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RESUMEN

Las cianobacterias, presentan caracteristicas con gran potencial que las convierten en
nuevos organismos modelo para la industria biotecnoldgica, asi como para la
investigacion y el desarrollo de alternativas mas rentables y sostenibles que las que se han
usado hasta la fecha.

En este trabajo se ha hecho una revision bibliografica de la biologia sintética en
cianobacterias que muestra un gran avance en poco tiempo. Sin embargo, todavia es
necesario un mayor esfuerzo para esclarecer muchos aspectos que permitan su uso de

manera optima.

Para la redaccion de este trabajo se han seleccionado las herramientas mas comunes
utilizadas atendiendo a los principios que definen a la biologia sintética, como la
estandarizacion o la modularidad. Entre ellas, se describen los plasmidos modulares, la
caja de partes genéticas, como los promotores o los riboswitches y la tecnologia CRISPR.
Se discuten pros y contras entre los métodos utilizados, asi como diferentes resultados
entre las distintas cepas, siendo unas mas idoneas que otras dependiendo de la finalidad

en cada caso.

ABSTRACT

Cyanobacteria show features indicating their great potential as new model organisms for
the biotechnology industry, as well as for the research and development of more profitable

and sustainable alternatives than those used to date.

This work is a bibliographic review of synthetic biology in cyanobacteria, which shows
a great advance in a short time. However, a greater effort is still needed to clarify many

aspects that allow their optimal use.

For the writing, the most common tools used have been selected that follow the principles
that define synthetic biology, such as standardization or modularity. Among them,
modular plasmids, the box of genetic parts, such as promoters, riboswitches or CRISPR
technology are described. Pros and cons of their use are discussed, as well as variability
of results between different strains, some being more suitable than others depending on

the purpose in each case.



INTRODUCCION

El término biologia sintética da nombre a una disciplina emergente de la Biologia en plena
expansion. Podria definirse como “vida artificial”, una definicion bastante sencilla sobre
la que no hay consenso en la actualidad. Sin embargo, si podemaos atribuir a esta disciplina
su vocacion hacia el disefio de sistemas bioldgicos que no se encuentran en la naturaleza
y una serie de rasgos determinados que provienen de la adopcion de herramientas y
aportaciones de areas como la ingenieria o la biotecnologia. Existen varias formas de
aplicar la biologia sintética: por un lado, desde un punto de vista similar a la quimica
biomimética, utilizando moléculas no naturales para generar comportamientos y
funcionalidades nuevas; por otro lado, desde un enfoque mas ingenieril, mediante el
intercambio de partes naturales conocidas para generar sistemas con funciones no
naturales (Benner & Sismour, 2005). En definitiva, se busca obtener modelos con un
enfoque general, evitando planteamientos de carécter individualista o especifico.
Basandose en conceptos como la estandarizacion, la modularidad, la abstraccién o el
desacoplamiento se pretende crear una nueva via de avance cientifico que permita

progresar en los diferentes retos actuales [Figura 1] (Endy, 2005; Sengupta et al., 2018).
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Figura 1. Esquema representativo de los pasos para trabajar en biologia sintética a partir de partes genéticas y
herramientas en bacterias. Creacion propia en BioRender.com

La biologia sintética nutre a varios &mbitos: en primer lugar, al ambito aplicado, ya que
pretende perfeccionar, optimizar y redisefiar los sistemas biolégicos para generar nuevas
funcionalidades deseadas, asi como para dar solucién a problemas estancados o aquellos
considerados inabordables a los que la simple observacion, analisis y herramientas
actuales no pueden dar respuesta (Benner & Sismour, 2005); en segundo lugar, contribuye

a la ampliacion del conocimiento sobre la composicion y reglas que rigen los sistemas



vivos en el biologia basica, derivado de la investigacion intrinseca de los ensayos.
Asimismo, podria dilucidar cuestiones sobre el origen de la vida y sobre los pasos hacia
su complejidad estructural y funcional. Es en esta cuestion donde muchas investigaciones
sobre biologia sintética ponen el punto de mira, es decir, en la busqueda de esos bloques

esenciales y claves que permitan la construccion y el disefio de los sistemas biologicos.

Desde un principio el desarrollo de la biologia sintética ha sido en organismos bien
conocidos como pueden ser Escherichia coli (bacteria), Saccharomyces cerevisiae
(levadura) o microalgas (eucariotas fotosintéticos), cuyos resultados no son extrapolables
en muchos casos al grupo de organismos objeto de este trabajo, las cianobacterias. Las
cianobacterias son bacterias Gram negativas fotoautotrofas, con caracteristicas deseables
para su uso como modelos en biologia sintética. EI conocimiento en la actualidad sobre
estos procariotas es considerable y su potencial en biologia sintética es enorme. No
obstante, hasta el momento sus aplicaciones en biologia sintética quedan lejos de las de

otros organismos convencionales (Vavitsas et al., 2021).

Las cianobacterias son organismos que podrian ayudar a solucionar algunas de las
amenazas a las que la sociedad se enfrenta en la actualidad, como la aparicién de
enfermedades emergentes, la escasez de alimentos y de agua potable, el avance del
cambio climético y sus consecuencias indeterminadas, el problema de los contaminantes
y su biorremediacion, etc. (Way et al., 2014). Es por ello que su desarrollo podria ser
clave para un futuro incierto lleno de retos a los que los cientificos deberemos dar solucién

o alternativas en las proximas décadas, en muchos casos en tiempo récord.



METODOLOGIA

La metodologia utilizada ha sido de caracter bibliografico mediante la busqueda de
recursos digitales en bases de datos y otros centros de informacion, usando el buscador

Google.

Buscadores y bases de datos:
- Google y Google scholar

- PubMed

- ScienceDirect

- Scopus

- Springer

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo ha sido realizar una revision del estado actual de la biologia

sintética en cianobacterias.



RESULTADOS

Breve historia de la biologia sintética

La biologia sintética es una de las Ultimas disciplinas en biologia que se ha ido
consolidando en estos Gltimos afios. No obstante, su desarrollo se basa en multitud de
avances cientificos que han tenido lugar fundamentalmente durante el presente y el
pasado siglo [Figura 2]. Probablemente, las primeras referencias se remontan a comienzos
del S. XX, una época en la que el debate sobre el enigma del origen de la vida estaba en
su apogeo. El téermino fue mencionado por primera vez en 1912 por Leduc en su
publicacion “La Biologie Synthetique”, donde se trataba de la posibilidad de crear vida
artificial a partir de sustratos fisico-quimicos y ademas, sostenia que este acercamiento
era un modo novedoso y poderoso de abordar la investigacion sobre la vida. Otros autores
con una perspectiva similar serian Burke (1906), que experiment6 con radio para producir
formas “medio vivas” que desataron mucha controversia; 0 Loeb (1899), con sus estudios
sobre partenogénesis artificial que buscaban, ademas, el conocimiento de los fendmenos
fisioldgicos y su control (Schmidt et al., 2009). En las sucesivas décadas, destacan las
publicaciones de Delbriick (1949), en las que describié un modelo de dos estados
enzimaticos en sistemas bioquimicos, y los estudios sobre el operon lac de E. coli de
Jacob y Monod (1961), que permitieron postular la existencia de circuitos moleculares
que coordinaban la respuesta de una célula con su entorno (Cameron et al., 2014; Gardner
& Hawkins, 2013).

