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1. RESUMEN

Las cianobacterias son organismos procariotas fotoautotrofos de gran interés en la
biotecnologia y la biologia sintética, debido a su capacidad de utilizar el CO, atmosférico
y la luz solar como unicas fuentes de carbono y de energia, respectivamente. Uno de los
mecanismos mas utilizados hoy en dia para la modificacion genética de cianobacterias es
el sistema CRISPR-Cas, que permite realizar roturas de doble cadena dirigidas en el
genoma de la bacteria. Estas roturas posteriormente se reparan mediante recombinacion
homologa con un DNA molde, lo que permite insertar mutaciones puntuales o genes
exdgenos en el genoma del organismo. Sin embargo, estos sistemas presentan un
problema: para su utilizacion, es necesario transformar las cianobacterias con plasmidos

de muy gran tamafio, lo que dificulta la entrada del plasmido en la célula.

En este trabajo, se han desarrollado dos estirpes de Synechocystis sp. PCC 6803,
llamadas CPF1 y AsCas12f1, que presentan en su genoma genes que codifican para las
proteinas Cas Cpfl y 4sCas12fl1, respectivamente. Gracias a la presencia de estos genes
en el genoma, no es necesario incluirlos en los plasmidos utilizados, lo que reduce en gran
medida su tamafio. Ademas, se ha comprobado que la presencia de estos genes en el
genoma de Synechocystis no provoca una alteracion de la tasa de crecimiento. Finalmente,
se han construido dos plasmidos que contienen RNAs guia para la proteina 4sCas12f1,
para comprobar la eficiencia de su sistema CRISPR-Cas. Estos RNA guia tienen
insertados los genes lacZa y ccdB, con la intencion de facilitar la seleccion de aquellos
plasmidos que sustituyan estos insertos por secuencias diana. Sin embargo, aunque se ha
demostrado que el sistema con lacZa funciona, el sistema con ccdB no ha dado los

resultados esperados, ya que no se ha producido la muerte celular al inducir su expresion.



2. INTRODUCCION

2.1. Las cianobacterias

Las cianobacterias son un grupo de procariotas Gram-negativas muy diverso
capaces de llevar a cabo la fotosintesis oxigénica. Esa capacidad se debe a su sistema de
pigmentos fotosintéticos, que tiene la capacidad de romper moléculas de agua, lo que
distingue a este grupo de bacterias de los otros dos grandes grupos de bacterias
fotosintéticas: las bacterias verdes y las bacterias purpuras'. Las cianobacterias existen
desde hace mas de 2000 millones de afios?, y fueron uno de los principales responsables

de la transformacion de la composicion atmosférica’

. Ademads, segin la teoria
endosimbiotica del origen de los orgénulos, son las precursoras de los cloroplastos de las

plantas y algas®.

La gran diversidad que presentan las cianobacterias les ha permitido ocupar un
gran rango de nichos ecoldgicos, desde suelos desérticos hasta océanos tropicales®.
Existen varias clasificaciones para las cianobacterias, pero una de las mas aceptadas las
divide en cinco secciones segin su morfologia y el tipo de division celular que llevan a

cabo®.

La cianobacteria utilizada en este trabajo es Synechocystis sp. PCC 6803 (de aqui
en adelante, Synechocystis). Synechocystis es una cianobacteria unicelular de morfologia
esférica que se divide por fision binaria, lo que la sitia en la seccion I de la clasificacion
anteriormente mencionada®. Fue el tercer organismo procariota y el primer organismo
fotosintético del que se secuencid el genoma completo’. Esta cianobacteria ha sido
ampliamente utilizada como modelo para estudiar la fotosintesis, debido a sus ventajas
comparada con otros organismos fotosintéticos. Symechocystis es naturalmente
competente, es decir, es capaz de incorporar espontaneamente fragmentos de DNA del
medio, y es capaz de integrar este DNA en su genoma mediante recombinacién homologa.
Ademas, es capaz de crecer en un amplio rango de condiciones, siendo capaz de llevar a

cabo un metabolismo fotoautétrofo, heterdtrofo o mixotrofo®.

2.2. Aplicaciones biotecnolodgicas de las bacterias

En tiempos recientes, ha surgido un gran interés por el uso de cianobacterias en la
biotecnologia y la biologia sintética. Estos organismos son capaces de generar biomasa
utilizando tnicamente CO; atmosférico como fuente de carbono y luz solar como fuente

de energia mediante la fotosintesis y el ciclo de Calvin-Benson. Por tanto, la manipulacion
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de su metabolismo ofrece la oportunidad de convertir directamente el CO; a productos
quimicos de interés. Ademads, presentan una serie de ventajas sobre otros organismos
fotoautdtrofos como las plantas: son mas eficientes a la hora de convertir la energia solar
a biomasa, y adquieren su carbono a través de un intermediario, el bicarbonato, lo que
permite enriquecer su medio para aumentar la productividad. Por ultimo, presentan una
velocidad de crecimiento mayor que la de las plantas superiores, y dirigen una mayor
cantidad de carbono fijado a los productos de interés al no producir estructuras como

raices y tallos’.

La investigacion hacia la aplicacion de cianobacterias en la bioproduccion se ha
centrado principalmente en los géneros Synechocystis y Synechococcus, con algunos
estudios adicionales sobre otros géneros como Anabaena'®. Hoy en dia, hay disponibles
una gran variedad de técnicas de modificacidn genética en estas cianobacterias,
incluyendo la integracion de genes en el genoma mediante recombinaciéon homoéloga, la
introduccion y mantenimiento de genes mediante plasmidos replicativos y la
modificacién genética mediante el sistema CRISPR-Cas. Algunas estirpes, como
Synechocystis sp. PCC 6803, son naturalmente competentes y pueden incorporar DNA
exogeno por si solas, pero también se pueden utilizar otras técnicas como la conjugacion

o la electroporacion'!.

También es posible modificar los niveles de expresion de los genes, tanto los genes
propios de la cianobacteria como los insertados. Para ello, se pueden utilizar técnicas
como RNAs reguladores, que incluyen los RNAs reguladores pequeiios (SRNAs) y los
riboswitches, o la interferencia CRISPR, que bloquea la transcripcion de un gen de forma
reversible! 12, Para los genes exdgenos, ademds, se puede controlar la expresion mediante
el uso de unos promotores u otros, incluyendo promotores heterologos como el promotor
Piac de E. coli. También se pueden utilizar terminadores de la transcripcion personalizados
para evitar la transcripcion de loci adyacentes, o sitios de unidon a ribosoma (RBS)
combinados artificialmente con promotores diferentes para aumentar la eficiencia de

traduccion'!.

