con IPTG (Figuras 4-13 'y

4-14).

t=24h IPTG t=48h IPTG

Figura 4-13: Ensayo temporal de la regulacion del crecimiento en grupos de
celulas definidos al interior de colonias bacterianas conteniendo
S11Ma/SEGS. t=0 corresponden a 8 horas de incubacion y el momento de adicion
de IPTG, t=24 corresponde a 24 horas de tratamiento con IPTG y t=48
corresponde a 48 horas de tratamiento con IPTG. Escala 500 pm.
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t=24h IPTG t=48h IPTG

Figura 4-14: Ensayo temporal del efecto del patrdn inicial en la regulacion del
crecimiento en grupos de células definidos al interior de colonias bacterianas
conteniendo SEG11/S8Ma. t=0 corresponden a 8 horas de incubacion y el
momento de adicion de IPTG, t=24 corresponde a 24 horas de tratamiento con
IPTG y t=48 corresponde a 48 horas de tratamiento con IPTG. Escala 500 pum.
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Estos resultados demostraron que el cambio de la tasa de crecimiento celular en el
grupo de células definido al interior de colonia por la presencia del plasmido
S11Ma (/S8Ma) comienza a producirse solo una vez realizada la induccién por
IPTG de la proteina dCas9. Cabe destacar, que el efecto de dicha proteina es
significativo solo en el sector de la colonia con el plasmido S11Ma (/S8Ma) a
pesar de su presencia en la colonia completa (recordar que pAct6 no corresponde a
un plasmido segregante), lo que comprueba la necesidad de la presencia de todos
los elementos modulares del sistema en un mismo sector para lograr el efecto en

cualquier regulacion via CRISPRi/dCas9.

Estos resultados en conjunto demuestran que el disefio modular de las funciones
CRISPRI permiten la rapida implementacion de funciones de regulacién temporal
y espacial de procesos bioldgicos, pudiendo efectuar cambios de manera
predecible en el crecimiento de grupos celulares especificos de sistemas

multicelulares.
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CONCLUSIONES

La biologia sintética propone una vision de la biologia como sustrato programable
a través de funciones que sean abstraibles computacionalmente con el fin de ganar
trazabilidad, predictibilidad y escalabilidad en el disefio de sistemas bioldgicos.
Este enfoque propone a la biologia como un sustrato bioldgico programable a
diferentes escalas. Un ejemplo de esto es el interés por regular procesos bioldgicos
con efectos a escala multicelular (Doursat et al., 2013; Macia & Sole, 2014). La
regulacion de procesos multicelulares abriria nuevos horizontes para la
bioingenieria de, por ejemplo, consorcios bacterianos, 6rganos y biopeliculas. Este
desafio requiere, por un lado, de herramientas para controlar la formacion de
patrones, estructuras y arreglos artificiales de células; y por otro lado, de
mecanismos para la regulacion precisa de procesos bioldgicos al interior de las
células. Aunque este campo aspira a generar diversas capas regulatorias y
mecanismos de control, esta tesis buscé explorar la regulacion directa de procesos
celulares al interior de cada célula y su efecto a nivel global en el contexto de un
sistema multicelular no modificado. Para ello, se desarroll6 un sistema modular de
regulacion de procesos celulares basado en CRISPRI y se utiliz6 en conjunto a un
método generador de estructuras espaciales descrito en Nufiez et al., (2016). Este

sistema permitio la regulacién de una serie procesos en poblaciones bacterianas.

Se incorpord una tecnologia de ensamblaje basada en Gibson assembly y UNSes
que permitié el ensamblaje rapido y de bajo costo de las instrucciones temporales
y espaciales CRISPRI. Este disefio fue exitoso en la regulacion de genes y vias
metabolicas tanto en cultivos sélidos como liquidos. Los elementos genéticos
modulares CRISPRi mostraron un funcionamiento adecuado tanto en la regulacion
de genes individuales y operones a cargo de vias metabolicas de produccion de
pigmentos y aminoacidos. La expresion de la proteina de fusion metA-sfGFP fue

controlada con precision tanto en cultivo sélido como liquido (seccion 4.4). La
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regulacion de vias multigénicas y operones son de vital importancia para la

ingenieria metabdlica y de bioprocesos.

Los ensayos de auxotrofia inducible sirvieron para estudiar la regulacion de un
proceso bioldgico en particular, crecimiento celular, en funcion de los niveles de
induccion del sistema CRISPRi regulando el gen metA y en consecuencia la
sintesis de metionina (secciones 4.4 y 4.5). La regulacién precisa del crecimiento
celular via CRISPRI inducible son de vital importancia para la ingenieria de
dinamicas poblacionales basadas en la regulacion no-lineal del crecimiento en
grupos celulares definidos (e.g. interacciones dinamicas WUSCHEL-CLV en la
regulacién del numero de células madres en el meristema apical de plantas;
Jonsson et al., 2005). En linea con estas ideas, CRISPRi mostrd ser efectivo para la
regulacion de genes en subdominios especificos de colonias. Lo anterior puede
observarse en la seccion 4.3, donde se logra bloquear la produccién del pigmento
violaceina de manera especifica en solo uno de los subdominios de la colonia
como la regulacion del crecimiento en grupos de células especificos en colonias
bacterianas de la seccion 4.5. El crecimiento en cohortes de células bien definidas
dentro del contexto de un sistema celular completo permitié generar cambios en
colonias bacterianas de manera predecible, a través de su combinacién con
técnicas de segregacion para la formacion de subdominios en colonias bacterianas
(Nufiez et al., 2016). Estos resultados demostraron que CRISPRi puede ser
utilizado como método de regulacion de grupos celulares en el contexto de un
sistema multicelular, con gran importancia en la ingenieria de biopeliculas, tejidos
artificiales y consorcios bacterianos artificiales en el que diferentes bioprocesos

quedarian asociados a distintos grupos celulares.

