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Abreviaturas

ABE: “adenosine base editor”’ o edicion basada en adenosina
ACT: actinorhodina

BGC: cluster de genes biosintéticos

CBE: “cytosine base editor” o edicion basada en citosina
CRISPR: “clustered regularly interspaced palindromic repeats’
DSB: “double strand break”” o corte de doble hebra

HDR: reparacion directa homologa

NHEJ: unidén de extremos no homodlogos

NP: productos naturales

PAM: motivo adyacente del protoespaciador

PTM: “polycyclic tetramate macrolactam”’

PKS: policétido sintasa

RED: undecilprodigiosina

TALENS: nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion

ZFN: nucleasas con dedos de zinc
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Resumen

Durante los ultimos afios el campo de la edicion gendmica ha dado un giro gracias al
descubrimiento del sistema CRISPR. Aunque las principales aplicaciones de este sistema estan
relacionadas con la edicién de células humanas, son multiples las disciplinas en las que se puede
emplear esta técnica. Dado que uno de los principales problemas es la aparicidon de bacterias
multirresistentes y la falta de nuevos antibidticos, el sistema CRISPR es fundamental para el
descubrimiento de nuevos productos de esta indole, trabajando principalmente con el grupo
bacteriano Actinobacteria. Los Actinomicetos son un grupo de bacterias Gram positivas cuya
importancia se debe a la produccidn de una gran cantidad de metabolitos secundarios como por
ejemplo inmunosupresores, antibiéticos o antitumorales. La mayor parte de estos productos
naturales (NP) son producidos por el género Streptomyces que contienen en su genoma un
elevado numero de clusteres de genes biosintéticos (BGC) que en su mayoria estan silenciados.
El sistema CRISPR permite avanzar en el estudio del genoma de estos organismos, activando o
bloqueando determinadas rutas biosintéticas que en definitiva permitan acelerar la produccién
de estos NP. Esta revision bibliografica tiene como objetivo mostrar la eficacia del sistema
CRISPR-Cas9 convencional en la edicion de Actinomicetos, asi como sus limitaciones y
alternativas desarrolladas para continuar con este estudio y con el descubrimiento de nuevos

productos de gran importancia farmacoldgica.

Abstract

In recent years the field of genome editing has taken a turn thanks to the discovery of CRISPR.
Although the main applications of this system are related to the editing of human cells, there
are many disciplines in which this technique can be used. Given that one of the main problems
is the appearance of multi-resistant bacteria and the lack of new antibiotics, the CRISPR system
is essential for the discovery of new products of this nature, working mainly with Actinobacteria.
Actinomycetes are a group of Gram-positive bacteria whose importance is due to the production
of many secondary metabolites such as immunosuppressants, antibiotics or antitumoral. Most
of these natural products (NP) are produced by Streptomyces, which contain in their genome a
high number of biosynthetic gene clusters (BGC) that are mostly silenced. The CRISPR system
allows to advance in the study of the genome of these organisms, activating or blocking
biosynthetic pathways that will accelerate the production of these NP. The aim of this review is
to show the effectiveness of the conventional CRISPR-Cas9 system in the editing of
Actinomycetes, as well as its limitations and alternatives developed to continue studying and

discovering new products with pharmacological importance.



1. Introduccion

Con el descubrimiento de la doble hélice de DNA en 1953 por Watson y Crick, el campo de la
biologia empezd a adentrarse en la blisqueda de técnicas que permitiesen manipular y editar

nuestro genoma de manera especifica y dirigida (Doudna & Charpentier, 2014).

Una de las primeras cuestiones que observaron los cientificos fue la capacidad de las células
eucariotas de activar mecanismos de reparacion propios tras sufrir cortes en la doble hebra del
DNA (DSB) (de la Fuente-Nunez & Lu, 2017). Estos mecanismos de reparacion enddgenos podian
ser o bien mediante una recombinacién homdloga (HDR o reparacion directa por homologia) o
mediante recombinacién no homéloga (NHEJ o unidn de extremos no homdlogos). Este ultimo,
a pesar de ser un mecanismo de reparacion muy eficaz, es susceptible a introducir mutaciones

de tipo “indels” (inserciones o deleciones) (Hsu et al., 2014).

Para llevar a cabo una edicién génica mas precisa y efectiva introduciendo DSBs en el DNA de
manera especifica, los cientificos desarrollaron nuevas herramientas basadas en el uso de
distintos tipos de nucleasas. Entre ellas cabe destacar las nucleasas con dedos de zinc (ZFNs) y
las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALENs). Aunque su
descubrimiento supuso un gran avance, tanto ZFNs como TALENs presentaban una serie de
limitaciones como el elevado coste o la complejidad en el disefio de las proteinas, que dificultaba

su uso como técnicas efectivas de edicion del DNA (Hsu et al., 2014).

Todo ello cambid con el descubrimiento de CRISPR (clustered regularly interspaced palindromic
repeats), una técnica revolucionaria en el campo de la edicién génica que resolvia los

inconvenientes de las herramientas utilizadas hasta el momento.

CRISPR fue descrita por primera vez en 1987 por unos investigadores japoneses que observaron
una serie de pequenas repeticiones interespaciadas en el genoma de Escherichia coli. A partir
de este momento el interés fue en aumento y numerosos estudios, entre los que cabe destacar
los de Francis Mojica, permitieron entender la utilidad de tales repeticiones en el DNA. El Dr.
Mojica, cientifico espafiol de la Universidad de Alicante, comenzd a investigar en 1989 con
Haloferax mediterranei donde sorprendentemente observd una serie de segmentos de 30pb
que se repetian. Afios mas tarde, estas repeticiones fueron detectadas en numerosas especies,
aproximadamente en un 40% de bacterias y un 90% de arqueas. Ya en 2002 decidieron nombrar
a estas secuencias con el acronimo CRISPR y en 2005, gracias a una serie de andlisis
bioinformaticos, vieron que esas secuencias palindrémicas derivaban de los fagos que
infectaban a bacterias y arqueas. De esta manera, CRISPR no sélo es la herramienta de edicion

génica que conocemos hoy en dia, sino que originalmente se trata de un sistema de inmunidad



adaptativa procariota que permite a bacterias y arqueas defenderse ante la invasién de

bacteriéfagos (Doudna & Charpentier, 2014; Hsu et al., 2014; Mojica & Rodriguez-Valera, 2016).