Utilizando estos métodos, se han introducido en Synechocystis y Synechococcus
varias rutas metabolicas de interés, permitiendo la sintesis de productos como etanol,
acido lactico, sacarosa, etileno, isopreno y distintos biocombustibles como biodiésel y
biogas. Para algunos de estos productos puede ser necesaria la expresion de un
transportador para liberar el producto al medio extracelular, mientras que en otros casos
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no es necesario. Inicialmente los niveles de producto alcanzados en el medio extracelular
fueron del orden de microgramos por litro, pero hace unos anos se consiguieron alcanzar
niveles del orden de gramos por litro. Si el producto es toxico, esto implica la necesidad
de retirarlo. Aun asi, la productividad de las mejores cepas sigue estando entre uno y dos
ordenes de magnitud por debajo de la tasa méxima de fijacion de CO; que pueden alcanzar

estas células'®!1314,

2.3. El sistema CRISPR-Cas

El sistema CRISPR-Cas es un sistema de inmunidad adquirida contra elementos
genéticos exdgenos presente en muchas bacterias y la mayoria de las arqueas. Este
sistema estd compuesto por repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) y
las proteinas asociadas a estas repeticiones (Cas, CRISPR-associated proteins). Los loci
CRISPR contienen de forma alterna elementos repetitivos (repeticiones) y secuencias

variables (espaciadores)'>!°.

El mecanismo CRISPR-Cas se divide en tres pasos principales: adaptacion,
expresion y procesado, e interferencia (Figura 1). Durante el paso de adaptacion, las
proteinas Cas reconocen DNA invasor, bien de bacteriéfagos o de plasmidos, e integran
fragmentos cortos de este DNA exo6geno en la region CRISPR como nuevos espaciadores.
La region del DNA exdgeno que se incorpora depende de la presencia de unas secuencias

de DNA llamadas motivos adyacentes al protoespaciador (PAM)!7:1%,

A continuaciodn, ocurre el paso de expresion y procesado. Durante este paso, el
loci CRISPR se transcribe a un transcrito primario largo (pre-crRNA), que luego se
procesa para dar lugar a un conjunto de pequefios RNA CRISPR (crRNA), cada uno de
ellos conteniendo un fragmento repetitivo y una secuencia espaciadora variable
complementaria al DNA invasor. Estos crRNA se combinan con proteinas Cas formando
un complejo efector, que reconoce la secuencia diana en el 4cido nucleico invasor por
hibridacion entre este y la secuencia espaciadora del crRNA. Tras el reconocimiento, se
produce una rotura en el acido nucleico exdgeno, impidiendo su proliferacion y

propagacion'®.

Los sistemas CRISPR-Cas se dividen en dos clases, dependiendo de si el complejo

efector estd formado por una o varias proteinas junto con el crRNA. A su vez, estas dos



clases se subdividen en seis tipos y 33 subtipos, dependiendo de las proteinas Cas que

presentan!®20,
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Figura 1. Representacion esquematica de los tres pasos en los que se divide el sistema

CRISPR-Cas. Reproducido de Gasiunas et al., 20145,

2.4. El sistema CRISPR-Cas como herramienta de ingenieria genética

Alo largo de las ultimas décadas, se han desarrollado varios sistemas de nucleasas
artificiales para la edicion genética. Dos de los mas utilizados son las nucleasas de dedos
de zinc, compuestas por un dominio de uniéon al DNA y un dominio de restriccion del
DNA derivado de la endonucleasa Fokl, y las nucleasas efectoras similares a activadores
de la transcripcion (TALEN), que derivan de una proteina natural de las bacterias del
género Xanthomonas. Ambos tipos de nucleasas reconocen una secuencia especifica de

nucleétidos utilizando como guia una secuencia de amino4cidos?'.

Sin embargo, en los ultimos afios, se ha empezado a utilizar el sistema CRISPR-
Cas como herramienta para la modificacion genética. Comparado con los dos sistemas
anteriormente mencionados, el sistema CRISPR-Cas cuenta con la ventaja de que su

especificidad depende de una secuencia corta de RNA, lo que facilita su aplicacion?!.



El sistema CRISPR-Cas mas utilizado es el sistema de tipo II, que pertenece a la
clase 2. Este tipo de sistema CRISPR-Cas es uno de los mas sencillos, ya que requiere
una sola proteina multifuncién Cas9 para llevar a cabo la rotura del DNA, por lo que este
sistema se suele denominar CRISPR-Cas9?°. El sistema CRISPR-Cas9 requiere tres
componentes para llevar a cabo la restriccion: la proteina Cas9, un crRNA y un segundo
RNA llamado RNA CRISPR transactivante (tracrRNA), que contribuye a la maduracion
del crRNA y a la formacion del complejo Cas9. El crRNA guia a la proteina Cas9 hasta
el DNA complementario a su secuencia, y la proteina Cas9 produce roturas de doble
cadena 3 pares de bases aguas arriba del PAM. En lugar de dos RNA, se puede utilizar un

solo RNA guia (gRNA), que consiste en una fusion del crRNA y tracrRNA?2,

En la mayoria de los organismos eucariotas, tras la rotura de doble cadena, el DNA
se puede reparar por dos mecanismos: recombinacion homologa y uniéon de extremos no
homologos (NHEJ) (Figura 2). La reparacion por NHEJ crea inserciones y deleciones que
provocan un desplazamiento del marco de lectura, eliminando completamente la
expresion del gen afectado. Por otra parte, si se proporciona una secuencia de DNA
homologa a la diana de Cas9, se puede producir la reparacion por recombinacion
homologa. En este caso, se pueden introducir mutaciones puntuales en la secuencia
homologa, que se incorporaran al genoma tras la recombinacion. En algunos procariotas
como Escherichia coli, sin embargo, la reparacion solo se puede producir mediante
recombinacion homdloga, por lo que es necesaria la cotransformacion de la proteina Cas9
y un RNA que la guie junto con un molde de recombinacion con las mutaciones que se

quieran introducir®>*,



DSB
NHEJ HDR
Deletion
Donor template
Insertion l
-> Disruption of target genes -» Transgenes insertion or precise

genome editing
Figura 2. Mecanismos de reparacién de roturas de doble cadena (DSB). Reproducido de

Hryhorowicz et al., 2017%.