En conjunto, estos resultados permitieron verificar la hipétesis de este trabajo, la

cual establece que el disefio y caracterizacion de funciones CRISPRi modulares
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permite la regulacion predecible del comportamiento celular tanto en cultivo

liquido como en subdominios de colonias bacterianas.
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ABSTRACT: Morphogenetic engineering is an emerging field
that explores the design and implementation of self-organized
patterns, morphologies, and architectures in systems composed of
multiple agents such as cells and swarm robots. Synthetic biology,
on the other hand, aims to develop tools and formalisms that
increase reproducibility, tractability, and efficiency in the engineer-
ing of biological systems. We seek to apply synthetic biology
approaches to the engineering of morphologies in multicellular
systems. Here, we describe the engineering of two mechanisms,
symmetry-breaking and domain-specific cell regulation, as
elementary functions for the prototyping of morphogenetic
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instructions in bacterial colonies. The former represents an artificial patterning mechanism based on plasmid segregation
while the latter plays the role of artificial cell differentiation by spatial colocalization of ubiquitous and segregated components.

This separation of patterning from actuation facilitates the

design-build-test-improve engineering cycle. We created

computational modules for CellModeller representing these basic functions and used it to guide the design process and
explore the design space in silico. We applied these tools to encode spatially structured functions such as metabolic
complementation, RNAPT7 gene expression, and CRISPRi/Cas9 regulation. Finally, as a proof of concept, we used CRISPRi/

Cas technology to regulate cell growth by controlling methionine

synthesis. These mechanisms start from single cells enabling

the study of morphogenetic principles and the engineering of novel population scale structures from the bottom up.

KEYWORDS: morphogenetic engineering, synthetic biology, morphogenesis, CRISPR, modeling

ynthetic biology is changing our perception of biological

systems as a mere source of raw material to a vision of
biology as a programmable substrate for material fabrication,
chemical production, and computing.'™"" The use of design
specifications, computer-assisted mathematical modeling, and
novel DNA fabrication methods have made possible the
engineering of biological functions and systems of increasing
reliability, scale and complexity.”*"*~"® However, the scalability
of circuit size within single cells has been limited by metabolic
burden effects, cross-talk interactions, and genetic instability, a
limitation reflected in the number of engineered components
per cell.'"” Engineering at the multicellular scale has emerged as
a solution to the limitations encountered at the single cell level.
The engineering of multicellular functions has been successfully
used to engineer artificial consortia, patterning, and distributed
computing in microbial systems.””’™>” Defining elementary
functions for morphogenetic engineering could complement

-4 ACS Publications  © Xxxx American Chemical Society

these developments by providing mechanisms for the establish-
ment and maintenance of higher order structures. Morphoge-
netic engineering, is an emergent field founded by Doursat et
al.***” that explores the artificial design of autonomous systems
capable of developing complex morphologies. Its emphasis is
on the programmability and controllability of self-organization
toward the reproducible emergence of collective architectures.
Morphogenetic engineering will be critical for engineering
tissues, microbial consortia, and living functional materials. >
Engineering morphogenetic mechanisms in biological
systems is a challenge that requires the formulation of new
approaches and tools. Morphogenesis involves multiparallel,
collective and emergent processes across different spatial and
temporal scales,””” which makes the process intractable from
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the engineering perspective. Engineering practices rely on
design specifications and elementary functions that are easy to
abstract, simulate and implement with predictable core
components. This provides tractability for the design-build-
test iterative cycle, making the process more informative and
reproducible. Aircraft engineering, for instance, relies on
principles of flight: lift, propulsion and control; whereas birds
integrate these three elementary functions as a whole in their
flapping wings (reviewed in’*”*). Although the use of fixed
wings and the decoupling of lift, propulsion and control seem
unnatural and almost contradictory from the avian flight
perspective, it provides the mechanistic abstractions that makes
the engineering process more tractable. This approach is in line
with the synthetic biology mantra of abstraction, modular
design and principle-based engineering that allows implemen-
tation from characterized core components that fit into the
design specifications of the system. Abstracting the complexity
of biological processes into well-defined elementary functions
has already facilitated the engineering of multicellular
patterns.”"*#*>%3¢  Computational methods for in silico
engineering of shapes from fundamental collective phenomena
have been developed.”® However, the development of tools and
resources for })rototyping morphogenetic mechanisms remains
less explored.””***