El locus CRISPR presenta una serie de componentes que participan en las distintas etapas de la
inmunidad adaptativa. Un esquema general de dicho locus puede observarse en la Figura 1
donde se distinguen principalmente dos componentes: la regién CRISPR con secuencias
repetitivas intercaladas por espaciadores de DNA exdgeno bien de virus o plasmidos (también
conocidos como protoespaciadores); y el operén Cas que codifica los componentes de las
proteinas Cas. También presenta un locus tracrRNA que desempefia una funciéon clave en las
etapas de expresién e interferencia del funcionamiento de CRISPR (Doudna & Charpentier,

2014).
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Figura 1. Esquema de la estructura del locus CRISPR-Cas9 (Doudna & Charpentier, 2014).

El funcionamiento general de CRISPR tiene lugar en tres etapas: adquisicidn, expresion e
interferencia. En la etapa de adquisicidn tiene lugar la incorporacion de pequefios fragmentos
de DNA fordneo en el locus CRISPR como protoespaciadores. A continuacion, se transcribe el
locus CRISPR obteniéndose un pre-crRNA que tras ser procesado se convierte en crRNA, formado
por una region repetitiva y una pequefia porcidén espaciadora de DNA exdgeno. En la dltima
etapa, crRNA junto con una serie de proteinas de tipo Cas, realizan un corte en el DNA invasor
gracias al reconocimiento de una regidon complementaria a crRNA en el DNA foraneo. En este
DNA de interés se encuentra PAM (protospacer adjacent motif), un protoespaciador adyacente
a la secuencia complementaria a crRNA que facilita ese reconocimiento y posterior escision del

genoma invasor (Figura 2) (Doudna & Charpentier, 2014; de la Fuente-Nufiez & Lu, 2017).
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Figura 2. Esquema de las tres etapas correspondientes al funcionamiento del sistema CRISPR-Cas de tipo
1. En la fase de adquisicion, el DNA invasor (color rojo) atraviesa la pared bacteriana e inmediatamente
es procesado por las proteinas Cas (Cas1 y Cas2 representadas con dos circulos azules). A continuacidn,
los fragmentos del DNA invasor se integran en el locus CRISPR como protoespaciadores
(S=protoespaciador; R= repeticiones). Comienza la segunda fase de expresion en la que se transcribe el
locus CRISPR obteniéndose un pre-crRNA que sera procesado por una RNasa de tipo IlIl. Tras la posterior
escision, el complejo crRNA:trcRNA obtenido se une gracias a la endonucleasa Cas9. De esta manera, el
complejo crRNA:trcRNA:Cas9 ya estd listo para efectuar un corte en el DNA invasor en la tercera etapa
de interferencia. Este corte se consigue gracias a la presencia de PAM en el genoma de interés (Kirchner
& Schneider, 2015)

Por el momento se han identificado seis tipos de sistemas CRISPR-Cas clasificados en dos clases:
clase 1 conlos tipos|, llly IV; y clase 2 con los tipos II, Vy VI. Estos se diferencian en el mecanismo
molecular que utilizan. Mientras los tipos |, lll y IV necesitan multiples proteinas Cas para el
reconocimiento y escisién del DNA de interés, los tipos I, V y VI utilizan una Unica proteina Cas.
Aunque cada uno de ellos presenta una serie de ventajas y aplicaciones muy Uutiles, el mas
conocido y estudiado es el sistema CRISPR-Cas de tipo Il que utiliza una endonucleasa concreta,
Cas9, que facilita el correcto funcionamiento del sistema. Ademads, tanto los tipos | como |l
necesitan de la presencia de PAM en el DNA diana para el reconocimiento de la secuencia

complementaria al crRNA (de la Fuente-Nuiez & Lu, 2017; Nishimasu & Nureki, 2017).

Asi, gracias a su eficacia y precisidn, el sistema CRISPR-Cas es considerado como una de las
técnicas mas prometedoras en el campo de la investigacion, entre otros. Cada vez son mas sus
aplicaciones, entre la que cabe destacar la busqueda de nuevos farmacos como antitumorales o

inmunosupresores.



Con el paso de los afios, el aumento de bacterias multirresistentes o los efectos secundarios
derivados de tratamientos como la quimioterapia, hace cada vez mas necesario la busqueda y
desarrollo de nuevos farmacos. Ante este desafio, CRISPR-Cas y el grupo de bacterias

Actinomycetes juegan un papel clave en esta busqueda (Olano et al., 2009).

Los Actinomicetos son un grupo de bacterias Gram positivas imprescindibles en la producciéon
de metabolitos secundarios conocidos como productos naturales (NP), que son moléculas
bioactivas con una gran importancia farmacolégica. Aproximadamente producen dos tercios del
total de NP y entre ellos, el género Streptomyces es el productor de mas del 70%. Se estima que
cada cepa del género Streptomyces produce alrededor de 20 metabolitos secundarios, todos
ellos con funcién antimicrobiana, antitumoral o antiinflamatoria. Un ejemplo de ello es el
antibiético daptomycina, uno de los mas conocidos producidos por Streptomyces. Este producto
natural se utiliza en clinica para el tratamiento de infecciones cutaneas o patologias mas severas
como la bacteremia o la endocarditis causada por Staphylococcus aureus (Alberti & Corre, 2019;

Salwan & Sharma, 2020).