Otro sistema CRISPR-Cas que se ha empezado a utilizar mas recientemente es el
sistema de tipo V y subtipo V-A, también perteneciente a la clase 2. Este sistema,
conocido como CRISPR-Casl2a o CRISPR-Cpfl, utiliza una sola proteina Cas para
realizar la rotura del DNA, al igual que el sistema CRISPR-Cas9. Sin embargo, presenta
una serie de diferencias. En primer lugar, la proteina Cpfl solo requiere una molécula de
crRNA. Al contrario que Cas9, Cpfl es capaz de procesar el pre-crRNA sin necesidad de
utilizar un tracrRNA, lo que simplifica el disefio del RNA guia. Ademas, la proteina Cas9
presenta dos dominios nucleasa, cortando cada uno de ellos una hebra del DNA diana.
Cpfl, sin embargo, presenta un inico dominio nucleasa que corta ambas hebras. Las dos
hebras siguen rutas distintas para alcanzar el sitio catalitico, lo que hace que se produzcan

roturas escalonadas®.

El sistema CRISPR-Cpfl presenta una serie de ventajas sobre el sistema CRISPR-
Cas9, mas comunmente utilizado. En primer lugar, en algunos microorganismos como
Streptomyces y cianobacterias, el uso de Cas9 es toxico?®, impidiendo completamente su

uso. Por otra parte, se ha comprobado que, aunque in vitro ambas nucleasas presentan una
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especificidad similar, in vivo la proteina Cpfl produce una menor tasa de efectos off-
target?’-?%. Ademas, la capacidad de procesar pre-crRNA de Cpf1 permite modificar varios
elementos genéticos a la vez utilizando pre-crRNAs con varios espaciadores en un solo
plasmido, mientras que en el caso de Cas9, al ser necesarios varios tractrRNA, hace falta

transformar con varios plasmidos®*-*°,

Sin embargo, tanto CRISPR-Cas9 como CRISPR-Cpfl presentan un problema: el
gran tamafio de los plasmidos utilizados, lo que dificulta la transformacion. Para solventar
este problema, hay varios posibles métodos. En primer lugar, se pueden utilizar sistemas
con proteinas Cas mas pequenas, reduciendo asi el tamafo de los plasmidos. La proteina
Cas12f1 de Acidibacillus sulfuroxidans (AsCas12f1) es una proteina Cas perteneciente a
los sistemas CRISPR de subtipo V-F. Al igual que Cas9, requiere un tracrRNA para
procesar el pre-ctRNA, y ambos RNA pueden fusionarse en un solo gRNA. Esta proteina
esta formada por tan solo 422 aminoacidos, frente a los tamafios de Cas9 y Cpfl, que
suelen superar los 1000 amino4cidos®'. Ademas, presenta una mayor especificidad que
Cas9, y produce una menor cantidad de inserciones y de deleciones grandes, aunque

presenta menor eficiencia’2.

Otra posible solucion es la integracion de los genes que codifican las proteinas
Cas en el genoma del organismo. Con esto, los pldsmidos utilizados ya no necesitan

incluir la proteina Cas, reduciendo asi su tamafio.

3. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Construir plasmidos integrativos para Synechocystis que contengan genes que
codifiquen proteinas Cas.

2. Desarrollar estirpes mutantes de Synechocystis que presenten genes que
codifiquen proteinas Cas en su genoma.

3. Comprobar el efecto de la presencia de estos genes sobre el crecimiento de las
estirpes generadas.

4. Construir plasmidos que contengan gRNAs para comprobar la eficiencia del

sistema CRISPR/Cas en las estirpes generadas.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Organismos y condiciones de cultivo

4.1.1. Escherichia coli

La estirpe de Escherichia coli utilizada en este trabajo es la estirpe competente
DH5a, cuyo genotipo es el siguiente: F @80lacZAMI15  A(lacZYA-
argF)U169 recAl endAl hsdR17(rx", mx") phoA supE44 X thi-1 gyrA96 relA133.

Como medio de cultivo, se utilizd el caldo de lisogenia o medio LB (Lysogeny
Broth), cuya composicion es de 10 g L de triptona, 5 g L' de extracto de levadura 'y 10
g L' de NaCI**. Para el medio solido, se afiadieron ademas 15 g L' de agar. Los
antibioticos utilizados como marcadores de seleccion fueron ampicilina, a una
concentraciéon de 100 pg mL!, espectinomicina-estreptomicina, ambas a una

concentracion de 50 ug mL™!, y kanamicina, a una concentracion de 25 pg mL.

Los cultivos en medio s6lido se llevaron a cabo en placas de Petri y se incubaron
a 37 °C durante al menos 18 horas. Los cultivos en medio liquido, por su parte, se

incubaron a 37 °C con agitacion orbital a 200 rpm durante al menos 18 horas.

4.1.2. Synechocystis
Las estirpes de Synechocystis utilizadas en este trabajo aparecen a continuacion

en la Tabla 1.

Tabla 1. Estirpes de Synechocystis utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Resistencia Referencia
WT Synechocystis sp. PCC - Laboratorio de Luis Lopez
6803 Maury
CPF1 gInN::cpfl:Nat Nat Este trabajo
AsCas12f1 gInN::AsCas12f1:Nat Nat Este trabajo

El medio de cultivo utilizado fue el medio BG11c, compuesto por medio BG11°
suplementado con NaHCOs a una concentracion de 1 g L', Para los cultivos en medio
solido, se afiadio a este medio agar a una concentracion de 10 g L. El antibiético utilizado
para llevar a cabo la seleccion de los transformantes fue nourseotricina, a una

concentracion de 50 pg mL!.

Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 100

mL, con un volumen de cultivo de 20 mL, y se incubaron en agitacion orbital, a 30 °C y
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bajo iluminacion continua de 40-50 pmoles fotones m™ s!. Los cultivos en medio sélido
se realizaron sobre placas de Petri de 50 mL y se incubaron en las mismas condiciones de

temperatura y con una iluminacion de 35 pmoles fotones m= s™!.

4.2. Métodos de biologia molecular

4.2.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

)34

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)’* se llevaron a cabo en un

termociclador T100 (Bio-Rad).

La PCR para amplificar el gen sintético AsCas12f1 se realiz6 en un volumen total
de 50 pL. La mezcla de reaccion contenia 1 uL de DNA molde, 0,5 pL de cada
oligonucleotido 50 uM, 1 pL de desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs) 10 mM, 0,3
nL de polimerasa Q5 (New England BioLabs), 10 pL de tampoén de la polimerasa 5x, y

H>0 miliQ hasta completar el volumen final.

El programa utilizado fue el siguiente: 30 segundos a 98 °C, 30 ciclos de reaccion
y por ultimo 5 minutos a 72 °C. Cada ciclo de reaccidon consistid en una etapa de
desnaturalizacion de 15 segundos a 98 °C, una etapa de hibridacioén de 15 segundos a 62
°C y una etapa de extension a 72 °C cuya duracion dependio de la longitud del fragmento

a amplificar (30 segundos por cada kb).