Here, we describe the development of computational models
and genetic tools for prototyping morphogenetic mechanisms
in bacterial colonies. With the aim of gaining tractability,
debugging capabilities, and scalability in the process, we have
defined two elementary functions: symmetry-breaking and
domain-specific cell regulation. These are inspired by two
natural process: (i) symmetry-breaking in developing embryos
and (ii) domain-specific organogenesis during flower develop-
ment, a process guided by the colocalization of transcriptional
regulators.*’ We implemented these two functions as a system
of ubiquitous and segregating plasmids that facilitates modular
and combinatorial prototyping of instructions. We also defined
these elementary functions as explicit computational modules
in CellModeller,"** which helped to define important
properties of the system. CellModeller is an individual-based
biofilm modeling platform that computes the growth of
colonies of rod-shaped bacteria from a single initial cell. It
uses a growing rigid-body method to compute the non-
overlapping positions and orientations of elongating cells
subject to minimizing work done in overcoming viscous drag.
This leads to dominant growth at the colony margin. It also
allows simulation of internal cell states such as plasmid content
and effects of plasmid gene expression. We applied these
methods and resources to the programming of bacterial colony
shapes using CRISPRi/Cas9 regulation of cell growth.

B RESULTS AND DISCUSSION

Overview of the Platform: A Two-Step Mechanism for
Morphogenetic Programming. The goal of this work was to
develop a simple system for prototyping morphogenetic
engineering mechanisms. This system would allow starting
from a single cell and controlling shape at the multicellular level
using growing bacterial colonies as simple systems (Figure 1A).
With the aim of having more tractability during the design-
build-test process, we defined two abstract elementary
functions: (i) symmetry-breaking and (ii) domain-specific cell
regulation (Figure 1B). The first step was intended to establish
polarity and domains of cells in the colony; while the second
was intended to regulate cells differentially within these

Principles? Patterning
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b Symmetry
breaking
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cell regulation

Figure 1. Abstract elementary functions for morphogenetic program-
ming. (a) Schematic representation of a morphogenetic engineering
challenge. (b) Adoption of two elementary functions to address this
task: symmetry-breaking and domain-specific cell regulation. (c)
Schematic representation of the two-tier organization of genetic layers
that implement these elementary functions.

domains (Figure 1B). To implement these two steps, we
sketched a two-tier organization model inspired by the ABC
model of flower development that exploits the spatial
coexistence of transcriptional regulators to instruct organo-
genesis'' (Figure 1C). This design would allow the
implementation of instructions by interchanging plasmid
combinations.

Patterning Layer: Symmetry Breaking Function for
the Establishment of up to Four Different Domains Per
Colony. Symmetry-breaking phenomena, as the process of
reducing homogeneity to generate more structured systems,"*
have been intensively studied in chemical, physical, and
biological systems.””**~>° From an engineering point of view,
symmetry breaking is key in establishing the first coordinates
within an otherwise homogeneous system from where higher
order structures and dynamics can be built in search for
increasing functional specialization at different scales.

We implemented a symmetry-breaking step, the first
elementary function, as a system of segregating plasmids
(Figure 2A). This mechanism is based on an artificial tool
created to label multiple cell lineages in growing bacterial
colonies.* These plasmids create domains of cells in colonies
by segregating from a single cell acting as a colony founder
(Figure 2B). This process relies on the segregation of two
plasmids variants containing different antibiotic resistance
genes (e.g, Al or A2), spectrally distinct fluorescent proteins
but a common plasmid backbone with a third antibiotic
resistance gene (e.g, A3) (Figure 2B). When cotransformed
and grown in the presence of antibiotics Al and A2, both
plasmid variants are maintained in the same cell When
transferred to a growth media containing antibiotic A3 only,
cells are unable to distinguish between the two plasmid variants,
leading to a stochastic segregation of these two into different
daughter cells. This creates cell lineages harboring only one of
the two plasmid variants and its corresponding fluorescent
protein (Figure 2C). This system relies on the mechanical
properties of bacterial colony growth* to create radial domains
of cells as colonies grow from a single cell. From a
morphogenetic engineering perspective, we were interested in
the establishment of two to six domains per colony. Colonies
composed of two domains only (ie., bipartite) were of
particular interest due to their simplicity and resemblance to
the process of polarity establishment in developing embryos.*’

We created biophysical models of these processes to guide
the engineering of these patterned colonies (Figure 2C) (see
Supporting Information Movie S1, S2, and S3). We designed a
CellModeller plasmid segregation module to explore the effects
of copy number on the formation of sectors within colonies.
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Figure 2. Genetic implementation of the patterning layer. (a) Schematic representation of the two-tier plasmid organization highlighting the
patterning layer. (b) Schematic representation of the antibiotic-based regulation of plasmid maintenance within cells. Growing cells in the presence
of Al and A2 antibiotics maintains the two plasmid variants (red and green) within cells. These variants segregate in the presence of antibiotic A3
cells due to the presence of an antibiotic resistance gene located in the backbone that is common to both plasmid variants. Thus, cells maintain
plasmids without any preferences for the two variants (either red or green) giving rise to cells containing one or the other (shown as red and green
cells). (c) Schematic representation of copy number effect on the formation of bipartite and multisector colonies. The protocol starts with cells
growing in liquid media containing arabinose, the high copy number inducer. Plating cells (i.e colony forming units) at different points after
removing arabinose from liquid culture permits starting colonies with different amounts of the two plasmid variants. Plating at later stages, when cells
are close to maintain only two copies/cell of the plasmid, increases the likelihood of creating bipartite colonies as shown by CellModeller simulations
and experimental data (bottom). (d) Representative bipartite colonies obtained with this protocol. (e) Epifluorescence image of colonies bearing
different variants of SEG plasmids: SEG8 (blue), SEG9 (yellow), SEG10 (green), SEG11 (red), SEG12 (blue), SEG13 (yellow), and SEGOC/
SEGOT, which do not carry a fluorescent marker in their backbone. (e—g) Colonies showing the segregation of different combinations of two (f),
three (g), and four (h) SEG plasmids. Scale bar, 500 ym.