A pesar de esto, gracias a una serie de andlisis bioinformaticos de distintas cepas de
Streptomyces, se vio que parte de los grupos de genes biosintéticos de NP (biosynthetic gene
clusters o BGCs) estaban silenciados o poco expresados. Ya se habian desarrollado distintas
estrategias para manipular el genoma de estas bacterias, pero resultaban poco eficientes y muy
costosas. Esto cambid con el descubrimiento de CRISPR que, de manera rapida y eficiente,
permite hoy en dia llevar a cabo modificaciones en los BGCs, activando determinadas rutas
biosintéticas y acelerando asi el descubrimiento y la produccion de nuevos NP. El sistema mas
utilizado para llevar a cabo todos estos cambios en el genoma de actinobacterias es el CRISPR-
Cas9 por su facil manejo y rapidez. Aun asi, una serie de limitaciones hace necesario el uso de
otros tipos de proteinas Cas que iremos desarrollando a lo largo de este trabajo (Zhao et al.,

2020; Heng et al., 2021).

2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es estudiar y comprender el sistema CRISPR como
herramienta de edicién génica. Para ello, ademas de las cuestiones planteadas en la parte

introductoria, abordaré otros puntos:

- Comprension del sistema CRISPR-Cas9 convencional como herramienta de edicién
génica en Actinomicetos y concretamente en Streptomyces.

— Plantear las principales limitaciones derivadas del uso de CRISPR-Cas9.



— Valorar y desarrollar otras alternativas a CRISPR-Cas9. Ventajas del uso de otras
endonucleasas frente a los inconvenientes derivados del uso de Cas9.

— Analisis y activacién de las rutas biosintéticas y BGCs del genoma de Actinomicetos que
estdn silenciadas o poco expresados. Papel clave en la obtencién de nuevos metabolitos
secundarios de interés farmacoldgico.

- Ventajas del uso de CRISPR-Cas frente a otras técnicas de edicion génica.

2.1 Hipotesis
La técnica CRISPR es una herramienta de modificacién genética muy conocida en el dmbito
clinico y ampliamente difundida por los medios de divulgacion cientifica centrandose
especialmente en el uso de CRISPR en la modificacidon genética de células humanas. El empleo
de este sistema no queda solamente relegado a ese campo por lo que, con esta revision
bibliografica, se pretende arrojar luz sobre el sistema CRISPR y su uso como técnica de edicidn

génica, en este caso, en el mundo bacteriano concretamente en Actinomicetos.

3. Materiales y métodos

Al tratarse de un trabajo bibliogréfico, los materiales empleados han sido, en su mayoria,

articulos cientificos disponibles en distintas bases de datos o en revistas cientificas.

En una primera toma de contacto con el tema comencé buscando las palabras clave en Google
siendo estas “CRISPR-Cas” y “Actinomycetes”. Asi, consegui profundizar y comprender mas

sobre CRISPR-Cas, ya que es una herramienta de edicidn génica poco conocida en este campo.

Con las ideas generales claras, comencé a llevar a cabo una revisidn bibliografica exhaustiva.
Para ello busqué en bases de datos como ScienceDirect, Pubmed o ResearchGate y en revistas
cientificas entre las que cabe destacar Science y Nature. El nimero de articulos en Pubmed no
era excesivamente elevado y se veia claramente como iban aumentando con los afios (Figura 3),
lo que reflejaba un mayor interés por el uso de esta técnica de edicion gendmica en

Actinomicetos.

Ante la dificultad de acceder a determinados articulos, la ayuda de mi tutor Carlos Olano Alvarez
fue clave a la hora de completar la busqueda de informacién. Ademas, para que el manejo de

la bibliografia fuese mas sencillo, utilicé un gestor bibliografico llamado Zotero.

Con todo ello, consegui recopilar informacién suficiente para desarrollar el tema de manera

claray completa.



Figura 3. Numero de articulos publicados en NCBI Pubmed segun el afio y la palabra clave buscada

4. Desarrollo del trabajo

4.1 Antecedentes

Uno de los principales retos durante los ultimos afios ha sido la activacidn de BGCs silenciados
presentes en los genomas de Actinomicetos, especialmente en aquellos del género
Streptomyces. Por ello y previo al descubrimiento del sistema CRISPR-Cas, se han ido
desarrollando diferentes estrategias y técnicas para conseguir la activacién de estos genes y

aumentar asi la produccion de productos naturales de distinta indole.

Las técnicas mas tradicionales, entre las que se incluyen la delecidn, disrupcion o el intercambio
de DNA, presentaban numerosas limitaciones que las hacian muy laboriosas y costosas para
llevar a cabo una ingenieria gendmica eficiente. Asi, desde el 2003 se han ido desarrollando
métodos mas novedosos para llevar a cabo una edicidn efectiva en Streptomyces. Una de las
primeras en utilizarse ha sido el sistema PCR-targeting, muy eficiente en la delecién de
determinados genes de numerosas cepas de bacterias. Otras aproximaciones como el sistema
de recombinacion Cre-loxP o las anteriormente mencionadas ZFN y TALEN han sido también

muy Utiles durante muchos afios (Zhao et al., 2020).

Pero a las numerosas limitaciones que presentaban estas técnicas se suma la complejidad a la
hora de trabajar con Actinomicetos en parte debido a su crecimiento micelar, inestabilidad

gendmica y su elevada composicién en GC superior al 70% (Tong et al., 2019).



El descubrimiento del sistema CRISPR-Cas resolvid los inconvenientes de las técnicas mas
tradicionales y permitié editar multiples genomas de manera simplificada y exitosa. Desde ese
momento, multiples variantes al sistema convencional CRISPR-Cas9 se han ido desarrollando

para resolver las limitaciones que dificultaban su uso (Tong et al., 2019).

4.2 CRISPR-Cas9 como herramienta de edicion gendmica en

Actinomycetes

El sistema CRISPR-Cas9 se ha convertido en una de las tecnologias punteras en la edicion del
genoma de numerosas especies, entre los que cabe destacar los Actinomicetos. El
funcionamiento de este sistema es comun al de todos los sistemas CRISPR-Cas pero con la
particularidad de que utiliza una endonucleasa concreta, en este caso Cas9. Junto con la ayuda
del resto de componentes del sistema, son capaces de manipular y editar determinados genes

y genomas de manera simple y dirigida.