El desciframiento del codigo genético en los afios 60 del siglo pasado permitid, junto a
otros avances (uso de enzimas de restriccion y de vectores plasmidicos, la secuenciacién
de Sanger, o la PCR) la aparicion de la ingenieria genética en los afios 70 y 80. En esta
época, que se conocié como la era del ADN recombinante, se generaron las primeras
bacterias modificadas por ingenieria genética, volviendo a aparecer el término biologia
sintética como sindnimo de bioingenieria (Benner & Sismour, 2005). A partir de 1990, la
secuenciacion automatizada de ADN permitid secuenciar multitud de genomas entre ellos
el de E. coli (1997). También se consiguid la cuantificacion de macromoléculas como el
ARN o proteinas mediante técnicas masivas, dando lugar a la explosion de la generacion
omica. Como consecuencia, nacié la biologia de sistemas, que intentaba aunar todos estos
nuevos conocimientos e integrarlos con las técnicas computacionales permitiendo, de esta
forma, una nueva vision de la biologia como un conjunto de modulos jerarquizados

interconectados mediante redes (Cameron et al., 2014). Este nuevo enfoque, daba lugar a
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un punto de union entre la biologia y la ingenieria que podria ser explotado junto con las

herramientas genéticas y moleculares.

La bioinformatica y la computacidn también compartian con la biologia el concepto de la
“programabilidad”, donde el ADN contenia la informacién codificada necesaria para el
funcionamiento celular, asi como para sus elementos reguladores; los genes, los
promotores y las proteinas podrian ser los analogos de unidades de memoria, interruptores
0 sensores (Gardner & Hawkins, 2013). De esta manera, los conceptos de abstraccion,
modularidad y desacoplamiento que comenzaron a definir a la biologia sintética podian
ser abordados (Endy, 2005). Es a partir de entonces cuando esta nueva rama empieza a

ser reconocida por la comunidad cientifica.
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Figura 2. Cronograma de los diferentes eventos que han ido conformando la biologia sintética. Descubrimientos
cientificos clave (negro), menciones e indicios de biologia sintética como ciencia (azul) e hitos propios de la biologia
sintética (verde). Estos hitos hacen referencia a la biologia sintética en general y han sido probados en modelos
heterdtrofos, principalmente. Extraido de las revisiones: Benner & Sismour, 2005; Cameron et al., 2014 y Gardner &
Hawkins, 2013.

Desde el inicio del S. XXI, cientificos como Eric Kool, en el 2000 volvieron a hacer
referencia a la biologia sintética como “quimica biomimética” para describir la sintesis
de moléculas organicas no naturales que funcionan en los sistemas vivos (Geyer et al.,
2003). Se comenzaron a desarrollar multitud de circuitos como el modelo de bio-
interruptor de Collins y col. [Figura 3], donde se expresaban represores de inhibicion

mutua (Cameron et al., 2014).
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Figura 3. Bio-interruptor. Consta de un circuito biestable con dos genes (cl y lacl) que se reprimen entre si y cada
uno se activa en presencia de un estimulo concreto; la molécula IPTG inhibe la unién de Lacl al ADN y el calor impide
que el regulador CI actile como represor. Extraido de la figura 2.a de Cameron et al. 2014.

Durante esta década se produjeron avances de forma rapida, aunque también es cierto que
el progreso en determinados aspectos se vio limitado por la falta de herramientas
adecuadas y otras limitaciones técnicas (Cameron et al., 2014). Sin embargo, la biologia
sintética continué avanzando con grandes resultados con el desarrollo de circuitos
sintéticos que permitieron la produccion de hidrégeno en E. coli (Waks & Silver, 2009)
o la produccion de acido artemisinico, un precursor de la artemisina (farmaco contra la
malaria) a partir de la introduccién de genes y la desviacion metabdlica en Saccharomyces

cerevisiae (Ro et al., 2006).

Los estudios de Benner y colaboradores han sido destacables. Desde que en 1984
consiguieron por primera vez la sintesis artificial de un gen que codificaba para una
enzima, en los posteriores afios explotaron la biologia sintética a nivel de la quimica
organica artificial con buenos resultados (Hoshika et al., 2019). Otro enfoque de la
biologia sintética han sido la reprogramacion del genoma desde cero. En 2010, Venter y
colaboradores crearon una célula bacteriana controlada por un genoma sintético (Gibson
et al., 2010) y en 2016 consiguieron la creacion del primer genoma minimo sintético en
Mycobacterium mycoides (Hutchison et al., 2016). En esta linea, en 2019, se obtienen
resultados similares pero en este caso con la sustitucion del genoma de E. coli por otro
recodificado (Fredens et al., 2019). En un articulo reciente se muestra el avance de esta
perspectiva donde se crean cepas de E. coli con un genoma artificial y un cédigo genético
comprimido por la eliminacion de varios codones. Este trabajo posibilitaria reasignar los
codones eliminados a aminoacidos artificiales lo que haria a esta cepa invulnerable a

ataques virales (Robertson et al. 2021).

Recientemente, en 2021 surge una ampliacion de perspectivas de la biologia sintética
hacia el concepto de interconexion entre células sintéticas y células vivas. Se pretende

crear un hibrido a partir de la composicion de partes vivas y artificiales para aprovechar



el poder de la biologia y permitir un control a distintos niveles desde lo molecular o
celular hasta lo multicelular. Se proponen tres mecanismos para llevarlo a cabo: la
hibridacién de poblaciones, la hibridacion integrada y la hibridacion en red [Figura 4]
(Elani, 2021).
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Figura 4. Esquema de los tipos de hibridacion celular en biologia sintética. A. Hibridacion de poblaciones: las células
biolégicas y sintéticas establecen comunicacion intercambiando informacion y moléculas en el espacio. B. Hibridacién
integrada: Las células artificiales se encuentran integradas en las vivas o viceversa funcionando a modo de organulos
celulares. C. Hibridacion en red: Las células artificiales y vivas funcionan por separado pero una union fisica las
mantiene conectadas como una red o tejido. Extraido de la figura 2 de Elani, 2021.