Las PCR de colonias tanto de E. coli como de Synechocystis se llevaron a cabo en
un volumen total de 25 pL. La mezcla de reaccion contenia 1 pL de dNTPs 10 mM, 0,5
uL de cada oligonucledtido 50 uM, 0,2 pL de polimerasa DreamTaq (Thermo Fisher
Scientific), 2,5 pL de tampoén de la polimerasa 10x, y H>O miliQ hasta completar el
volumen final. A las PCR de Synechocystis se les anadi6é ademas 0,5 pL. de MgCl, 25 mM.

El DNA molde utilizado fue biomasa de las colonias correspondientes.

El programa utilizado para las PCR de colonias fue el siguiente: 3 minutos a 95
°C, 35 ciclos de reaccion y por ultimo 5 minutos a 72 °C. Cada ciclo de reaccion consistid
en una etapa de desnaturalizacion de 30 segundos a 95 °C, una etapa de hibridacion de 30
segundos a 55 °C y una etapa de extension a 72 °C cuya duracion dependio de la longitud

del fragmento de DNA a amplificar (1 minuto por cada kb).

4.2.2. Manipulacion enzimatica de DNA
Las restricciones enzimaticas del DNA se llevaron a cabo utilizando enzimas

suministradas por New England BioLabs. Las mezclas de reaccion contenian 0,5-2 pLL de
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cada enzima de restriccion, el tampon correspondiente a las enzimas utilizadas y 4-40 ug

de DNA. Las preparaciones se incubaron a 37 °C durante un minimo de 3-4 horas.

Los extremos de los plasmidos cortados fueron desfosforilados para evitar la
religacion. Para ello, se utiliz6 la fosfatasa alcalina suministrada por Roche y su tampon

correspondiente, y se incubo a 37 °C durante 30 minutos.

Las ligaciones se llevaron a cabo utilizando la DNA ligasa T4 proporcionada por
New England BiolLabs. Las mezclas de reaccion contenian 5 pL de plasmido
desfosforilado, 12 pL de inserto, 2 pL de tampdn de la ligasa 10x y 1 pL de ligasa T4, y

se incubaron a 16 °C durante al menos 18 horas.

4.2.3. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Los fragmentos de DNA obtenidos mediante restriccion, asi como los fragmentos
de DNA amplificados mediante PCR, fueron sometidos a electroforesis en geles de
agarosa®®. Se utilizaron geles con una concentracién de agarosa de 0,8-1,5% (p/v),
preparados en tampdon TBE 0,5x (tris 45 mM, acido borico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8§,0),
a los que se afadio la solucion de tincion de acidos nucleicos RedSafe 20.000x (iNtRON).

A cada muestra se le anadié tampon de carga purpura 6x (New England BioLabs).

Las electroforesis se llevaron a cabo en cubetas Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) a 90

voltios, o en cubetas Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) a 120 voltios.

4.2.4. Transformacion en Escherichia coli
Las células DH5a competentes utilizadas fueron suministradas por el Servicio de
Cultivos Biolodgicos del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis (IBVF). Las

células fueron transformadas mediante choque térmico.

En primer lugar, se mezclo una alicuota de 100 uL de células competentes con el
DNA producto de la ligacion, y se incubo en hielo durante 20 minutos. A continuacion,
las células se sometieron a un choque térmico durante 70 segundos a 42 °C, y se enfriaron
rapidamente en hielo durante 2 minutos. Tras esto, se anadid 1 mL de medio LB y se
incubo a 37 °C durante 1-2 horas. Por ltimo, las células se sembraron en placas de Petri
con medio LB soélido suplementado con el antibidtico de seleccion, y se incub6 a 37 °C

hasta el dia siguiente.

Para la transformacion con el plasmido pSPARK, que permite la identificacion de

las colonias que incluyen el inserto gracias a la inactivacion del gen lacZ, se anadi6 sobre
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la placa de Petri 4 uL de IPTG 0,1 M y 40 pL de X-gal antes de sembrar. Las colonias
que presentan el inserto aparecen de color blanco debido a la inactivacion del gen lacZ,
mientras que las colonias que no lo presentan aparecen de color azul por la actividad de

la B-galactosidasa sobre el X-gal.

4.2.5. Transformacion en Synechocystis sp. PCC 6803

La cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 es capaz de internalizar moléculas
de DNA del medio de forma natural. Si estas moléculas presentan homologia con alguna
region del genoma, ademas, Synechocystis es capaz de integrarlas en su genoma mediante

recombinacion homoéloga.

En primer lugar, se cultivaron las células de Synechocystis sp. PCC 6803 silvestre
en 50 mL de medio BG11c en condiciones normales de iluminacion y temperatura. Estos
cultivos fueron refrescados al menos tres veces. Tras alcanzar la fase exponencial, con
una densidad 6ptica a 750 nm de aproximadamente 0,5, el cultivo se centrifugd a 4500
rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, se retir6 el
sobrenadante, se lavo el cultivo con 50 mL de medio BG1lc y se centrifugd de nuevo.
Este lavado y centrifugado se repitid una vez mas, y las células se resuspendieron en 1

mL de medio BGllc.

Se repartieron alicuotas de 200 pL en tubos de 10 mL de poliestireno transparente,
y se afiadieron 10-20 ug de DNA a cada tubo excepto a uno, que se utiliz6 como control.
Estos cultivos se incubaron a 30 °C bajo iluminacion continua durante 2-3 horas. Tras la
incubacion, las células se sembraron en placas de Petri con medio BG11c s6lido sobre un
filtro de nitrocelulosa MF-Millipore (Merck), y se incubaron a 30 °C en condiciones de

baja luz (10 umoles fotones m™ s™!) durante al menos 20 horas.

Posteriormente, se transfirieron los filtros a placas de medio BG11c s6lido con el
antibidtico utilizado como marcador de seleccidon, en este caso nourseotricina. Estos
cultivos se incubaron a 30 °C bajo iluminacién continua de 35 umoles fotones m™ s™!
hasta que se observo la aparicion de colonias sobre los filtros. Las células transformantes
fueron transferidas a placas de medio BGllc suplementado con nourseotricina, el

antibiotico de seleccion, y fueron analizadas mediante PCR de colonias.

4.2.6. Extraccion, purificacion y cuantificacion de DNA
La extraccion de DNA plasmidico se llevo a cabo mediante el método de lisis
alcalina®® a partir de cultivos de E. coli DH50. transformada con los pldsmidos de interés.
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La purificacion del DNA plasmidico, asi como de fragmentos de DNA extraidos

de geles de agarosa, se llevo a cabo utilizando el kit FavorPrep Gel/PCR Purification Mini

Kit (FavorGen), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

La cuantificacion del DNA purificado se llevo a cabo mediante espectrofotometria

a una longitud de onda de 230 nm, utilizando un espectrofotdémetro NanoDrop ND-1000

(Thermo Fisher Scientific).