Biophysical parameters of growth were chosen based on a
previous work to reproduce the growth of colonies in high
resolution confocal microscopy. Growth was restricted to 2-
dimensions for simplicity. Simulations were initiated with a
single cell containing equal numbers (N) of each of two types
of plasmid (2N plasmids in total). On cell division each plasmid

replicated and each daughter cell inherited 2N randomly
selected plasmids with equal probability of each type.
Simulations starting with cells containing 10 (see Supporting
Information Figure S1A) and 4 copies (see Supporting
Information Figure S1B) only produced colonies with multiple
domains. To test this further, we engineered segregation
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plasmids bearing the low copy origin of replication pSC101%*,"°
considered to maintain 4—10 copies per cell. As suggested by
simulations, these plasmids created colonies of multiple
domains and failed to show the formation of bipartite colonies
(see Supporting Information Figure S1C).

According to our model, we needed to reduce the copy
number to an ideal state of 2 copies per cell (one copy of each
of the two plasmid variants) in order to favor the formation of
bipartite colonies with a possibility of 33% (see Supporting
Information Figure SID—F). We used a backbone from the
pDestBAC plasmid,”" whose copy number can be controlled
with arabinose from 1 to ~40 (see Supporting Information
Figure S2A—C). This system allowed us to maintain the two
plasmids in the same cell at medium copy while grown in liquid
culture supplemented with Al, A2, and arabinose (i.e.“plasmid
propagation stage”) and decrease to single copy when
transferred to liquid culture without the arabinose (i.e.“plasmid
copy decay stage”) (Figure 2C). Thus, we could grow single
cells as colony-forming units in solid media at the point when
they contained 2 copies per cell, favoring the formation of
bipartite colonies (i.e., “symmetry-breaking stage”).

We used tetracycline and ampicillin resistance cassettes for
A1—A2 coselection during the plasmid propagation stage; and a
chloramphenicol resistance marker in the backbone as the
common antibiotic resistance for the plasmid copy decay stage
and the symmetry-breaking stage (Figure 2C, see Supporting
Information Figure S2A). We developed a protocol to increase
the probability of generating bipartite colonies by changing the
length of time that cells were maintained in the plasmid decay
stage before being plated onto solid media for symmetry-
breaking (Figure 2C). Two independent experiments indicated
that 180 min of growth at the plasmid decay stage produced the
maximum ratio of bipartite colonies (see Supporting
Information Figure S2D—E). Following this protocol, we
were able to create bipartite colonies reliably (Figure 2C, see
Supporting Information Figure S2F), demonstrating the
implementation of the symmetry-breaking elementary function.
Unexpectedly, we also observed bipartite colonies at earlier
stages when cells were supposed to be in high copy state (see
Supporting Information Figure S2F). This could be due to the
variability on copy number per cell and unbalanced proportion
of plasmid variants in cells grown in liquid cultures. This will
inevitably cause a wider distribution of states at the moment of
plating cells on solid media.

Being able to program a single cell (colony founder) to
trigger morphogenetic changes taking place at the colony level
was essential for our aim of prototyping morphologies from the
bottom up. It was therefore essential to avoid false bipartite
colonies, products of colonies “crashing” into each other during
growth in close proximity. For this, we performed controls to
identify cell dilutions that increase the chances of getting those
unwanted colonies. We found that having a density above 7
colonies/cm® always produced false colonies. We therefore
work with densities below 1—3 colonies/cm?, which we control
by diluting cells accordingly before plating (see Supporting
Information Figure S3).

Next, we created a series of SEG# plasmids carrying different
fluorescent protein genes in their backbone (sfGFP, mTur-
quoise2, mVenus, and mCherry) and no fluorescent markers
(Figure 2D). The use of four different antibiotic resistance
cassettes (kanamycin, spectinomycin, tetracycline, and ampi-
cillin allowed us to segregate different combinations of two,
three, and up to four plasmids (Figure 2E—G). These plasmids

showed no significant effect on cell growth (see Supporting
Information Figure S4). These vectors were also engineered to
contain unique nucleotide sequences “UNS”*’ that facilitate
combinatorial assembly of instructions from a library of
transcriptional units. We created a library of UNS-flanked
transcriptional units containing terminators from a list of
synthetic strong terminators’ (see Supporting Information
Figure SS). These results demonstrate that we could use this
system to control symmetry-breaking of growing bacterial
colonies and establish up to four different cellular states reliably.