Los resultados mencionados son una muestra del progreso historico de la biologia
sintética. Con el desarrollo reciente de nuevas herramientas, esta disciplina avanza hoy

de manera exponencial.

LAS CIANOBACTERIAS

Historia

Las cianobacterias son un grupo de organismos clave en la historia de la vida en la Tierra.
Su registro fosil mas antiguo data de hace 3500 millones de afios. En este periodo, la
Tierra se caracterizaba por tener un ambiente extremo y carente de oxigeno. En este
contexto surgen las cianobacterias, los primeros organismos capaces de realizar
fotosintesis oxigénica, liberando O que entro a formar parte de la atmosfera del planeta.
Esta transicion al mundo aerobio resultd un punto de inflexion con consecuencias tan
destacables como la extincion en masa de las anteriores formas de vida anaerobias o la
formacion de la capa de 0zono que protege de los rayos UV del sol, permitiendo que las
formas de vida que surgieron en el agua pudiesen colonizar el medio terrestre. Las
cianobacterias también son los precursores evolutivos de los cloroplastos de las plantas y
algas, y en definitiva, han contribuido en gran medida a la vida tal y como la conocemos
hoy (Dworkin et al., 2006).



Biodiversidad y ecologia

Las cianobacterias se agrupan en un unico filo — Cyanobacteria — con una enorme
variedad de formas de vida capaces de ocupar cualquier nicho del planeta. Estos
organismos tienen un papel ecologico fundamental en los principales ciclos
biogeoquimicos. Algunas viven en los océanos en aguas oligotroficas y se calcula que
son las responsables de entre el 11-50% de la produccién primaria en estas zonas. De
hecho, resultan relevantes en la produccion de O y la fijacion de CO2 y N2 atmosférico
a escala planetaria (Vavitsas et al., 2021). Otras cianobacterias viven en agua dulce, en
lagos hipersalinos o aguas eutrofizadas por vertidos ricos en nutrientes, generando en este
caso afloramientos perjudiciales para otros organismos por la liberacion de toxinas. En
ambientes terrestres también podemos encontrarlos en relaciones simbidticas con otros
organismos siendo muy importantes aquellas que tienen lugar con algunas plantas y que
resultan de gran interés para la agricultura. Existen también algunas especies de
cianobacterias extremofilas que viven en aguas termales a temperaturas de 73°C, elevadas
concentraciones de sulfuro de hidrogeno o en alta montafia, expuestas a fuertes

radiaciones UV, entre otros (Garcia-Pichel, 2009).

Bioquimica y fisiologia

El metabolismo de las cianobacterias se basa en la fotosintesis oxigénica, en la cual se
asimila el CO2 en materia organica utilizando la energia solar, y el HoO como donador de
electrones liberando como producto O,. En algunas cianobacterias la energia solar es
captada por los ficobilisomas que contienen ficobiliproteinas que absorben a distintas
longitudes de onda y cuya regulacion optimiza la captura de luz segun la disponibilidad
(“adaptacion cromatica complementaria”) (Garcia-Pichel, 2009). Es la utilizaciéon de
energia solar y el uso de CO> como fuente de carbono, lo que hace a las cianobacterias

unos organismos muy atractivos para la industria sostenible.

No obstante, las cianobacterias muestran un metabolismo muy diverso, con especies
capaces de vivir en condiciones heterotréficas mediante la respiracion o fermentacion de
una amplia variedad de compuestos. Esta amplia diversidad metabdlica a explorar es otro
de los atractivos de la cianobacterias desde un punto de vista aplicado (Dworkin et al.,
2006; Garcia-Pitchel, 2009). Ademas, estos organismos producen metabolitos

secundarios diversos, cuya funcion bioldgica se desconoce en la mayor parte de los casos,



pero que son de enorme interés por su potencial aplicacion en biomedicina u otros
campos. Otros metabolitos como son los pigmentos, las vitaminas, los aminoécidos o los
acidos grasos presentan gran valor industrial. Con las herramientas de biologia sintética
las cianobacterias podrian ser optimizadas para la produccion rentable de estos
metabolitos o para ser dirigidas hacia la produccion heterologa de otros bioproductos
como los hidrocarburos o alcoholes. Por otro lado, las cianobacterias presentan reservas
de carbono en forma de granulos de polihidroxibutirato (PHB), un polihidroxialcanoato
que puede ser utilizado para la sintesis de plasticos y derivados biodegradables (Santos-
Merino et al., 2019).

Finalmente, en ausencia de compuestos de nitrogeno algunas cianobacterias tienen la
capacidad de fijar el N2 de la atmoésfera. Este proceso es incompatible con la fotosintesis
oxigénica debido a que la enzima que cataliza la fijacion de N, la nitrogenasa, resulta
inactivada irreversiblemente en presencia de O,. Distintas especies han desarrollado
diferentes estrategias para compatibilizar ambos procesos. Entre ellas, destaca la
formacion de heterocistos por parte de algunas cianobacterias multicelulares
filamentosas. El heterocisto se forma por un proceso de diferenciacion celular que da
lugar a una célula que no realiza la fotosintesis y cuyo metabolismo esta dirigido a la
fijacion de nitrogeno. Estas caracteristicas del heterocisto podrian resultar interesantes
para procesos metabdlicos que requieran estar aislados del Oz. Por ejemplo, la actividad
de las hidrogenasas, enzimas que producen Hz, que necesitan un ambiente anaerobio
(Wegelius et al., 2018).

Otra caracteristica interesante observada en cianobacterias es la presencia de ritmos
circadianos. Estos ciclos duran unas 24 horas y constituyen un proceso altamente
regulado. La capacidad que se ha descrito de modular los ritmos circadianos podria
explotarse, por ejemplo, para la construccion de osciladores genéticos cianobacterianos
(Nakahira et al., 2013).

Las cianobacterias como chasis microbianos

La busqueda de chasis bioldgicos en la era actual de la biotecnologia resulta esencial para
encontrar modelos que permitan satisfacer las distintas demandas. Las cianobacterias

presentan caracteristicas que las hacen atractivas respecto a otros modelos clasicos.
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En comparacion con las levaduras (S. cerevisiae) y bacterias (E. coli) tipicas heterotrofas,
la capacidad de las cianobacterias de realizar fotosintesis oxigénica y/o fijacion de N2 a
partir de sustratos inorgéanicos (agua, luz y gases atmosféricos), supone una gran ventaja
por su rentabilidad y sostenibilidad. Ademas, se han descrito algunas especies gue son
manipulables genéticamente. Por contra, las cianobacterias en general, crecen mas
lentamente que dichos organismos heterdtrofos y, por tanto, el rendimiento en la
produccion de metabolitos por unidad de tiempo puede ser menor. Ademas, la falta de
herramientas genéticas y la poliploidia de muchas cepas ralentizan o imposibilitan la
ingenieria genética. Desde una perspectiva industrial, aunque resultan ser buenos chasis,
los medios existentes para el cultivo en biorreactores a gran escala no son suficientes para
hacer posible o rentable su utilizacion a dia de hoy. Dentro del grupo de los organismos
fotosintéticos donde encontramos las plantas y algas, las cianobacterias cuentan a su favor
con una mayor eficiencia en la captura y conversién de la energia solar y un crecimiento
mas rapido, ademas, a diferencia de las plantas, no requieren grandes terrenos para su
cultivo (Khan et al., 2019; Vavitsas et al., 2021).