Su sencillez se debe a la necesidad de sélo tres componentes para su correcto funcionamiento.
Por un lado una nucleasa, en este caso Cas9 derivada de la obtenida a partir de S.pyogenes; y
dos RNA no codificantes conocidos como crRNA y tracrRNA que guian al complejo
tracrRNA:crRNA:Cas9 a su sitio de interés en el DNA. Con los afos este sistema fue
evolucionando y haciéndose cada vez mads sencillo sustituyendo el complejo tracrRNA:crRNA por
sgRNA, un Unico RNA guia que mantiene dos cuestiones clave. En primer lugar, una secuencia
de 20 nucledtidos en el extremo 5’ que permite el emparejamiento con el DNA de interés segun
las reglas de Watson-Crick. En segundo lugar, una estructura de doble hebra en el extremo 3’
qgue se engancha a Cas9 ubicandola en el sitio exacto para realizar el corte. De esta manera el
nuevo complejo sgRNA:Cas9 sera el encargado de la busqueda del protoespaciador PAM en el

extremo 3’ de la secuencia gendmica de interés (Figura 4) (Doudna & Charpentier, 2014; Tong

et al., 2019).
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Figura 4. Evolucion y estructura de Cas9 hasta llegar al complejo sgRNA (Doudna & Charpentier, 2014)
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Una de las particularidades de Cas9 es su multifuncionalidad y la presencia de dos dominios en
su estructura llamados HNH y RuvC, que son los responsables de introducir los cortes de doble
hebra en el DNA de interés. Por un lado, utilizan el dominio HNH para cortar la cadena de DNA
complementaria a la secuencia nucleotidica de crRNA. En cambio, el dominio RuvC se encarga
de cortar la cadena de DNA que es opuesta a la complementaria. Si introducimos mutaciones en
estos dos dominios obtenemos la variante de tipo nickasa que sélo realiza el corte en una de las

dos hebras solventando problemas causados por la Cas9 original (Doudna & Charpentier, 2014).

El proceso de edicién comienza con la generacidn del complejo sgRNA:Cas9 que analizara el
genoma del Actinomiceto a manipular para la busqueda de las secuencias PAM asociadas al
punto de remodelacién. En el caso de Cas9 la secuencia PAM es NGG siendo N cualquiera de las
4 bases nucleotidicas (A, G, C o T). Cuando lo encuentran, se unen a él y abren la doble hélice,
activdndose los dominios HNH y RuvC de Cas9 que estardn listos para efectuar el corte en las
hebras. Este corte no lo hacen en una posicién al azar sino que Unicamente lo efectian 3
nucledtidos corriente arriba del motivo PAM en direccion a la secuencia complementaria a

sgRNA (de la Fuente-Nufiez & Lu, 2017; Tong et al., 2019).

Estos cortes en la doble hebra (DSB) son considerados uno de los eventos mas peligrosos para
el genoma del organismo en cuestién pudiendo llegar a causar hasta su muerte. Para reparar el
dafio causado en el DNA, se activardn inmediatamente los sistemas de reparacion propios como
son NHEJ y HDR. El sistema NHEJ se encarga de reparar la lesidn del genoma pero es propenso
a errores ya que introduce mutaciones de tipo indels que puede acabar en la inactivacién o
knock-out del gen afectado. Sin embargo, este sistema estd ausente en la mayor parte de
bacterias, entre ellas el género de Streptomyces, que utilizaran el mecanismo de recombinacion
homadloga HDR. Este sistema de reparacion es menos eficiente y sdlo tiene lugar si, ademas de
sgRNA y Cas9, introducimos una secuencia de DNA exdgena. Esta secuencia sera elegida por el
propio investigador y ademas de contener los cambios a realizar en el genoma del Actinomiceto,
tendra que ser homdloga a las regiones que flanquean la regién escindida. Esto nos permite
reparar la lesidbn y modificar o insertar secuencias (knock-in) de manera precisa y
simultaneamente (Figura 5) (Xiong et al., 2016; de la Fuente-Nunez & Lu, 2017; Tong et al., 2019;
Nishida & Kondo, 2021).
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Figura 5. Sistemas de reparacion y edicidn activados tras el corte de doble hebra (DSB) producido por
Cas9 (Xiong et al., 2016).

Construccion e insercion de CRISPR para la edicion génica

Una de las técnicas mas empleadas para la edicidn génica con CRISPR-Cas9 es el uso de
pldasmidos que contengan sgRNA, Cas9, promotores que guien la expresidén de los componentes
del locus CRISPR-Cas9 y otros elementos que en su conjunto permiten llevar a cabo la funcidn

determinada en el Actinomiceto con el que estemos trabajando.

En la mayoria de los casos se utiliza como intermediaria a Eschericia coli para la construccién del
pldasmido en cuestidn, que serd transferido posteriormente al Actinomiceto por conjugacion. En
otras ocasiones, se emplean también técnicas bioinformaticas como Genscript para el disefio

experimental o kits ya preparados a tal efecto (Huang et al., 2015).

Son varios los plasmidos a destacar cuando se manipulan genomas de Actinomicetos, en
concreto en el género Streptomyces. En primer lugar pCRISPRomyces-2 (Cobb et al., 2015); el
pldsmido pCRISPR-Cas9 (Tong etal.,, 2015); pKCcas9dO (Huang et al., 2015) y finalmente
pWHU2059, también conocido como CRISPR/Cas9-CodA(sm) (Zeng et al., 2015). Todos estos
estan basados en el replicon pSG5 sensible a la temperatura que facilitara posteriores tandas de
edicion. Esto se consigue llevando a cabo dos o tres rondas a alta temperatura que nos permiten
obtener mutantes libres de plasmidos, aunque resulta muy costoso sobre todo para aquellos
Streptomyces de crecimiento lento. Ademads, comparten la estrategia de incorporar en el mismo
pldasmido SpCas9, sgRNA y en algunos casos, el editing template. Casi todos se basan en la via de
reparacion HDR gracias a la maquinaria de recombinacidn homéloga HR, que permite tanto

activar como inactivar los genes de interés seleccionados (Tong et al., 2019; Zhao et al., 2020).