Actuation Layer: An Ubiquitously Distributed Plasmid
to Encode Domain-Responsive Functions. Following the
organizational strategies describe in Figure 1, we created
vectors of ubiquitous localization across the colony (Figure 3).

a C SEG11SEG8
| Patterning layer

=
Figure 3. Genetic implementation of the actuation layer. (a)
Schematic representation of the two-tier plasmid organization
highlighting the actuation layer. (b) Schematic representation of the
genetic implementation by the colocalization of the patterning layer
composed of SEG vectors (in blue and red), and actuator layer
composed of pAct ubiquitous vector (in green). (c) Genetic
implementation of this organization by SEG plasmids SEG8 and
SEG11, and actuation plasmid pActl expressing mVenus (in green). A
merged imaged is shown to highlight the colocalization of plasmids.
Scale bar, 500 ym.

pAct 1 Merge
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These pAct vectors contained actuator genes that regulate
different cellular processes in response to or in combination
with other regulators being expressed from the patterning layer
(SEG plasmids). This process corresponds to the second step
in our approach, the domain-specific regulation of cellular
processes (Figure 1B). pAct# vectors were designed as low
copy plasmids (pSC101%,'®) containing UNS sites to facilitate
the combinatorial assembly of transcriptional units. To
demonstrate the ubiquitous and sectored localization of genes
from pAct and SEG plasmids, respectively, we expressed
mVenus from pActl, mTurquoise2 from SEGS8, and mCherry
from SEG11 (Figure 3B,C). These results show how this two-
tier organization can be used to superimpose spatial rules over
ubiquitous functions.

Domain-Specific Regulation of Colonies: Metabolic
Complementation, RNAPT7 Activation and CRISPRi-
Regulation of Gene Expression. To validate the utility of
this two-tier organization, we used it to control a series of
different cellular functions within the created domains. The
concept of domains, along with the maintenance of their
boundaries, has been central to the understanding of biological
morphogenesis (see a review, ref 53). We propose the use of
these domains to assign artificial states and functions to a
different part of the colony. First, we applied it to the domain-
specific complementation of an incomplete metabolic pathway.
We used the five-enzyme metabolic pathway from Chromo-
bacterium violaceum controlling the production of violacein.”* A
synthetic operon containing the five enzymes VioA, VioB,
VioC, VioD, and VioE, was used in these experiments (Figure
4A). We constructed pAct2 carrying genes vioA, B, and E that
catalyze the conversion of tryptophan to prodeoxyviolacein,
which spontaneously become deoxychromoviridans, a green-
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Figure 4. Domain-specific metabolic pathway complementation. (a)
Colony showing violacein production from complete VioABCDE
violacein operon. (b) Colony expressing vioC and vioD genes from
vector AOCD. (c) Colony showing deoxychromoviridans production
from vector pAct2 containing genes vioA, vioB, and vioE. (d) Colony
showing violacein production from the cotransformation of vectors
AOCD and pAct2. (e) Domain-specific metabolic complementation of
violacein synthesis pathway. SEG9 was used as a segregation partner of
AOCD. (f) Segregating control SEG9 and SEGOC on top of pAct2
showed no violacein synthesis. Scale bar, S00 ym.

colored compound®" (Figure 4B). This plasmid was expressed
ubiquitously across the colony producing a faint green color in
cells located in the center of the colony (Figure 4B). Next, we
constructed the segregating plasmid AOCD carrying the genes
vioC and vioD, which was unable to produce any visible
pigment on its own (Figure 4C) but produced a purple
pigment in combination with vioABE due to the conversion of
prodeoxyviolacein to violacein (Figure 4D). When segregated
with SEG9 on top of ubiquitously located pAct2, AOCD
produced violacein in a domain-specific manner as expected
from the complementation of ABE pathway with CD genes
(Figure 4E). No violacein synthesis was observed when SEG9
and pAct2 were combined with control SEGOC (Figure 4F), a
colorless segregating plasmid (Figure 4D).

Next, we explored the segregation of transcriptional
controllers acting on target genes located on pAct vectors.
We created S8T7 segregation plasmid, carrying the RNA
polymerase from phage T7, and pAct3, carrying mCherry gene
downstream of T7 promoter. The T7 RNAP was expressed
from a pLac promoter in order to regulate its expression with a
lacl repressor constitutively expressed from pAct3. We used
IPTG to regulate the expression of mCherry from pAct3 in the
presence of S8T7 (see Supporting Information Figure S6A).
The segregation of S8T7 and SEG9 plasmids on top of pAct3,
located ubiquitously across the colony, showed domain-specific
activation of mCherry upon IPTG induction (Figure SA).
Conversely, control experiment segregating SEG9 and SEG8

failed to induce mCherry from pAct3 (see Supporting
Information Figure S6B). Next, we used split T7 RNAP> to
reduce background expression in the absence of IPTG. We
created a segregating plasmid S8BST7 and ubiquitous plasmid
pAct4 carrying the fo and a fragment of T7 RNAP,
respectively (Figure SB). The segregation of S8BST7 with
SEG11 led to domain-specific spatial regulation while IPTG
provided temporal control of mVenus expression (Figure SB).
This system was shown to activate two target genes
simultaneously (see Supporting Information Figure S6C).