A pesar del atractivo y del enorme potencial de las cianobacterias, como se explicara a
continuacion, aun queda un largo camino que recorrer para la utilizacién de estos

organismos como chasis microbianos.

HERRAMIENTAS DE BIOLOGIA SINTETICA EN
CIANOBACTERIAS

Plasmidos

El uso de plasmidos como vectores en biologia sintética es una herramienta versatil ya
que permite un disefio especifico, ademéas de contar con una facil introduccion por
transformacion, electroporacion o conjugacion. Comunmente, los plasmidos pueden ser
integrativos o replicativos. Los integrativos, son plasmidos que no pueden replicarse en
la cianobacteria (suicidas) a los que se les clona un fragmento del genoma de ésta para
facilitar su integracién por recombinacion homdloga. Los replicativos portan un origen
de replicacién cianobacteriano funcional que puede ser especifico de una cepa en concreto

0 para varias estirpes (Chen et al., 2016).

En concreto, el desarrollo de plasmidos modulares resulta una estrategia en biologia
sintética con gran potencial. Para construir estos plasmidos se utilizan sistemas de

ensamblaje de distintas partes o modulos (Taton et al., 2014). Estos mddulos pueden ser
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principalmente cuatro: i) el origen de replicacion en E. coli, ii) un modulo de origen de
replicacion o de integracion en cianobacterias, iii) un marcador de seleccion a antibioticos
y iv) otro modulo variable donde introducir nuestra construccion de interés [Figura 5.A].
El médulo de replicacion en cianobacterias puede estar basado en plasmidos con amplio
rango de huéspedes, como el RSF1010 de E. coli, o bien provenir de plasmidos endégenos
cianobacterianos (Huang et al., 2010). Cada modulo puede ser editado partiendo de
bibliotecas de componentes intercambiables para crear plasmidos diferentes. De esta
forma, por ejemplo, pueden probarse en distintas cepas la compatibilidad de los origenes
de replicacién cianobacterianos o pueden introducirse genes que codifiquen compuestos
de interés para su produccion, entre otras aplicaciones. Para crear estos plasmidos se parte
de fragmentos que se ensamblan in vitro y se introducen en cianobacterias [Figura 5.B]
(Taton et al., 2014).

A Mier ATc. B
1GGLCCGGGLCC 0. 3o
Q;L((“(%Lc,mcucz,c_'(c;‘l., o,
b‘b\g,v“"' | ¢ ey Q(g,b Cyanobacterial E. coli origin ntibiotic resistance| Expression/reporter’
é:‘ | CQQ}\ replicon of replication marker cassette
o o oy %% * ,
e
y 0
y ", ¢ A A
4 > 7%
%
¥ 1. Selection of donor vectors ..o
~ Lagendt ), % .
‘;:’:l" \ i 2. Restriction digest
N\ 4
. \ %
3 \,
( \
~ Epi s
[ g f 3. DNA purification
. / é seeesniiii, -
/ N '/m.
b / . 5 mix.
> /
4 o /
T N /
4, Assembly reaction et -
= p

Figura 5. A. Esquema de un pldsmido modular con los diferentes mddulos ensamblados: Mdédulo de origen de
replicacion de E. coli (gris), modulo de origen de replicacién en cianobacteria (azul), médulo de marcador de
resistencia a antibiotico (naranja) y modulo variable (verde-rojo-amarillo). B. Resumen del proceso para la creacion
del plasmido modular. Extraido de la Figura 1 de Taton et al., 2014.

Cuando se prueban los plasmidos introducidos se deben analizar una serie de
caracteristicas que definiran su idoneidad. Entre ellas, esta la compatibilidad de su uso y
eficiencia en otras cepas, la compatibilidad con otros plasmidos nativos, la estabilidad, y
la posibilidad de recuperar los replicativos para comprobar su integridad y afadir

modificaciones si se desea.

En un estudio basado en los plasmidos endégenos pCA2.4 y pCB2.4 de Synechocystis sp.
PCC 6803, junto con el replicon de E. coli pSC101 y distintos componentes, se obtuvieron
diferentes variantes de vectores lanzadera modulares (/SOMA), creando una biblioteca

de distintos plasmidos pSOMA. Mediante fluorescencia con GFP se comprobd que el
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nivel de expresion variaba entre las construcciones [Figura 6.A]. Igualmente, se pudo
comprobar que la compatibilidad para un mismo plasmido varia entre las cepas y no se
correlaciona con la cercania filogenética. Ademas, en cepas filamentosas presenta
diferencias de fluorescencia entre filamentos distintos y también entre las células de un
mismo filamento [Figura 6.B]. También se observd que algunos plasmidos eran
ortogonales y por tanto, pueden ser introducidos a la vez en el mismo huésped (Opel et
al., 2022).

A

chiorophyll merged

auto-
fluorescence merged

PSOMA10-sfgfp
pSOMA11-sfgfp
R ...

Figura 6. Expresion del gen reportero gfp en microscopia de fluorescencia. A. En los plasmidos pSOMA11-sfgfp y
pSOMA16-sfgfp en Synechocystis sp. PCC 6803, por separado. B. En el plasmido pSOMA10-sfgfp en Anabaena sp.
PCC 7120, por separado. Imagenes modificadas de la figura 3.B y la figura 6 de Opel et al., 2022.

Por otro lado, a la hora de elegir plasmidos nativos resultan mas prometedores los
pequefios, debido a su mejor manejo y eficacia en las transformaciones. Por ejemplo, el
plasmido pANS de Synechococcus elongatus PCC 7942, del que se aprovecharon sus
elementos imprescindibles para generar, aplicando el método anterior, los plasmidos
sintéticos pAM4787 y pAM4788. Se comprobd, por un lado, que resulta esencial la
curacion de los plasmidos nativos para evitar eventos de recombinacion homéloga y, por
otro lado, se demostrd que la expresion del gen de GFP introducido en pAM4787 era
mayor que cuando éste se introducia en pANL (plasmido nativo grande) o en el

cromosoma (Chen et al., 2016).

Partes genéticas

Como se ha visto, contar con una biblioteca de partes bioldgicas bien caracterizadas
resulta fundamental para trabajar en biologia sintética. Esta idea dio lugar al estandar de

BioBricks (“Registro de piezas biologicas estandar”) (Shetty et al., 2008).