Cada uno de estos plasmidos han demostrado una eficiencia muy alta desde 70-100% del
pldasmido pCRISPRomyces-2 hasta casi un 100% en el caso del pldsmido pCRISPR-Cas9. Son varios
los genes que se han logrado activar e inactivar, muchos de ellos con importancia farmacoldgica.
Un ejemplo es el pldasmido pCRISPRomyces-2 que ha logrado llevar a cabo una delecién precisa

de varios genes en S. lividans, S. albus y S. viridochromogenes. Dos de estos genes han sido actl/-
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ORF2, productor del antibidtico actinorhodina (ACT) con importancia como bioindicador de pH;
y el gen redN, productor de undecilprodigiosina (RED), un alcaloide importante por su actividad
antipaludica. Ademas, también han conseguido identificar una serie de metabolitos Unicos como
por ejemplo un policétido novel de tipo Il en S. viridochromogenes y la activacién de distintos
BGC silenciados en varias especies de Streptomyces, como el cluster del pigmento indigoidina
en S. albus o un cluster PTM (polycyclic tetramate macrolactam) en S. griseus. La Tabla 1 refleja
estos y otros genes que en definitiva han sido editados de manera satisfactoria (Zeng et al.,

2015; Zhang et al., 2017; Lee et al., 2019; Zhao et al., 2020).

Tabla 1. Tabla comparativa de las aplicaciones de CRISPR-Cas9 en distintas bacterias del género Streptomyces (Tong, et al., 2019).

Editing Editing
Species Cas t]-'pe"r sgRNA  DSB repair Multiplex  size (bp) efficiency” (%)  Backbone plasmid  Editing type  Related compound
8. Invidans SpCas9 Yes® HR Yes 20-31 415 100/21.4-25 pSGS Knockout Undecylprodigiosin,
actinorhodin
8. viridochromogenes ~ SpCas9 Yes HR Yes 20-23 66.7-100 pSGS Knockout Phosphinothricin
tripeptide
8. albus SpCas9 Yes HR Yes 67-13 214 66.7-100 pSGS Knockout Polycyclic tetramic acid,
macrolactam
8. coelicolor SpCas9 Yes HR No BAb 94 pWHU Knockout Actinorhodin
8. coelicolor SpCas9 Yes Defective NHE] Mo 1-37 173 3-54 pGM1190 Knockout Actinorhodin
NHE] No indel 69-77 (pSG5 replicon)
HER Mo 1795-1952 97-100
8. coelicolor Dead SpCas9  Yes N.RS No NR* 100 pGM1150 Knockdown  Actinorhodin
[pSGS replicon)
8. coelicolor SpCas9 Yes HR No 768-82 867  29-100 pKC1139 Knockout Undecylprodigiosin,
[pSGS replicon) actinorhodin
8. formicae SpCas9 Yes HR Mo ~43 0007 ND? psGS Knockout Formicamycins
5. rimosus SpCasy Yes HR Yes 1-8 100 33.3-40 psG5 Knockout Creytetracycline
5. sp. SD&5 SpCas9 Yes HR Yes 14-833 ND* pGM1150 Knockout Sceliphrolactam
(pSG5 replicon)
8. albus SpCas9 Yes HR No 94-1097 BO-100 pSGS Knockin Indigoidine
8. Ividans SpCas9 Yes HR No 97 BE-100 pSGS Knockin Undecylprodigiosin,
actinorhodin
S. roseosporus SpCas9 Yes HR No 97-774 50-100 pSGS Knockin Macrolactam photocyclized
alteramide A, FR-300098
8. venezuelae SpCas9 Yes HR No 774 38-64 pPSGS Knockin mfz 425 i
8. viridochromogenes  SpCas9 Yes HR No 97 100 PSGS Knockin miz 405, miz 7807

Aunque estos plasmidos habian tenido mucho éxito en varias especies de Streptomyces,
resultaba complejo utilizarlos en S.rimosus, en parte porque su genoma era diferente al resto al
contener una serie de regiones conservadas o genes raros que en definitiva no estaban
presentes en el resto de Streptomyces. La importancia de esta bacteria se debe a que es el
productor del antibidtico oxitetraciclina que posee un amplio espectro y es muy utilizado en
clinica para tratar infecciones bacterianas como la enfermedad de transmisién sexual causada
por Neisseria gonorrhoeae, que afecta en gran medida al ser humano. Es por ello que, utilizando
el plasmido pCRISPomyces-2, un grupo de cientificos llevd a cabo una investigacion para
determinar la eficiencia de este sistema en S.rimosus. Para ello eligieron dos genes, zwf2 y devB,
ambos claves en la produccién del antibidtico y en la codificacién de dos enzimas muy

importantes en la ruta de las pentosas fosfato. De manera eficiente lograron introducir
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mutaciones simples y dobles, ademds de interrupciones en los genes de interés con una
eficiencia que alcanzaba en la mayoria de los casos el 100%. Lo mas llamativo era que la
produccién de oxitetracilina en los mutantes obtenidos aumentaba entre un 10 y un 37% (Jia

et al., 2017).

Asi, este estudio permite abrir la puerta al uso de CRISPR-Cas9 de manera eficiente en S.rimosus

a pesar de las multiples diferencias que le separan del resto de Streptomyces.

Limitaciones en el uso de CRISPR-Cas9

A pesar de ser una de las técnicas mas prometedoras, numerosas limitaciones dificultan hoy en

dia su empleo en la edicién de organismos bacterianos como los Actinomicetos.

Uno de los inconvenientes de CRISPR-Cas9 son los efectos off-target producidos por Cas9, que
dan lugar a mutaciones y reordenamientos cromosdmicos, que en definitiva producen una
alteracion fenotipica en la bacteria en cuestion. Una de las claves para tratar de solucionar este
problema es trabajar a nivel de las nucleasas Cas9, controlando en particular su concentracion
intracelular ya que se ha demostrado que pequefias cantidades de esta reduce notablemente
los efectos producidos en lugares diferentes a la diana seleccionada. Algunos investigadores han
optado por utilizar la variante de Cas9 de tipo nickasa que sdlo corta una hebra del DNA.
También se han desarrollado herramientas bioinformaticas, como CRISPRdirect, que permite
disefar nuevos y mas especificos sgRNA que dirigen a Cas9 directamente a la region diana. Uno
de los retos del futuro, sobre todo para genomas mas grandes, es determinar de manera
especifica la razén de la ocurrencia de los efectos off-target para asi poder prevenir su incidencia

en el genoma en cuestion (Tian et al., 2017; Tong et al., 2019).