4.3. Oligonucleotidos y plasmidos utilizados

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados y sus descripciones se

encuentran en la Tabla 2. La lista de plasmidos utilizados que no fueron construidos en

este trabajo se encuentra en la Tabla 3.

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleodtido Descripcion Secuencia 5’ 2> 3’
50 Cebador forward para ATGCAGGCCAGTCTTCCT
comprobacion del gen gInN. AA
51 Cebador reverse para AAATGGCAGTGTCCAAG
comprobacion del gen ginN. TCC
Cabmilon o] e AGCGGATAACAATTTCAC
423 comprobacion de plasmidos ACAGGA
pSEVA.
Cebador reverse para CGCCAGGGTTTTCCCAG
460 comprobacion de plasmidos TCACGAC
pSEVA.
509 Cebador que hibrida con la GCTAAGCTAACTAGTGTC
secuencia del gen cpfl. C
Cebador forward para GAATTCCACCCCAGGCTT
510 amplificacion del gen cas2f1 de TACAC
Acidibacillus sulfuroxidans.
Cebador reverse para
511 amplificacion del gen casi2f1 de GGATCCCCEAGGCTCGA
Acidibacillus sulfuroxidans.
512 Cebador forward para GAATTCTTGACGGCTAGC
amplificacion de los gRNAs. TCAG
513 Cebador reverse para GCGGCCGCAAGCTTGCA
amplificacion de los gRNAs. TGC
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Tabla 3. Plasmidos utilizados no construidos en este trabajo.

Plasmido Descripcion Resistencia Referencia
Vector de clonacion de alta
pSpark I1 eficiencia para productos de Amp Canvax Reagents
PCR con extremos romos.
estancﬁrci;(;ilge (1:11: réacl)(r::t(i)er:lne un Standard
pSEVA251 d . . Km European Vector
MCS y un gen de resistencia .
.. Architecture
a kanamicina.
Vector de clonacion
estandarizado que contiene un Standard
pSEVA451 MCS y un gen de resistencia Sp/St European Vector
a estreptomicina y Architecture
espectinomicina.
Plasmido pSEVA451 que
contiene el gen cpfl insertado Baldanta et al.,
PSEVA4SL_cpfl = ire las dianas de corte de Sp/St 20228
las enzimas EcoRIy BamHI.
Plasmido que contiene dos
regiones de homologia con .
pGInN_PpetE g los extremos del gen glnN, y Labo.rato’r 10 de
Amp/Nat Luis Lopez
st Nat entre ellas el promotor Ppe, M
aury
el gen gst y un gen de
resistencia a nourseotricina.
Plasmido pSEVA451 que
pSEVA451_AsC tiene clonadp ?1 gen casl2f] LabqratO}rlo de
as12f1 de Aczdzbaczllqs Sp/St Luis Lopez
sulfuroxidans bajo el Maury

promotor Piac.

4.3.1. Construccion de plasmidos

Para la construccion de los plasmidos basados en pSpark II, en primer lugar, se
realizd una PCR a partir de un fragmento de DNA sintético (gBlock) suministrado por
Integrated DNA Technologies, para amplificar dicho fragmento para su clonacion. Una
vez amplificado, se ligd con el plasmido pSpark II siguiendo las instrucciones del
fabricante. El producto de esta ligacion se utilizo para transformar la estirpe DHS5a de E.
coli, y posteriormente se realiz6 la comprobacién mediante PCR de colonias, extraccion,
purificacion y cuantificacion del pldsmido. Una vez purificado, se realiz6 una restriccion
del plasmido obtenido para extraer el fragmento clonado. Ademas, los plasmidos
generados tras clonacion mediante PCR fueron secuenciados para su comprobacion

mediante el servicio de secuenciacion de STAB VIDA.
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Para la construccion de plasmidos a partir de los plasmidos pGInN, pSEVA251 y

pSEVA451, en primer lugar, se llevo a cabo la restriccion del pldsmido vector y de otro

plasmido con el fragmento a clonar utilizando las mismas enzimas de restriccion. Una

vez cortados ambos plasmidos, se desfosforild el plasmido vector, se llevo a cabo una

electroforesis en gel de agarosa y se purificaron a partir del gel el plasmido receptor y el

fragmento de DNA a clonar. Tras la purificacion, se realizd una ligacion del plasmido y

del fragmento, se utiliz6 el producto de ligacion para transformar E. coli DH5a y se llevo

a cabo la comprobacion mediante PCR de colonias, extraccion, purificacion y

cuantificacion del plasmido obtenido.

Los plasmidos construidos en este trabajo estdn recogidos a continuacion en la

Tabla 4.

Tabla 4. Plasmidos construidos en este trabajo.

Plasmido Descripcion

Resistencia

Plasmido pSpark II con el gen
cas12f1 de Acidibacillus
sulfuroxidans bajo el promotor
Piac clonado.

pSpark_AsCas12f1

Amp

Plasmido pSpark II con un
pSpark gRNA lacZ gRNA clonado que tiene
insertado el gen lacZ.

Plasmido pSpark II con un
pSpark_gRNA ccdB gRNA clonado que tiene
insertado el gen ccdB.

Plasmido pSpark II con un
pSpark gRNA petE gRNA que hibrida con el gen
petE clonado.

Amp

Plasmido pGInN que tiene
clonado el gen cpf7 bajo el
promotor P, y un gen de

resistencia a nourseotricina.

pGInN_cpfl_ Nat

Amp/Nat

Plasmido pGInN que tiene
clonado el gen casi2f1 de
pGInN_AsCas12fl_Nat  Acidibacillus sulfuroxidans con
el promotor P, y un gen de
resistencia a nourseotricina.

Amp/Nat

Plasmido pSEVA251 que tiene
pSEVA251 gRNA lacZ clonado un gRNA que tiene
insertado el gen lacZ.

Plasmido pSEVA451 que tiene
PpSEVA451 gRNA ccdB clonado un gRNA que tiene
insertado el gen ccdB.

Sp/St
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4.4. Analisis informatico de las secuencias de DNA
El disefio de los oligonucleétidos, el analisis de los plasmidos y la localizacion de
los sitios de restriccion se realizaron utilizando el programa gratuito Serial Cloner

(SerialBasics).