Desde entonces, ha funcionado como un registro en crecimiento de secuencias de ADN
para diferentes piezas genéticas, de origen nativo o sintético, que comparten una interfaz

comun. De esta forma, pueden ensamblarse con facilidad entre ellas e introducirse en los
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organismos de estudio para ver su viabilidad y en Gltima instancia, optimizarlos (Huang

et al., 2010). Para mas informacion https://biobricks.org/.

Algunas de las partes mas importantes son:

e Promotores

Los promotores son una de las partes mejor estudiadas en genética bacteriana. Son
esenciales para que ocurra la transcripcion de los genes, por lo que constituyen una parte
importante en el disefio de circuitos genéticos, por ejemplo, para la produccién de un
metabolito de interés. Los promotores nativos son el resultado de la evolucion del
organismo que se esta utilizando como chasis y pueden ser de interés para la biologia
sintética. Los promotores no nativos son promotores introducidos, ya sean nativos de un
organismo distinto (heterélogos), o sintéticos. Estos Ultimos son construcciones de disefio
y elaboracion artificial (Ferreira et al., 2018). Atendiendo al tipo de regulacién de los
promotores, los encontramos: constitutivos o inducibles. Los promotores constitutivos se
definen como aquellos que muestran un nivel de expresion invariable en todas las
condiciones. Por otro lado, los promotores inducibles, que en principio presentan mayor
utilidad en biologia sintética, muestran un nivel de expresion variable en respuesta a
sefiales especificas. En cianobacterias, se han descrito diversos tipos de promotores,
especialmente en las especies mas estudiadas como las unicelulares Synechococcus
elongatus PCC 7942 y Synechocystis sp. PCC 6803 y la filamentosa Anabaena sp. PCC
7120 (Mitschke et al., 2011; Wang et al., 2012).

Los promotores nativos tienen la ventaja de responder a las sefiales ambientales de forma
natural. Entre los cianobacterianos, los mas utilizados han sido los relacionados con los
procesos fotosintéticos como son PpsbAl o PpsbA2 (fotosistema 1), PrbcL (subunidad
grande de la RubisCO) o PcpcB (ficocianina), entre otros (Vavitsas et al., 2019) [Tabla
1]. Algunos de estos promotores proporcionan un nivel de expresion particularmente alto
y han sido utilizados para la produccion de productos quimicos de interés (Liu & Pakrasi,
2018; Wang et al., 2012). No obstante, hay que tener en cuenta que estos promotores
estan integrados en las rutas metabolicas del organismo por lo que pueden no ser de
utilidad cuando se requiere tener un control aislado del sistema (Ferreira et al., 2018). Los
promotores que responden a metales, como el PnrsB (niquel) son robustos y utiles para
ciertas aplicaciones como la creacion de biosensores, sin embargo, no son adecuados para

su uso a gran escala al presentar toxicidad (Vavitsas et al., 2021).
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Promotor  Origen Tipo Inductor/Represor Referencias

PpsbA2 Nativo Inducible Luz/- (Englund et al., 2016: Li et al., 2018)
PcpeB Nativo Inducible CO2/Luz intensa (Sengupta et al.. 2019)

PnrsB Nativo Inducible Niquel (Englund et al., 2016)

PcoaT Nativo Inducible Cobalto/- (Englund et al.. 2016: Behle et al., 2020)
Ptrc Heterdlogo (E. coli) Inducible IPTG/Lacl (Ferreira et al., 2018: Li et al., 2018)
PBAD Heterdlogo (E. coli) Inducible L-arabinosa/- (Cao et al., 2017; Immethun et al., 2017)
PrhaBAD Heterologo (E. coli) Inducible Ramnosa/- (Kelly et al.. 2018: Behle et al.. 2020)
PvanCC Heterologo (E. coli) Inducible Vanillato/- (Taton et al.. 2017: Behle et al.. 2020)
PL03 Sintético Inducible Anbhidrotetraciclina/-  (Ferreira et al., 2018: Behle et al., 2020)
PT7pol Heterologo (Fago T7)  Constitutivo - {Ferreira et al.. 2018)

PrpB Nativo Constitutivo - (Ferreira et al., 2018)

Pepes60 Sintético Constitutivo - (Ferreira et al., 2018: Liet al., 2018: Liu

& Pakrasi, 2018)

Tabla 1. Ejemplos de promotores usados en biologia sintética de cianobacterias. Las referencias pertenecen a las
publicaciones mas recientes que contienen trabajos con ese promotor. Creacion propia en Microsoft PowerPoint.

En algunos casos se han podido introducir promotores no nativos en Synechocystis PCC
6803y S. elongatus PCC 7942 como los promotores de E. coli inducibles por L- arabinosa
(PBAD), ramnosa (PrhaBAD) o vanillato (PvanCC) (Behle et al., 2020; Kelly et al., 2018;
Tatonetal., 2017). A la hora de introducir promotores heter6logos, debe tenerse en cuenta
que existen diferencias estructurales de la ARN polimerasa de cianobacterias respecto
otros organismos, ya que ello puede dar problemas de compatibilidad en la transcripcién
(Behle etal., 2020). A su vez, promotores fuertes de otros organismos como E. coli, donde
se esperan eficiencias similares, pueden responder de forma variable al probarlos en

cianobacterias [Figura 7] (Ferreira et al., 2018).

Finalmente, la aplicacion de la biologia sintética para la creacion de promotores
sintéticos, permite el disefio especifico de éstos ademas de evitar los riesgos asociados a
la regulacion natural de las cepas. Por ejemplo, en un estudio a partir del promotor PT7pol
del fago T7, crearon tres promotores modificados mediante mutaciones puntuales y la
adicion del operador Lacl, introduciéndose en Synechocystis sp. PCC 6803 [Figura 8.A].
Los resultados mostraron una expresion inferior respecto al promotor de referencia PrnpB
(ribonucleasa P) aunque con diferencias respecto a PT7pol sin modificar [Figura 8.B]
(Ferreira et al., 2018). Por otra parte, el promotor superfuerte Pcpc560 descrito en
Synechocystis sp. PCC 6803, esta formado por dos promotores de la ficocianina C
(PcpcB) y 14 sitios de unidn a factores de transcripcion (TFBS). Este disefio permiti6 en
este estudio, la sobreexpresion de genes heter6logos a un nivel de hasta un 15% mas que

el alcanzado en E. coli (Zhou et al., 2014).
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Figura 7. Caracterizacion de diferentes promotores heterélogos introducidos en Synechocystis sp. PCC 6803
expresando la proteina GFP. Se incluye PrnpB nativo como referencia. Extraido de la figura 3 de Ferreira et al., 2018.