To further explore the utility of our system, we performed
CRISPRi/Cas9 regulation of gene expression in a domain-
specific manner. We targeted VioABCDE synthetic operon to
repress the production of the visible pigment violacein. First,
we made constructs to test different sgRNAs targeting VioA
and VioC genes (see Supporting Information Figure S7), and
selected sgRNA-VioC. Next, we created the segregation vector
SVioC containing constitutively expressed sgRNA-VioC and
dCas9. This construct shut down violacein production in a
domain-specific manner when segregated with SEGOC on top
of the ubiquitously expressed VioABCDE operon (Figure 6A).
All these experiments together demonstrated the versatility of
our system for the spatial and temporal regulation of cellular
functions in bacterial colonies.

Prototyping Morphogenetic Instructions by Symme-
try-Breaking and Domain-Specific Cell Growth Regu-
lation. We applied this toolkit to the creation of a tractable
morphogenetic mechanism in bacterial colonies. We used
CRISPRi/Cas9 regulation of MetA gene expression as a
mechanism to regulate colony growth via induced methionine
auxotrophic cells. First, we designed a series of vectors
containing a Lacl-regulated dCas9 and the constitutive
expression of one of four sgRNAs (sgMet-a, -b, -c, -d) targeting
the metA gene in the genome. These plasmids also included a
S’ fusion of the first 156 nt of MetA to sfGFP as a fluorescent
reporter of MetA expression inhibition (see Supporting
Information Figure S8A). After comparing the inhibition
strength of the four sgRNAs (see Supporting Information
Figure S8B), sgMet-a was selected for CRISPRi-induced cell
growth regulation (see Supporting Information Figure S8C and
D). We added methionine to demonstrate that the effects were
due to MetA regulation and not by dCas9 expression (see
Supporting Information Figure S8D). Following the two-tier
approach, we created S11Ma and S8Ma vectors to segregate
sgMet-a as red and blue domains, respectively, and pAct6 to
ubiquitously express dCas9 under IPTG regulation (Figure 7A
and B). This system was proven successful in the regulation of
cell growth in liquid culture (see Supporting Information
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Figure S9), suggesting that it could be used to induce
morphological mechanism in colonies grown on solid media.
Following the protocol described in previous sections, we
segregated S11Ma/SEG8 or S8Ma/SEGI11 in cells containing
pAct6 (Figure 7A,B), and subsequently treated them with
IPTG, IPTG + methionine, or control solution. We found
striking morphological features that were not obtained in
control treatments (see Supporting Information Figure S10A—
E). We found that the initial pattern of domains significantly
influenced the final morphologies (see Supporting Information
Figure S10F).

To better understand these effects, we created a
CellModeller module that simulates domain-dependent cell
growth in a modular organization followed from the modular
design of elementary functions. We studied the whole process
by simulating the same cell growth regulation step starting from
different colony patterns such as bipartite (see Supporting
Information Movie S4) and multisectored (see Supporting

Information Movie SS) colonies. This facilitates the imple-
mentation and debugging of new mechanisms without affecting
the rest of the components. We used CellModeller to explore in
silico different parameters such as initial sector pattern (..,
bipartite or multisectored colony) and onset time for cell
growth inhibition, such as triggering differential growth rates in
different domains at stage 0, 1000, 5000, and 10000 cells of the
simulations (see Supporting Information Movie S6 to S13).
Growth rates were determined from plasmid copy numbers to
range linearly between 1 (all plasmids promote growth) and 0.5
(no plasmids promote growth). We found that our models
captured remarkably most of the observed morphologies in our
data (Figure 7C—L). We also identified basic structural features
that were over-represented in live and digital colonies (see
Supporting Information Figure S10G). Together these data
demonstrated that our system allows the implementation of
morphogenetic instructions that give rise to reproducible
features through tractable mechanisms. This system could act
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as a platform to compile spatial instructions from elementary
functions and features that would act as building blocks of
morphogenesis.””*® These could be also used to control
concatenated events that can be tuned externally, similarly to
the hierarchical strategies of nanofabrication inspired by
biomineralization principles.”” Ultimately, the process could
be completely self-regulated by feedback signals from global
emergent states. We aim to introduce cell—cell signaling to
implement this global-to-local bidirectional reinforcing and
feedback mechanisms with the aim of engineering self-
organized morphologies and higher order dynamics.

B CONCLUSIONS

Engineering morphogenesis and self-organization is increas-
ingly gaining attention across different fields from biological
sciences to robotics.””*’~**** Programming morphogenesis in
biological systems is essential for constructing living functional
materials,>*° engineering microbial consortia with distributed
functions,”” and implementing distributed computation
schemes.”***° Although artificial patterning mechanisms have
been already developed with remarkable results,*"****>*° the
engineering of morphogenetic mechanisms has remained less
explored.*

Morphogenetic engineers face the challenge of designing
functioning setups in systems with daunting complexity. The
use of tractable instructions and structures could facilitate this
process. We seek to apply synthetic biology tools and
biophysical modeling to identify elementary functions for
programming morphogenesis in simple biological systems such
as bacterial colonies. Here, we created artificial mechanisms for
patterning and cell differentiation that allowed the regulation of
cellular states within the limits of well-defined areas of the
colony. The two-tier organization to design and characterize
controllers and actuators separately along with the use of
modular functions abstracted into computational models in
CellModeller, will be critical for gaining tractability in the future
implementation of high-level designs from low-level specifica-
tions. These tools could also be combined with evolutionary
computing approaches and directed evolution to explore
emergent behavior and phenotype-to-genotype mappings.