Otra limitacion es la eficiencia en la adquisicién del complejo Cas9/sgRNA por parte del genoma
del Actinomiceto con el que estamos trabajando, que nos indicara si es posible o no llevar a cabo
la edicion en ese organismo. Por ello, son necesarias técnicas robustas como el uso de plasmidos
trasferidos por conjugacién y que codifican sgRNA y Cas9 en el genoma bacteriano (de la Fuente-

Nufez & Lu, 2017; Tong et al., 2019).

Uno de los componentes de estos plasmidos es el replicon, siendo uno de los mas comunes el
pSG5 que es sensible a la temperatura. Aunque ha demostrado con creces una alta eficiencia,
se ha visto que no es el mas adecuado a la hora de editar genes de tipo policétido sintasa (PKS),
que sintetizan precursores de productos naturales. Para evitar los efectos no deseados como

por ejemplo las recombinaciones, se puede optar por utilizar el replicén plJ101, muy eficiente
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en la edicién de genes PKS presentes en Actinomicetos como por ejemplo los productores de

rapamicina o tilosina, ambos con gran importancia farmacoldgica (Mo et al., 2019).

El principal objetivo cuando se opta por trabajar con este sistema es conseguir una edicidon
precisa. Cuando el sistema CRISPR-Cas9 produce los cortes en el DNA (DSB), inmediatamente se
activan las vias de reparacién anteriormente explicadas, bien NHEJ o HDR. La via de tipo no
homdloga o NHEJ introduce mutaciones potencialmente peligrosas para el organismo, que en
muchos casos lleva su muerte. A pesar de esto, se ha utilizado esta via en S.coelicolor y S.rimosus
para interrumpir la sintesis de actinorhodina, entre otras, de manera satisfactoria. Sin embargo,
en la mayoria de Streptomyces esta via es ineficiente al carecer de uno de los componentes, en
este caso LigD. Aunque en algunos casos han optado por introducir LigD en el sistema CRISPR-
Cas9, la mejor opcion para solucionar el problema es llevar a cabo estrategias que supriman la
via NHEJ y de manera paralela, activen la via HDR de tipo homdlogo. Algunos grupos de
investigacion han logrado, de manera satisfactoria, suprimir la actividad de NHEJ mediante Ia
inhibicidon de la actividad de la DNA ligasa IV gracias a una pequefia molécula llamada Scr7.
Potenciando simultaneamente la via homéloga conseguiremos nuestro objetivo de estimular e
incrementar la produccién y activacién de diversos metabolitos secundarios sin poner en riesgo

la supervivencia del genoma del Actinomiceto (Lee et al., 2019; Tong et al., 2019).

Hay otros retos que son mas especificos del sistema tradicional CRISPR-Cas9 como por ejemplo
la toxicidad de Cas9. Se ha visto que concentraciones muy elevadas de esta proteina tiene un
efecto nocivo para el organismo, afectando sobre todo a su crecimiento. La solucidn mas sencilla
es reducir los niveles intracelulares de Cas9 con las técnicas anteriormente mencionadas o
incorporar componentes de tipo anti-Cas9 que sean capaces de modular su actividad y reducir

los efectos no deseados de manera simultanea (Tong et al., 2019).

Trabajar con genomas de Actinomicetos y concretamente con el género Streptomyces también
supone un gran desafio para la mayoria de los investigadores. En parte esto se debe a su
inestabilidad gendmica y a su alto contenido en GC que dificulta en gran medida su
manipulacion. Ademas, al utilizar la nucleasa SpCas9, que implica encontrar una secuencia PAM,
aumenta considerablemente la probabilidad de generar efectos off-target y uniones
inespecificas en general. También se han encontrado sistemas enddgenos de CRISPR en los
genomas de algunas bacterias como es el caso del Streptomyces avermitilis, que contiene el
sistema CRISPR/Cas tipo I-E. Se cree que estos sistemas pueden interferir con los sistemas

CRISPR externos, afectando asi a la eficiencia de la edicidn. Aln cabe seguir investigando y
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profundizando en esta cuestion para determinar de manera clara cdmo influyen en la edicién

gendmica de este grupo bacteriano (Qiu et al., 2016; Tong et al., 2019).

4.3 Alternativas al sistema CRISPR-Cas9 convencional en

Actinomycetes

El sistema CRISPR-Cas9 es clave a la hora de activar o inactivar determinados grupos de genes
en los Actinomicetos, pero son varios los inconvenientes que dificultan su uso en muchos
géneros. Es por ello que diversos cientificos han desarrollado alternativas al sistema tradicional
que permite solucionar las limitaciones anteriormente explicadas y avanzar mas en la edicion

gendmica de este grupo bacteriano.

Nickasa Cas9

Una de las alternativas al sistema CRISPR-Cas9 comun es el uso de la endonucleasa Cas9
modificada, convirtiéndola en su variante de tipo nickasa o Cas9n, que sélo corta una de las dos
hebras del DNA y por lo tanto reduce los efectos negativos derivados del uso de Cas9 vy las

modificaciones off-target.

Estas nucleasas se generan introduciendo mutaciones en los dominios de Cas9, bien una
mutacion D10A en el dominio RuvC o una mutacién H8404 en el dominio HNH. Al escindir una
Unica hebra de DNA y producir unos cortes conocidos como nicks, no produce DSB y por tanto,
no induce la via de reparacidn no homdloga NHEJ. Esto es muy util para los Actinomicetos ya
que prevenimos la letalidad causada por esos DSB, ademads de evitar las mutaciones de tipo
indels que todo ello conllevaba. Asi, se inducira la via de reparacion homdloga HDR, asociada a

una baja probabilidad de efectos off-target (Xu et al., 2015; de la Fuente-NUfiez & Lu, 2017).