A Redesigned Pr7pol promoters

Prpo TAATACGACTCACTATAG

Pr17.1x/sc0 TRATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATT
Pr72xiac0 TARTACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATT
Pr7.3x1ac0 TAATACGARTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATT
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Figura 8. A. Secuencias de tres promotores resultantes a partir del redisefio del promotor PT7pol. Mutaciones
puntuales (rojo) y operador Lac O (gris). Se indica PT7pol original como referencia. B. Resultados de la expresion de
los tres promotores redisefiados PT7.1, PT7.2 y PT7.3 mediante la medida de la fluorescencia de GFP y bajo expresion

constitutiva de la ARN pol. de T7. Se incluye PT7pol y PrnpB sin modificar como referencias. Extraido de figuras 5.a
y 6, respectivamente de Ferreira et al. 2018.

e RBS - (Ribosome Binding Site)

Los RBS (sitios de union al ribosoma) son elementos cuya secuencia y posicién influyen
en los niveles de expresion génica a nivel traduccional, a traves del reclutamiento de los
ribosomas. Se han caracterizado multitud de secuencias RBS que han sido registradas en

BioBricks, entre ellas, 20 secuencias nativas pertenecientes a Synechocystis sp. PCC 6803
(Liu & Pakrasi, 2018).
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La combinacién promotor-RBS es una herramienta interesante para lograr mejores
patrones de expresion, sin embargo, se han observado incompatibilidades que sugieren
mecanismos postranscripcionales todavia no conocidos. Ademas, se ha observado que la
eficacia de los RBS depende del gen al que acompafia. Una estrategia reciente que ha
permitido mejorar el disefio de los RBS, fue la llevada a cabo por Wang et al. tras dilucidar
que los RBS en cianobacterias presentan diferencias con los de E. coli y poseen tres
regiones que contribuyen individualmente a su eficacia (Wang et al., 2018). Ademas, los
resultados de algunos trabajos sugieren que aun se desconocen muchos aspectos de como
la manipulacion del RBS o secuencias adyacentes puede influir sobre la expresion (Taton
etal., 2014)

e Terminadores

Los terminadores son secuencias que detienen el avance de la ARN polimerasa y
determinan el fin de la transcripcion. En biologia sintética resultan esenciales para evitar
que la expresion de un gen de interés afecte a las secuencias aguas abajo. Los
terminadores del gen rbcS (RubisCO) de Synechocystis sp. PCC 6803 y del operén rrnB
(ARNTr) de E. coli, ambos independientes de Rho, han sido los Unicos utilizados hasta
ahora en trabajos de biologia sintética en cianobacterias. Algunos terminadores no son
totalmente eficaces para detener la transcripcion, por lo que pueden aplicarse para
modular el nivel de expresion de genes situados en tandem en operones artificiales. A
pesar de los avances realizados hasta ahora, es necesario aun explorar nuevos
terminadores, crear bibliotecas y analizar su eficacia para conseguir una modulacion fina

de la terminacion de la transcripcion (Liu & Pakrasi, 2018).
e Reporteros

Los genes reporteros son otros componentes importantes para el desarrollo de circuitos
en biologia sintética, éstos aportan informacion delatando la expresion de un gen, la
localizacion de una proteina o las interacciones entre éstas. Los mas clasicos fueron
enzimas de actividad detectable, pero los actualmente mas extendidos y no invasivos son
las proteinas fluorescentes y la luciferasa bacteriana. En el caso de las cianobacterias, la
elevada fluorescencia de los pigmentos fotosintéticos en amplias zonas del espectro limita
el uso de algunas proteinas fluorescentes, como por ejemplo, mCherry (rojo). A pesar de
ello, se han utilizado con éxito algunos, ya que los picos de emision de la clorofila no
solapan con la de los fluor6foros como la proteina GFP (verde). A su vez, se han
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desarrollado derivados mutantes mejorados como GFPmut2, GFPmut3B, Cerulean,
mVenus o mTurquoise, entre otros (Huang et al., 2010). La elevada estabilidad de la GFP
y sus derivados puede ser una desventaja cuando se desea una lectura transcripcional a
tiempo real. Para aumentar su inestabilidad se han generado variantes con secuencias C-
terminales que las marcan para su degradacion y disminuyen su vida media. Por otro lado,
el sistema bioluminiscente basado en el operon lux y la proteina luciferasa de
Photorhabdus luminescens, de corta vida media, ha sido utilizado sobre todo para el

estudio de los promotores regulados por el reloj circadiano (Wang et al., 2012).
e Marcadores de resistencia

Los marcadores son elementos indispensables para seleccionar cepas modificadas. Desde
siempre los mas utilizados han sido los de resistencia a antibioticos, como la
estreptomicina, kanamicina o cloranfenicol, entre otros. A pesar de su utilidad en biologia
sintética, el potencial riesgo de su transferencia de forma accidental a otras bacterias,
limita su idoneidad para usos a gran escala. Por otro lado, las manipulaciones genéticas
secuenciales se ven ademas restringidas por el numero limitado de marcadores de
resistencia, 1o que hace deseable el desarrollo de nuevos marcadores seleccionables. La
creacion de cepas manipuladas que no conservan marcadores en su genoma, es una
alternativa que permitiria a priori realizar modificaciones secuenciales sin limitacién
(Wang et al., 2020).

Las técnicas para generar cepas manipuladas sin marcadores se habian desarrollado
décadas atrds y se basan en la introduccion de mutaciones mediante dos eventos
secuenciales de recombinacion (Cai & Wolk, 1990). Para ello es necesaria la
contraseleccion de un gen, como por ejemplo sacB de Bacillus, que se encuentra en el
plasmido con el que se realiza la manipulacion. Este gen resulta toxico para las bacterias
en presencia de sacarosa en el medio de cultivo. De esta forma se seleccionan las células

en las que hayan tenido lugar dos eventos de recombinacion [Figura 9].