Our system could also be used to benchmark models that
integrate different temporal and spatial scales, a challenge for
multiscale modeling. These tools could be combined with
recent developments™**’ to set morphological instructions
from a single cell recapitulating synthetically what devel-
opmental programs do in embryos. This will increase
tractability in the process of reverse engineering emergent
shapes, providing mechanistic understanding of fundamental
processes underlying natural morphogenesis and development.
Our platform could also be used in microbial ecology studies,
for which sopatial organization plays a crucial role in population
dynamics.”’"% In turn, this could inform the implementation
of new morphogenetic metaphors based on ecological
functions. Starting from single cells offers the possibility of
studying and engineering these phenomena from the bottom
up as truly self-organized processes.

B METHODS

Extended experimental procedures can be found in the
Supporting Information Appendix.

DNA construction. All plasmids were constructed by
Gibson assembly.”” SEG plasmids and vectors containing each

transcriptional unit flanked with UNses were constructed from
backbones yDestBAC and pJT170/2/4/6 series from Pam
Silver’s lab.”" pAct plasmids were constructed from backbone
pSB4KS from the Registry of Biological Parts (MIT). The
VioABCDE synthetic operon was obtained from the 2009
Cambridge iGEM team (http://2009.igem.org/
Team:Cambridge/Project/Violacein). RNAPT7, promoters
and fluorescent proteins were obtained from the Registry of
Parts (MIT). dCas9 was obtained from Luciano Marrafini via
Addgene. All the sequences and plasmids can be found at
Addgene. PCR fragments were amplified using Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (NEB) and visualized using SYBR
Safe (Thermofisher) on a blue LED transilluminator
(iorodeo.com). Purification of plasmids and PCR fragments
was performed using Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System and Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (both of Promega), respectively. Primers were supplied
by IDT (idtdna.com). We used the following primers for
combinatorial assemblies of UNS-flanked genes:

UlIF: CATTACTCGCATCCATTCTCAGGCTG and U2R:
GCTTGGATTCTGCGTTTGTTTCCGTC for genes flanked
between UNS1 and UNS2, U2F: GCTGGGAGTTC-
GTAGACGGAAACAAAC and U3R: CGACCTTGATG-
TTTCCAGTGCGATTG for genes flanked between UNS2
and UNS3, U3F: GCACTGAAGGTCCTCAATCGCAC and
U4R:GACTTTGCGTGTTGTCTTACTATTGCTGG for
genes flanked between UNS3 and UNS4, U4F: CTGACC-
TCCTGCCAGCAATAGTAAG and UXR: GGTGGAAGGG-
CTCGGAGTTGTGG for genes flanked between UNS4 and
UNSS-UNSX.

SEG vectors for assemblies were amplified with 1XCF:
GTCCTGTCTGTGACAAATTGC and UlR: GAGAC-
GAGACGAGACAGCCTGAG; and UXF: CCAGGATAC-
ATAGATTACCACAACTCCG and I1XCR: GAGGGCAAT-
TTGTCACAGGGTTAAG. pAct vectors for assemblies were
amplified with KAGF: TAATTACtaGTCCTTTTCCcgg-
GAGaTcTGGGTATCTGTAAATTCTGCTAGACC and
UlR: GAGACGAGACGAGACAGCCTGAG; and UXEF:
CCAGGATACATAGATTACCACAACTCCG and KAGR:
TACCCAgAtCTCccgGGAAAAGGACtaGTAATTATCAT-
TGACTAGCCCATCTCAATTG.

Growth condition. All transformations were performed on
E. coli Topl0 (Invitrogen) made competent by the CCMB80
method (http://openwetware.org/wiki/TOP10_chemically
competent_cells). DHSZ1 cells were used for the segregation
of three and four plasmids. Cells were grown on LB (10g of
tryptone, Sg of yeast extract, and S g of NaCl dissolved in
deionized water to a final volume of 1 L) or M9-glucose (1 X
M9 salts supplemented with 2 mM MgSO,-7H,0, 0.1 mM
CaCl,, 0.4% glucose, and 0.2% casamino acids; SX M9 salts
contains 64 g of Na,HPO,-7H,0, 15 g of KH,PO,, 2.5 g of
NaCl, and S g of NH,Cl dissolved in deionized water to a final
volume of 1 L), where 1.5% w/v agar were used for solid
culture. For methionine auxotrophy experiments, cells were
grown in M9-glucose supplemented with L-leucine (30 mg/L).
For methionine and inducer applications, we prepared a 1000X
stock solution (12 g/L) of methionine, 0.1 M of IPTG, and 1
M of r-arabinose and filter sterilized them. Antibiotics were
prepared as stock solutions of kanamycin (50 ug/ulL),
carbenicillin (100 pug/uL), tetracycline (10 ug/pLl), or
chloramphenicol (10 pg/uL).

Fluorescence Quantification Using Fluorometry. Fluo-
rescence and absorbance were measured in a Clariostar plate
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reader (BMG LABTECH), with GFP excited at 470—15 nm
and measured at 515—20 nm, RFP excited at 570—15 nm, and
measured at 620—20 nm, and absorbance measured at 600 nm.