4.5. Medidas espectrofotomeétricas

Las medidas de densidad optica de los cultivos de Synechocystis se realizaron
utilizando un espectrofotdmetro V-650 (Jasco) a una longitud de onda de 750 nm, en la
que 1 DO corresponde aproximadamente a 2 x 107 células mL"!. Las medidas de densidad
optica de los cultivos de E. coli se realizaron en el mismo espectrofotometro a una

densidad optica de 600 nm.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Construccion del plasmido pGInN_cpfl Nat

En primer lugar, el gen cpf1, junto con el promotor Piac que controla su expresion,
se obtuvieron mediante restriccion a partir del plasmido pSEVA451 cpfl utilizando las
enzimas de restriccion EcoRIy BamHI. Una vez purificado, este fragmento se ligd con el
plasmido pGInN_PpetE gst Nat, que fue previamente cortado con las mismas enzimas y

desfosforilado. Como resultado de esta ligacion, se obtuvo el plasmido pGInN_cpfl Nat

(Figura 3B).

Tras transformar con esta ligacion la estirpe DHSa de E. coli, se cultivd en una
placa de medio LB solido suplementado con el antibidtico ampicilina, se seleccionaron
seis clones positivos para el plasmido y se realizo su extraccion y purificacion siguiendo
el método descrito en el apartado 4.2.6 de este trabajo. Finalmente, el plasmido se analizé

mediante restricciones con las enzimas Pvull, EcoRV y Xbal (Figura 3C).
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Figura 3. Construccion y analisis del plasmido pGInN_cpfl_Nat. (A) Esquema de la region
de clonacion del plasmido pGInN PpetE gst Nat. Se muestran las dianas de las enzimas
utilizadas para la construccion. (B) Esquema de la region de clonacion del plasmido
pGInN_cpfl Nat. Se muestran las dianas de las enzimas de restriccion utilizadas para el analisis
del plasmido, asi como los tamafios de los fragmentos esperados. (C) Electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% de los productos de las restricciones realizadas para el andlisis. Los carriles
rotulados con M corresponden al marcador SiZer-1000 plus (iNtRON, nimero de referencia
24075). Los carriles correspondientes a las restricciones estan rotulados con la enzima de

restriccion utilizada en cada caso. Los tamafios de las bandas se muestran en pb.

5.2. Obtencion de la estirpe CPF1 de Synechocystis

Se transform6 la estirpe WT de Synechocystis utilizando el plasmido
pGInN_cpfl Nat siguiendo el método descrito en el apartado 4.2.5 de este trabajo,
obteniéndose de este modo la estirpe mutante CPF1. Las células transformadas se
cultivaron en placas de medio BG11c s6lido suplementado con el antibidtico de seleccion

nourseotricina.

El plasmido utilizado contiene el gen cpf7 bajo el promotor Piac, junto con un gen
de resistencia a nourseotricina. Todo esto se encuentra entre dos secuencias que presentan
homologia con las regiones 5’ y 3° del gen ginN de Synechocystis, que codifica para una
glutamina sintetasa no esencial®. Esto permite que el inserto se integre dentro del genoma

bacteriano mediante recombinacién homologa, interrumpiendo el gen g/nN.

Para comprobar la integracion del inserto en el genoma, asi como la segregacion
de los cromosomas bacterianos mutantes, se realizo una PCR de colonias utilizando los
oligonucleotidos 50, 51 y 509 (Figura 4). Los oligonucle6tidos 50 y 51 hibridan con el
gen g/nN, mientras que el oligonucleotido 509 hibrida dentro del gen cpfI. En la estirpe
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WT, se amplifico la regién situada entre los oligonucleodtidos 50 y 51, dando lugar a un
fragmento de 1441 pb. Mientras tanto, en los mutantes, se amplificd la region situada
entre los oligonucledtidos 50 y 509, debido a la presencia del gen cpf1, dando lugar a un

fragmento de 936 pb (Figura 4C).

A
50
=
=
51
1441 pb
B
50
=
5 gInN 5’ cpfl P Nat" gInN 3’ 3
=
509

936 pb
Figura 4. Analisis mediante PCR de la estirpe CPF1. (A) Esquema de la region ginN del
genoma de Synechocystis WT. Se muestra el lugar donde hibridan los oligonucleétidos utilizados
para el analisis, y el tamafio del fragmento esperado. (B) Esquema de la region g/nN en la estirpe
CPF1 de Synechocystis. Se muestra el lugar donde hibridan los oligonucledtidos utilizados para
el analisis, y el tamafio del fragmento esperado. (C) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los
productos de PCR obtenidos en el analisis con los oligonucleotidos 50, 51y 509. El carril marcado
con M corresponde al marcador SiZer-1000 plus (iNtRON, ntimero de referencia 24075). Los
carriles correspondientes a los productos de PCR estan marcados con la estirpe analizada. Los

tamafios de las bandas se muestran en pb.

5.3. Construccion del plasmido pGInN_ AsCas12fl Nat

En primer lugar, se comprdé un fragmento de DNA sintético (suministrado por
Integrated DNA Technologies) que consistié en el promotor Pic y el gen casl2f1 de
Acidibacillus sulfuroxidans, cuyo uso de codones fue optimizado para Synechocystis, con
una diana de restriccion de EcoRI en el extremo 5’ y otra diana de restriccion de BamHI
en el extremo 3’. Este fragmento de DNA fue amplificado mediante PCR utilizando los
oligonucleotidos 510 y 511, y posteriormente fue ligado con el plasmido pSpark II. Tras
esta ligacion, se llevd a cabo una restriccion con las enzimas de restriccion EcoRI y
BamHI para obtener el gen casl2f1 junto con su promotor Pic. Tras la restriccion, el

fragmento de DNA se purifico y se ligd con el plasmido pGInN PpetE gst Nat,
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previamente cortado con las mismas enzimas de restriccion, dando lugar al plasmido

pGInN_AsCas12f1 Nat (Figura 5B).

Con este plasmido, se transformo la estirpe DHS5a de E. coli, se cultivd en una
placa de medio LB sdlido suplementado con el antibidtico ampicilina, se seleccionaron
siete clones positivos para el pladsmido y se realizd su extraccion y purificacion siguiendo
el método descrito en el apartado 4.2.6 de este trabajo. Finalmente, el plasmido se analizé

mediante una restriccion con las enzimas EcoRI y Xhol (Figura 5C).
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Figura 5. Construccion y analisis del plasmido pGInN_AsCas12f1 Nat. (A) Esquema de la
region de clonacion del plasmido pGInN_PpetE gst Nat. Se muestran las dianas de las enzimas
de restriccion utilizadas en la construccion del plasmido. (B) Esquema de la region de clonacion
del plasmido pGInN_AsCas12f]1 Nat. Se muestran las dianas de restriccion utilizadas para el
analisis del plasmido, y los tamafios de los fragmentos esperados. (C) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% del producto de la restriccion realizada para el analisis. El carril marcado con M
corresponde al marcador SiZer-1000 plus (iNtRON, niimero de referencia 24075). Los tamafos

se muestran en pb.