El problema del método anterior se encuentra en que hay cepas de cianobacterias
silvestres incapaces de crecer en sacarosa, como por ejemplo Synechocystis sp. PCC 6803,
ano ser que se use su mutante GT. Es por ello que, por un proceso similar, se ha utilizado

el promotor nativo inducible por niquel para expresar un gen heterdlogo de E. coli que
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codifica una endoribonucleasa (MazF) contraseleccionable que inhibe la sintesis proteica
(Cheah et al., 2013).
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Figura 9. Técnica de doble recombinacion para generacion de cepas sin marcador mediante la contraseleccion del
gen sacB de Bacillus. En primer lugar, se introduce un plasmido con secuencias homdlogas a las adyacentes al gen a
delecionar junto con un marcador de resistencia (en este caso, NmR para neomicina) y el gen sacB. Tras el cultivo en
presencia de antibiotico se seleccionan los recombinantes simples y posteriormente, tras el cultivo con sacarosa, se
seleccionan los dobles recombinantes, que no portan ningin marcador. Creacion propia en BioRender.com

Sin embargo, hoy en dia, en muchos casos los sistemas sin marcadores suelen realizarse
mediante CRISPR, sin necesitar genes de contraseleccién (Behler et al. 2018) (ver

apartado CRISPR, pagina 21)
¢ Riboswitches

Los ribointerruptores (riboswitches) son segmentos en la region 5’UTR del ARNm con
una secuencia reguladora y una secuencia aptamero de unién a diversas moléculas. La
interaccion con estos ligandos modifica la estructura secundaria del ARNm en la region
reguladora, permitiendo modular la expresion de la proteina a nivel transcripcional o
traduccional. En el primer caso, la regién reguladora forma una estructura terminadora
independiente de Rho que interfiere con la ARN polimerasa y detiene la transcripcion.
En el segundo caso, la region RBS no se encuentra disponible para la union del ribosoma
e impide la traduccion (Nakahira et al., 2013). En biologia sintética se usan
ribointerruptores artificiales cuya secuencia aptdmero se disefia para responder ante
determinados metabolitos 0 ARN reguladores no codificantes. Entre las ventajas de los
ribointerruptores respecto a otros elementos se encuentran la alta modularidad, el tiempo
de respuesta rapido o el amplio rango fisioldgico, que evita los problemas de toxicidad,
asi como la posibilidad de utilizar riboswitches ortogonales para regular genes de forma

simultanea e independiente (Santos-Merino et al., 2019).
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Los riboswitches pueden llegar a presentar rangos de activacion de hasta 190 veces,
siendo el riboswitch- E* para teofilina de los mas éptimos, que a su vez, es modulable
por las concentraciones del inductor. Ademas, la utilizacion del inductor teofilina, de

origen vegetal, resulta econdmico para procesos industrializados (Nakahira et al., 2013).

En 2018, se disefiaron dos riboswitches transcripcionales que responden a teofilina (theo)
y 2-aminopurina (2-AP) o adenina (Ade), respectivamente. Los resultados en Anabaena
sp. PCC 7120 mostraron la flexibilidad de estas partes genéticas ya que su introduccion
en plasmidos replicativos (pCA021 y pCA022), junto con secuencias RBS intactas o
modificadas, respectivamente, permitian modular la expresion de los genes. Ademas, se

confirmd la compatibilidad e independencia de los dos riboswitches [Figura 10] (Higo et

al., 2018b).
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Figura 10. Expresion de GFP mediante dos riboswitches transcripcionales en Anabaena sp. PCC 7120. A y B.
Expresion del riboswitch de teofilina en los plasmidos pCA021 y pCA022 con la secuencia RBS intacta y modificada,
respectivamente; en presencia de compuestos de nitrdgeno (A) o ausencia (B). C y D. Expresion del riboswitch de
adenina con inductor 2- aminopurina (2-AP) o adenina (Ade), en presencia de compuestos de nitrégeno (C) o ausencia

(D). Extraido de las figuras 1y 3 de Higo et al. 2018b).

Los riboswitches pueden combinarse con cualquier promotor, lo que permite que
mediante la utilizacion de promotores especificos pueda regularse la expresion de forma
espacio-temporal. Por ejemplo, el uso de promotores especificos de heterocistos (PnifB)
o0 de células vegetativas (PrbcL) para expresar GFP bajo la accion de los riboswitches de
theo y 2-AP, permiti6 la induccion de genes que se expresan en distintos tipos celulares

y en momentos diferentes [Figura 11] (Higo et al., 2018b).
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Figura 11. Expresion de GFP diferencial de los riboswitches theo/pbuE*, para teofilina y pbuE*/pbuE*, para 2-
aminopurina, en células vegetativas y heterocistos a partir del uso de los promotores especificos PrbcL (células
vegetativas) y PnifB (heterocistos), respectivamente. Extraido y modificado de la figura 5 de (Higo et al., 2018b).
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Seria interesante la generacion de riboswitches sintéticos sensibles a inductores deseados,
asi como la realizacion de un cribado de riboswitches nativos de cianobacterias para

ampliar su biblioteca (Nakahira et al., 2013).
CRISPR

El sistema CRISPR-Cas es un mecanismo de defensa adaptativo que se encuentra de
forma natural en muchos organismos, incluidas las cianobacterias. Sirve para evitar la
invasion de virus o ADN exogeno. El sistema se compone de repeticiones palindromicas
cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) por secuencias espaciadoras
que se corresponden con ADN exdgeno, generalmente viral. La transcripcion vy
maduracion de estas secuencias produce ARNcr (ARN CRISPR) que formara un
complejo con la proteina Cas, una endonucleasa con actividad catalitica en sus dominios
HNH y RuvC, dirigiéndola a la diana de ADN complementario (con la nueva invasion
viral), para producir un corte e inactivar al virus. La identificacion del objetivo es por una
secuencia PAM (Protospacer Adjacent Motif) correspondiente a nucleétidos especificos
en los extremos del genoma viral. Las cianobacterias cuentan con dos tipos de sistemas
CRISPR nativos, los de clase 1y clase 1. Sin embargo, en biologia sintética no se utilizan

los sistemas nativos sino construcciones disefiadas (Pattharaprachayakul et al., 2020).

La utilizacion de CRISPR en biologia sintética se basa en el disefio de un ARN guia
(ARNQg) con secuencias complementarias al ADN a editar por la endonucleasa Cas. Estos
ARNg junto con el gen de la proteina Cas introducidos en plasmidos, tras su expresion,
se unirdn y dirigiran a la secuencia diana en el cromosoma donde la proteina Cas realizara
un corte de doble cadena. Estos cortes pueden ser reparados por la maquinaria celular
mediante union de extremos no homodlogos (NHEJ) o por recombinacion homdéloga
(HDR), a partir de un molde. En estas reparaciones suelen producirse errores con gran
frecuencia por lo que de esta manera se consigue la inactivacion del gen diana. Por otro
lado, si aportamos el molde (la secuencia espaciadora) durante la reparacion, se puede
conseguir la insercion de esta secuencia [Figura 12] (Yao et al., 2016).