Microscopy and Image Analysis. A Nikon Ni microscope
was used for all experiments except for 4-plasmid segregation
experiments. The following filter sets were used for the four
fluorescent proteins used in this study: mTurquoise2
(excitation at 425—445 nm; dichroic 455 nm, emission 465—
495 nm). GFP (excitation at 465—495 nm; dichroic 505 nm,
emission 515—555 nm), mVenus (excitation at 490—510 nm;
dichroic 515 nm, emission $20—550 nm), mCherry (excitation
at 540—580 nm; dichroic 600 nm, emission 605—695 nm).

4-Plasmid segregation images were obtained using an
inverted Zeiss LSM 780 multiphoton laser scanning confocal
microscope. Images were taken using a 10X air objective. stGFP
was excited at 488 nm (argon ion laser), RFP was excited at 561
(HeNe laser), mTurquoise2 was excited at 458 (argon ion
laser), and mVenus was excited at 488 (argon ion laser).
Fluorescence was detected using a 32 anode Hybrid-GaAsP and
two standard photomultiplier tubes. sfGFP emission was
detected between 499 and 580 nm, RFP emission was detected
between 599 and 697 nm, mTurquoise2 emission was detected
between 463 and 581 nm, and mVenus emission was detected
between 526 and 598 nm. The multichannel images were
processed using the spectral unmixing plugin in ImageJ and
then merged.®

Image levels and brightness were applied to the whole image
in Adobe Photoshop (CS6), except for those images that were
used for intensity measurements.

Computational Modeling. All symmetry-breaking and
domain-specific growth regulation modules were created as
python scripts and run in CellModeller (http://haselofflab.
github.io/CellModeller/). All these Python modules and
MATLAB scripts used for data analysis are available at
https://github.com/timrudge/MorphoEngineering.
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ANEXO B: PRIMERS UTILIZADOS

Se utilizaron los siguientes primers para realizar ensamblaje mediante el sistema UNSes:
ULlF: CATTACTCGCATCCATTCTCAGGCTG

U2R: GCTTGGATTCTGCGTTTGTTTCCGTC

U2F: GCTGGGAGTTCGTAGACGGAAACAAAC

U3R: CGACCTTGATGTTTCCAGTGCGATTG

U3F: GCACTGAAGGTCCTCAATCGCAC

U4R: GACTTTGCGTGTTGTCTTACTATTGCTGG

U4F: CTGACCTCCTGCCAGCAATAGTAAG

UXR: GGTGGAAGGGCTCGGAGTTGTGG

Los plasmidos segregantes (SEG) fueron amplificados mediante los primers:
IXCF: GTCCTGTCTGTGACAAATTGC

U1lR: GAGACGAGACGAGACAGCCTGAG

UXF: CCAGGATACATAGATTACCACAACTCCG

1XCR: GAGGGCAATTTGTCACAGGGTTAAG

Los vectores pAct fueron amplificados mediante los primers:
KAGF:TAATTACtaGTCCTTTTCCcggGAGaTcTGGGTATCTGTAAATTCTGCTAG
ACC

UlR: GAGACGAGACGAGACAGCCTGAG

UXF: CCAGGATACATAGATTACCACAACTCCG

KAGR: TACCCAQAICTCccgGGAAAAGGACtaGTAATTATCATTGACTAGCCCAT
CTCAATTG

Los primers especificos para ensamblaje mediante Gibson fueron:

SEGOIR: taatacctaggactgagctagctgtaaact GTTAGTTAGCCCTTAGTGACTCGAATTCG
SEGOIF: tacagctagctcagtcctaggtattatgctagctactagagaaagaggagaaatactag

SMetbR: tctaaaacCTTAAGGTTCTGATCCT Tactagtattatacctaggactgagctagctg
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SMetbF: ctagtAAGGATCAGAACCTTAAGgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggc
SMetcR: aaacGATGCCGAAGAAGATTGAAACTactagtattatacctaggactgagctagctgtc
SMetcF: gtAGTTTCAATCTTCTTCGGCATC Cgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggc
SMetdR: ctaaaacGCCGTCAATTTCTTGCGTactagtattatacctaggactgagctagctgtc
SMetdF: ctagtACGCAAGAAATTGACGGCgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggc
2U3R: tgcTCTAGAagcggccgcGAATTCCGGCTTGGATTCTGCGTTTGTTTCC
2U3F: ACGCAGAATCCAAGCCGGAATTCgcggecgctTCTAGAgC

SEGG6R: tgcagcggcecgctactagtaTATAAACGCAGAAAGGCCCACCCG

SEG6F: GTGGGCCTTTCTGCGTTTATAtactagtagcggccgctgcagg

1U2R: CACGCAAACCTGTGGTCGCC

1U2F: TTATTAGGCGACCACAGGTTTGCGTG

19stR: taggactgagctagctgtaaacttgtgggtccgaattccg

19stF: cggaattcggacccacaagtttacagctagctcagtcctaggtattatgctage

2C3R2: gtgcgattgaggaccttcagtgcccgctactagtatataaacgcagaaaggce

2C3F2: tctgcgtttatatactagtagcgggcactgaaggtcctcaatcgcactgg