También puede utilizarse Cas9n para introducir dobles nicks, utilizando esta nickasa junto con
dos sgRNA mds pequeios que reconocen sitios off-target en el DNA. De esta manera, cada
sgRNA recluta una nickasa y generan una rotura de tipo escalonada y de doble nick.
Conseguimos asi mantener una eficiencia on-target y reducimos entre 50 y 1500 veces los
efectos off-target y las mutaciones producidas por esos DSB. Hay que tener en cuenta ciertas
consideraciones como por ejemplo el disefio de esos sgRNAs que son esenciales para la
formacién de los dobles nicks o el tipo de nickasas a utilizar, optando por reducir el nimero de
bases y garantizar asi su eficiencia (Doudna & Charpentier, 2014; de la Fuente-Nufez & Lu,

2017).

Aunque este sistema ya ha sido adoptado en varias bacterias como Clostridium cellulolyticum

donde ha demostrado alrededor de un 100% de eficiencia, en Streptomyces su aplicacién es
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infima, pero cabe esperar que sera una técnica muy eficiente y rdpida, sobre todo en aquellos

Actinomicetos con baja eficiencia en la transformacion del DNA (Zhao et al., 2020).

CRISPRiy CRISPRa

Ademads de las numerosas aplicaciones anteriormente explicadas del sistema convencional
CRISPR, también se ha empezado a utilizar como herramienta para la regulaciéon de la
transcripcién bacteriana. Esto se ha logrado gracias a la introduccién de mutaciones, en este
caso en los dos dominios de Cas9 (D10A y H840A), que la transforma en su variante catalitica
“muerta” o inactiva conocida como dCas9. Estas dos mutaciones hacen que dCas9 pierda su
actividad endonucleasa, pero mantiene su capacidad de unirse al DNA. Con la pérdida de la
actividad nucleasa no puede generar cortes en la doble hebra del DNA (DSB), lo que reduce la
probabilidad de generar mutaciones o efectos off-target al ser independiente de los
mecanismos de reparacién como NHEJ que dificultaba considerablemente los procesos de

edicion en muchos Actinomicetos (de la Fuente-Nufiez & Lu, 2017).

Esta variante inactiva dCas9 se utiliza para activar (CRISPRa) o inhibir (CRISPRi) la expresion
génica, en ambos casos controlando las distintas fases de la transcripcién en estos organismos.
Esto supone una nueva ventaja frente al sistema convencional CRISPR ya que CRISPR-dCas9 no
va a provocar ningun cambio cromosdémico, simplemente regulard y controlara las distintas

etapas transcripcionales (Tong et al., 2020).

El sistema CRISPRi se encarga de guiar al complejo dCas9-sgRNA a la region de interés del DNA.
Este complejo podra bloquear la transcripcidn y controlar la expresion génica retrasando la
unién de la RNA polimerasa al promotor, bloqueando la fase de elongacion o impidiendo Ila
union del factor de transcripcién (Tian et al., 2017). Aunque CRISPRi se ha demostrado por
primera vez en Escherichia coli, recientemente se han desarrollado tres sistemas eficientes en
Streptomyces. El primero de estos sistemas es un CRISPRi de tipo inducible que utiliza un
plasmido replicativo junto con el replicdn pSG5 sensible a la temperaturay el promotorinducible
por tioestreptona tipAp. Para determinar su eficacia se trabajé con S. coelicolor y con el
agrupamiento génico implicado en la biosintesis de actinorhodina que permitieron concluir que
este sistema era eficiente y ademas reversible en cuanto a la represidon génica, siendo mas
efectivo cuando el gen de interés estd localizado en la cadena no molde (Tong et al., 2015; Zhao
et al.,, 2020). Los otros dos sistemas utilizan un plasmido integrativo regulado por promotores
constitutivos que han logrado una represion multiple y simultanea de cuatro genes implicados
en la produccién de cuatro antibidticos: act/l de actinorhodina (ACT); redQ de

undecilprodigiosina (RED); cdaPS1 del antibidtico dependiente de calcio (CDA); y cpkA de un
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pigmento amarillo policetidico (yCPK). La eficiencia ha sido practicamente del 100% pasadas 48h
de incubacién en el caso de la represidn individual y ligeramente inferior cuando la represion de
estos cuatro genes es de manera simultdnea con 4-sgRNA debido en parte al tipo de promotor
empleado (Figura 6). Ademas, estos dos sistemas mds novedosos presentan varias ventajas
frente al primero. En primer lugar, al trabajar con un plasmido integrativo sus efectos son mas
estables ya que estdn integrados en el genoma; en segundo lugar, la eficiencia de
transformacién de este tipo de pldsmidos es mucho mayor, ademads de que el sitio attB que
permite su integracion esta presente en todos los genomas del género Streptomyces. Todo esto
permite concluir que el sistema CRISPRi permite efectuar una represién génica individual o
multiple de manera reversible y eficiente (en torno al 70-80%) y es muy util tanto para generar
knock-down como para la identificacion de nuevos genes funcionales y controlar y mejorar la

produccién de metabolitos secundarios por parte de los Streptomyces (Zhao et al., 2018, 2020).

Por otro lado, el sistema CRISPRa se encarga de activar la expresién génica, que tiene lugar
cuando dCas9 se una a la subunidad omega (w) de la RNA polimerasa o a activadores
transcripcionales en general. Es menos eficiente que CRISPRi y su aplicacidn en Actinomicetos
aun es muy baja por lo que tendra que ser optimizada en el futuro para seguir investigando y
descubriendo lo que esconden los genomas de este grupo bacteriano (Tian et al., 2017; Lee

et al., 2019).