En uno de los primeros estudios que utilizaron CRISPR-Cas9 en cianobacterias, se vio
que éste podria ser Gtil para la edicion de un solo locus o para deleciones grandes. Se
introdujo en Synechococcus elongatus UTEX 2973 un vector con la proteina heteréloga
Cas9 de Streptococcus pyogenes. Se utilizaron dos tipos de plasmidos que pretendian

silenciar el gen nblA cuya proteina degrada los ficobilisomas en ausencia de nutrientes
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nitrogenados, dando lugar a colonias no blanqueadas. Los resultados mostraron que la
expresion transitoria de Cas9, es mejor que la expresion permanente que provoca
toxicidad (Wendt et al., 2016). Debido a las limitaciones de CRISPR-Cas9 en
cianobacterias se ha aplicado el sistema CRISPR-Cas12a (también llamado Cpfl) que no
provoca toxicidad. Se construyo un vector (pSL2680) a partir del plasmido de amplio
rango de huéspedes RSF1010, para la introduccion de Casl2a y diferentes ARNg para
generar varias mutaciones en Synechococcus UTEX 2973. Se observé que el sistema
funciona eficazmente para la generacién de cepas sin marcadores, aungue la curacién del

sistema CRISPR-Cas12a aun esta por conseguir (Ungerer & Pakrasi, 2016).

Finalmente, CRISPR de interferencia (CRISPRI), es una variante sintética que utiliza
proteinas Cas desactivadas (dCas) de forma que, aunque son guiadas y se unen al ADN
diana, no lo cortan, sino que bloquean a la ARN polimerasa inhibiendo la transcripcién
(Qi et al., 2013). Este sistema tiene la ventaja de que la represion es reversible a partir de
la fusion de un activador en la proteina Cas y la ARN polimerasa. En cianobacterias
CRISPRI ha sido introducida con éxito para la represion de genes esenciales o para
reprimir simultdneamente varios genes (Yao et al., 2016). En Anabaena sp. PCC 7120,
se consiguio reprimir el gen esencial gInA (glutamina sintetasa) para redirigir el

metabolismo hacia la produccion de amonio (Higo et al., 2018a).
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APLICACIONES BIOLOGIA SINTETICA EN

CIANOBACTERIAS

DE LA

Dentro de las aplicaciones de la biologia sintética en cianobacterias, ademas de ser
potentes organismos modelo en investigacion, destaca la produccién de diversos
compuestos a gran escala. Para ello, por un lado, se pueden desviar las rutas metabdlicas
hacia la sintesis de moléculas de interés. Por ejemplo, para la sintesis de biocombustibles,
dentro de la ruta del carbono pueden ser puntos de control interesantes; la via glucolitica
para producir etanol o isobutanol, la via de sintesis de acidos grasos para la produccién

de acetona o 1-butanol entre otros [Figura 13] (Sahasrabuddhe et al., 2022).
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Figura 13. Esquema de produccion de diferentes compuestos como potenciales biocombustibles a partir de diferentes
vias metabdlicas nativas o heter6logas. En los recuadros grises se encuentran el piruvato y el Acetil-CoA como nodos
importantes. En los recuadros verdes los potenciales biocombustibles. Extraido de la figura 4 de Sahasrabuddhe et al.,
2022.

1,3- Propanediol

Por otro lado, se puede optar por la produccion heteréloga o sintética bien establecida de
compuestos de interés en huéspedes compatibles, de manera que sea mas eficiente, a la

vez que economica y sostenible que las cepas heterotrofas actuales (Khan et al., 2019).

También resulta interesante para la industria alimentaria, farmacéutica o de materiales, la
produccion de azucares como el glucdgeno o la sacarosa, el acido lactico o el 3-
hidroxipropionato, un precursor de homo- y heteropolimeros para la sintesis de

biopléasticos o acrilamida.
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Finalmente, la biomasa generada durante los procesos de produccidn puede ser reutilizada
u optimizada con los requerimientos nutricionales deseados para su uso como fertilizante

en agricultura o alimento para el ganado (Santos-Merino et al., 2019).

CONCLUSIONES

La perspectiva de la biologia sintética ha hecho posible un avance notable en
investigacion, al contribuir con alternativas novedosas y aportar una nueva forma de
trabajar y abordar los problemas. Con ello, permite solucionar desafios estancados e
implementar un sistema de trabajo mas rapido y sencillo, al reducir los pardmetros y
contar con estandares a la carta previamente caracterizados. En definitiva, dependiendo
del contexto, unos disefios serdn mas optimos que otros permitiendo ajustar a cada caso

el modelo deseado.

La aplicacion de la biologia sintética en cianobacterias resulta de enorme interés al poder
proporcionar alternativas distintas a las de otros modelos clasicos utilizados con
anterioridad. En la actualidad, se busca la optimizacién de los modelos y alternativas mas
eficientes. Cada vez son més atractivos aquellos basados en energias renovables como la
luz solar, no sélo por ser mas sostenibles, sino porque abaratan los costes. Las
cianobacterias cumplen estos requerimientos, ya que ademas de ser procariotas y
fotoautdtrofas, muchas cepas fijan N2 o presentan multitud de metabolitos secundarios

interesantes, asi como relojes end6genos, entre otras particularidades.

Una de las herramientas mas versatiles son los plasmidos modulares, que cumplen los
principios de estandarizacion y modularidad gracias al intercambio de piezas (médulos)
facilmente. Por otro lado, la recopilacion y la utilizacion de partes genéticas que
funcionen igual en todos los modelos permitira trabajar de forma mas efectiva y
traslacional. Respecto a la tecnologia CRISPR, CRISPR-Cas y CRISPRI, se presentan
como alternativas prometedoras para una edicién genética rapida de cianobacterias,
aunque su aplicacion en estos microorganismos todavia esta en desarrollo. Para un avance
mas rapido, las herramientas in silico, los modelos matematicos, el desarrollo de métodos
de ensamblaje, junto con la unificacion de los avances en bases de datos comunes, serian

de gran ayuda.
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Si bien es cierto, el conocimiento de la biologia de las cianobacterias es amplio, todavia
es necesario un avance en la genética de estos organismos y las vias metabolicas
subyacentes. El estudio en profundidad de las cepas clasicas resolveria gran parte de las
incdgnitas, y permitiria enfocar los esfuerzos hacia otras especies cianobacterianas con
diferentes metabolismos y estructuras. Todo ello ampliaria no solo la caja de partes
genéticas y herramientas, sino la existencia de otras alternativas y otros modelos de

interés.

A su vez, la aplicacion de los resultados exitosos debe ir acompafiados de
responsabilidades éticas, asi como controles de calidad y seguridad lo mas ajustados a la
realidad, para evitar posibles problemas. Al estar trabajando con organismos vivos, el
componente evolutivo y la capacidad escasa de prediccion con la que se cuenta pueden

tener efectos no deseados en los disenos.

Finalmente, los resultados hasta hoy han sido prometedores y podrian ser clave ante la
necesidad de nuevas alternativas y soluciones. Dado gque en los organismos heterotrofos
clasicos como E. coli 0 S. cerevisiae se han conseguido grandes éxitos, solo sera cuestion

de tiempo que la biologia sintética en cianobacterias alcance tales resultados.
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