5.4. Obtencion de la estirpe AsCas12f1 de Synechocystis

Se transform6 la estirpe WT de Synechocystis utilizando el plasmido
pGInN_AsCas12f]1 Nat siguiendo el método descrito en el apartado 4.2.5 de este trabajo,
obteniéndose de este modo la estirpe mutante AsCas12fl. Las células transformadas se
cultivaron en placas de medio BG11c solido suplementado con el antibiotico de seleccion

nourseotricina.
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Al igual que el plasmido utilizado en el apartado 5.2 de este trabajo, el plasmido
pGInN_AsCas12fl Nat presenta secuencias homoélogas con el gen glnN de Synechocystis
a ambos lados del inserto, que consiste en el promotor Piac, el gen cas/2f1 y un gen de
resistencia a nourseotricina. Esto permite la integracion del inserto en el genoma

bacteriano mediante recombinacion homologa.

Para comprobar la integracion del inserto en el genoma y la segregacion de los
cromosomas bacterianos mutantes, se realizd una PCR de colonias utilizando los
oligonucleotidos 50, 51 y 511 (Figura 6). Los oligonucledtidos 50 y 51 hibridan con el
gen g/nN, mientras que el oligonucleétido 511 hibrida dentro del gen casl2fI. En la
estirpe WT, se amplifico la region situada entre los oligonucleotidos 50 y 51, dando lugar
aun fragmento de 1441 pb. Mientras tanto, en los mutantes, se amplifico la region situada
entre los oligonucledtidos 50 y 511, debido a la presencia del gen cas2f1, dando lugar a

un fragmento de 2094 pb (Figura 6C).

A
C AsCas12f1
2 M WT
1 - 12
s — — ‘
-
51
B
-
1441 pb
P - - 2094
B 2000 —»
1500 —» - - 1441

541

2094 pb
Figura 6. Analisis mediante PCR de la estirpe AsCas12fl1. (A) Esquema de la region g/nN del
genoma de Synechocystis WT. Se muestra el lugar donde hibridan los oligonucle6tidos utilizados
para el andlisis, y el tamafio del fragmento esperado. (B) Esquema de la regioén g/nN en la estirpe
AsCas12fl de Synechocystis. Se muestra el lugar donde hibridan los oligonucleétidos utilizados
para el andlisis, y el tamafio del fragmento esperado. (C) Electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
de los productos de PCR obtenidos en el analisis con los oligonucle6tidos 50, 51 y 511. El carril
marcado con M corresponde al marcador SiZer-1000 plus (iNtRON, niimero de referencia 24075).
Los carriles correspondientes a los productos de PCR estan marcados con la estirpe analizada.

Los tamafios de las bandas se muestran en pb.
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5.5. Estudio del crecimiento de las estirpes CPF1 y AsCas12fl

Se realizdé un estudio para comparar el crecimiento de las estirpes CPFI y
AsCas12f1 con el crecimiento de la estirpe WT de Synechocystis. Para ello, se realizaron
cultivos de las distintas especies en medio BGllc liquido, suplementado con el
antibidtico nourseotricina en el caso de las estirpes mutantes. Estos cultivos se dejaron
crecer durante 3-4 dias, y a partir de ellos se prepararon cultivos nuevos con una densidad

optica a 750 nm de 0,2 en 15 mL de medio BG11c en matraces de 50 mL.

A lo largo de los cuatro dias siguientes a la preparacion de los cultivos, se tomaron
medidas de densidad Optica a 750 nm cada dia para comparar la tasa de crecimiento de

las diferentes estirpes.
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Figura 7. Estudio del crecimiento de las estirpes mutantes de Synechocystis. (A) Curva de
crecimiento de la estirpe CPF1 comparada con la estirpe WT. Se utilizaron dos clones de la cepa
CPF1. Se realizaron 3 réplicas. Las barras de error representan la desviacion tipica. (B) Curva de
crecimiento de la estirpe AsCas12f1 comparada con la estirpe WT. Se utilizaron dos clones de la

cepa AsCas12fl. Se realizaron 2 réplicas. Las barras de error representan la desviacion tipica.

Ambas estirpes mostraron una tasa de crecimiento similar a la estirpe silvestre
(Figura 7), lo que sugiere que la presencia de los genes cpf! y cas12f1 no provoca ningin
efecto negativo sobre el crecimiento de Symechocystis. Sin embargo, para la estirpe
AsCas12f1 solo se llevaron a cabo dos réplicas bioldgicas, por lo que seria conveniente

repetir el experimento a fin de confirmar los datos obtenidos.
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Para la estirpe CPF1, uno de los dos clones utilizados presentd un crecimiento
significativamente mayor que la estirpe silvestre y que el otro clon de la estirpe CPF1 a
los cuatro dias de crecimiento (Figura 7A). Sin embargo, esto puede deberse a la presencia
de un outlier en los datos obtenidos. Al realizar solo tres réplicas biologicas del
experimento, el efecto de este outlier sobre la media de los datos es bastante importante.

Por tanto, seria conveniente realizar mas réplicas para obtener datos mas fiables.

5.6. Construccion de plasmidos que contienen gRNA para 4sCas12f1

Para comprobar la eficiencia del sistema CRISPR/Cas en la estirpe AsCas12f1, se
construyeron los plasmidos pSEVA251 gRNA lacZ y pSEVA451 gRNA ccdB. Estos
plasmidos contienen gRNA para la proteina AsCas12fl bajo el promotor constitutivo
Pj23100, y dichos gRNA tienen insertado en el lugar de la secuencia diana el fragmento
lacZa y el gen ccdB, respectivamente. Estos insertos estin flanqueados por dianas de
restriccion para la enzima Bsal. Esta enzima deja tras la restriccion extremos adhesivos,
lo que permite la clonacion de oligonucleotidos con una secuencia diana. Esta secuencia
entonces serd reconocida en el genoma de Synechocystis, se producira hibridacion entre

el gRNA y el DNA gendmico y la proteina AsCas12f1 cortard el DNA.

Los insertos utilizados, lacZa y ccdB, permiten realizar una seleccion de los clones
que hayan sustituido dichos insertos por la secuencia diana deseada. El fragmento lacZo
permite la seleccion de colonias blancas y azules®, donde las colonias blancas
corresponderan a las que hayan sustituido el inserto. Mientras tanto, el gen ccdB codifica
una toxina que inhibe el funcionamiento de la DNA girasa’, y se encuentra regulado por
el promotor Pic. Por tanto, utilizando IPTG como inductor, los clones que no hayan

eliminado este gen sintetizaran la toxina y moriran, permitiendo una seleccion negativa.

Para llevar a cabo la construccion de los pldsmidos, en primer lugar, se adquirieron
los gRNA en forma de fragmentos de DNA sintéticos (gBlocks, suministrados por
Integrated DNA Technologies) con dianas de corte para las enzimas EcoRI y HindlIII en
sus extremos. Estos fragmentos de DNA fueron amplificados mediante PCR utilizando
los oligonucledtidos 512 y 513, y posteriormente fueron ligados con el plasmido pSpark
II. Tras las ligaciones, se llevaron a cabo restricciones con las enzimas EcoRI y HindIll
para extraer los insertos. El1 gRNA con lacZa insertado fue ligado con el plasmido

pSEVA251, mientras que el gRNA con ccdB insertado fue ligado con el plasmido
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pSEVA451. Ambos plasmidos receptores fueron previamente cortados con las mismas

enzimas y desfosforilados.

Tras las ligaciones se transformo la estirpe DH5a de E. coli con ambos plasmidos,
se cultivaron en placas de medio LB sélido suplementado con los antibidticos kanamicina
(para el plasmido pSEVA251 gRNA lacZ) y estreptomicina-espectinomicina (para el
plasmido pSEVA451 gRNA ccdB), se seleccionaron tres clones positivos para cada
plasmido y se realizd su extraccidon y purificacion siguiendo el método descrito en el
apartado 4.2.6 de este trabajo. Los plasmidos purificados se analizaron mediante PCR de

colonias, utilizando los oligonucledtidos 423 y 460 (Figura 8).

A
pSEVA251/451
423
=
e Nics S B
4=
460
-
136 pb

pSEVA251 gRNA lacZ

423

=
5’ P gRNA lacZa 3
23100
]
460
680 pb
pSEVA451_gRNA_ccdB
423
=
5’ P gRNA ccdB 3
=
460
731pb

Figura 8. Analisis mediante PCR de los plasmidos pSEVA251 gRNA lacZ vy
pPSEVA451 gRNA _ccdB. (A) Esquema de los plasmidos utilizados. Se muestra el lugar donde
hibridan los oligonucle6tidos utilizados para el analisis, y el tamafo del fragmento esperado en
cada caso. Los plasmidos pSEVA251 y pSEVA451 son idénticos en la region analizada. (B)
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los productos de PCR obtenidos. El carril marcado
con M corresponde al marcador SiZer-1000 plus (iNtRON, numero de referencia 24075), y los
demas carriles estan marcados con el plasmido analizado. La region 3’ del cebador 460 hibrida
también con una region del gen lacZa, produciendo la segunda banda observada en el carril
correspondiente al plasmido pSEVA251 gRNA lacZ. Los tamafios de las bandas se muestran en

pb.
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Se comprob6 también la eficacia de los sistemas de seleccion utilizados para
seleccionar los clones que han sustituido los insertos por una secuencia diana. Para ello,
se transformo la estirpe DHS5a de E. coli con los plasmidos pSPARK gRNA lacZ,
pSPARK gRNA ccdB, pSEVA251 gRNA lacZ y pSEVA451 gRNA ccdB, y se
cultivo en placas suplementadas con los antibidticos de seleccion correspondientes, 4 puL

de IPTG 0,1 M y 40 pL de X-gal (Figura 9).

Control IPTG + X-gal

- N B
| )2 i

Control IPTG + X-gal

pSEVA451_gRNA_ccdB

Figura 9. Comprobacion de los sistemas de seleccion de gRNA. Los transformantes se

cultivaron en medio liquido durante 24 horas, y se diluyeron igualando a una densidad optica de
0,5 a 600 nm. Se realizaron tres diluciones seriadas con un factor de dilucidn de 10. Las distintas
diluciones se sembraron en placas de medio LB suplementadas con los antibioticos de seleccion
correspondientes en cada caso, y adicionalmente con los compuestos indicados en cada columna.

Las placas se fotografiaron tras cultivarse durante 18 horas aproximadamente.

Como puede observarse, las células transformadas con los plasmidos que
contienen el fragmento /acZa presentan un color azul cuando se cultivan en presencia de
IPTG y X-gal, lo que confirma la funcionalidad del sistema de seleccion de colonias
blancas y azules. Sin embargo, al contrario de lo que se esperaba, en las células
transformadas con plasmidos que contienen el gen ccdB no se observa una muerte celular
significativa al afiadir IPTG. Esto sugiere que el sistema de seleccion negativa con la
toxina CcdB no podria utilizarse para seleccionar colonias que hayan incorporado la

secuencia diana de interés.
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También se intentd construir un plasmido que contuviera un gRNA con una
secuencia diana contra el gen petE de Synechocystis, que codifica para la plastocianina’,
a partir de un gBlock, siguiendo el mismo procedimiento llevado a cabo para los genes
lacZo. y ccdB. Sin embargo, tras varios intentos, no se consigui6é llevar a cabo

exitosamente la ligacion entre el plasmido pSEVA451 y el gRNA mencionado.

Finalmente, los plasmidos construidos en este apartado no pudieron ser utilizados
en Synechocystis por falta de tiempo. En futuros experimentos, se deberia insertar en estos
plasmidos una secuencia homodloga a la del DNA a cortar, de forma que se produzca
recombinacion homologa y se introduzcan las mutaciones deseadas. Tras esto, estos
plasmidos deberian ser utilizados para transformar la estirpe 4sCas12f1 de Synechocystis,

para comprobar la eficiencia de su sistema CRISPR-Cas12f.

6. CONCLUSIONES

Las conclusiones alcanzadas en este trabajo son las siguientes:

e Se han construido y comprobado dos plasmidos (pGInN cpfl Nat y
pGInN_AsCas12fl Nat) que permiten la integracion de los genes cpf! y casi2f1
en el genoma de Synechocystis.

e Se han generado dos estirpes de Synechocystis (CPF1y AsCas12f1) que presentan
en su genoma genes que codifican para proteinas Cas, reduciendo asi el tamafio
de los plasmidos necesarios para llevar a cabo ingenieria genética mediante el
sistema CRISPR/Cas.

e Se ha comprobado que la presencia de los genes cpf! y cas2fI no afecta de forma
significativa a la tasa de crecimiento de Synechocystis.

e Se han construido dos plasmidos (pSEVA251 gRNA lacZ y
pSEVA451 gRNA ccdB) que contienen gRNAs para la proteina 4sCas12f1 a los
que se les puede insertar una secuencia diana.

e Se ha comprobado que el sistema de seleccion de colonias blancas y azules se
puede utilizar con el plasmido pSEVA251 gRNA lacZ para seleccionar aquellos

clones que hayan sustituido el fragmento /acZo por la secuencia diana de interés.
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