Se ha visto que es posible combinar estos dos sistemas, CRISPRi y CRISPRa, para llevar a cabo
una activacion y represion génica de manera simultanea y sinérgica. Normalmente la expresion
de estos sistemas estd bajo el control de promotores inducibles por lo que su actividad es
temporal y reversible, lo que permite a los cientificos valorar el efecto de las distintas
alteraciones en la funcionalidad de los genes modificados. Hay que tener en cuenta algunas
cuestiones como por ejemplo la posibilidad de que los cambios en la expresidon génica no sean
los deseados, para lo que se disefiaran varios sgRNA para cada gen. Con todo ello, ambos
sistemas han demostrado ser una buena alternativa al sistema CRISPR-Cas9 convencional, que
permiten identificar y regular la expresion de genes de interés, asi como controlar la produccion
de productos naturales de distinta indole (de la Fuente-Nufiez & Lu, 2017; Nishida & Kondo,

2021).
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Figura 6. Represion génica de cuatro genes en S. coelicolor por CRISPRi. A) Analisis transcripcional
mediante qRT-PCR de los cuatro genes en cepas mutantes de 1-sgRNA que contienen el plasmido CRISPRi.
B) Analisis transcripcional mediante gRT-PCR de los cuatro genes en cepas mutantes de 4-sgRNA que
contienen el plasmido CRISPRi (Zhao et al., 2018).

CRISPR BEST

El sistema CRISPR-BEST (Base editing system) es otra de las alternativas mas novedosas al
sistema CRISPR-Cas9 cuando trabajamos con Actinomicetos. Se caracteriza por utilizar una
tecnologia de edicidon gendmica basada en la fusion de una variante de Cas9, bien Cas9n o dCas9,
con una deaminasa de citosina (CRISPR-cBEST o CBE) o adenina (CRISPR-aBEST o ABE). De esta
manera son capaces de introducir cambios en las bases nucleotidicas convirtiendo C:G en T:A
gracias a CRISPR-cBEST; y A:T en G:C con CRISPR-aBEST. Esto traerd consigo sustituciones
aminoacidicas y modificaciones en varios codones, que serdn mutados en muchos casos a
codones de STOP. Otra cuestion clave de este sistema es que no introduce cortes en la hebra
del DNA (DSB) por lo que no va a depender de los dos mecanismos de reparacidn anteriormente
explicados ni introducira las mutaciones de tipo indels. Todo ello hace que sea un sistema
bastante sencillo, rapido y en definitiva muy eficiente para trabajar con Streptomyces (Zhao

et al., 2020; Nishida & Kondo, 2021).

En primer lugar, este sistema se validd en la especie no modelo Streptomyces collinus en el que
gracias a CBE se consiguid generar un mutante knock-out inactivando el gen kirN perteneciente
a la ruta de biosintesis del antibiético kirromycina, al introducir un codén de STOP que por el
contrario no se habia conseguido con el sistema CRISPR-Cas9. A partir de ese momento, el
sistema se trasladd a otras especies de Streptomyces para determinar la eficiencia y la frecuencia
de conversion de bases de los dos sistemas desarrollados. Para ello, se llevé a cabo un estudio
in vivo en S. coelicolor donde se selecciond el BGC de actinorhodina y se vio que ambos sistemas

tenian preferencias distintas: por un lado el sistema cBEST tenia preferencia por las
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combinaciones TC > CC > AC > GC con una frecuencia de conversién del 100% mientras que el
sistema aBEST se decantaba por TA > GA > AA > CA. También tenian distintas eficiencias donde
el cBEST rondaba el 30-100% mientras que el sistema aBEST era mucho menos eficaz, en parte
debido al bajo contenido en A-T de estas bacterias que demostraba que la eficiencia se veia
influida por la posicién genémica de las distintas bases nucleotidicas (Tong et al., 2019; Zhao et

al., 2020).

Otra de sus aplicaciones es la introduccidn de codones de STOP, a causa de los cambios de bases
y aminodcidos, que producen una inactivacién génica. También la validacién de esta
aproximacion se trabajé con S. coelicolor donde se logré identificar entre 13 y 14 sitios de interés
para la introduccién de esos codones de STOP; y dos especies no modelo como Streptomyces
griseofuscus donde se identificaron 34 nuevos BGCs. En este caso y gracias a la secuenciacion
Sanger de los genomas, se vio que el 100% de las citosinas se convertian en timinas con la

introduccion de dichos codones de STOP gracias al sistema cBEST (Tong et al., 2019).

En las aproximaciones anteriores, en ocasiones, resultaba complicado llevar a cabo una edicién
gendmica multiple, en parte por la inestabilidad de los genomas de los Actinomicetos. Esto se
ha resuelto con el disefio de un sistema Golden Gate basado en Csy4 (también conocido como
sistema |-E CRISPR asociado a Cas6) con el que se consiguid, con la expresion de multiples
sgRNAs y un solo promotor y terminador, editar y mutar tres sitios diferentes de manera

simultdnea y con una eficiencia del 100% (Zhao et al., 2020).

Son varias las ventajas de este novedoso sistema ademas de las mencionadas anteriormente,
como la capacidad de generar tanto knock-in como knock-out y knock-down y la necesidad de
un Unico pldsmido para llevar a cabo una edicién multiple. Pero, tal como sucede con los
sistemas descritos anteriormente, es necesario tener en cuenta ciertas limitaciones como los
efectos off-target que, aunque algunos son visibles en el fenotipo y facilmente resueltos, es
recomendable secuenciar el genoma completo para identificar todos los errores. La mayoria de
los detectados se han identificado como leves y solamente 20-30 resultan realmente
problematicos reafirmando asi la eficacia de esta herramienta (Tong et al., 2020). Otra limitacion
es el disefio de sgRNA, sobre todo cuando se trabaja con organismos no modelos. Para ello, se
extendio el uso de CRISPRy-web, un servicio web que permite disefiar e identificar los sgRNAs
gue menos off-target generen. Gracias a este programa se logré introducir un codén de STOP
en el cluster del gen de actinorhodina en S. coelicolor de manera muy especifica (Blin et al.,

2020).
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Todo ello permite concluir que es una buena alternativa al sistema CRISPR-Cas9, cuyas

aplicaciones puede ser multiples y todas ellas eficientes en Actinomicetos.

Otras proteinas Cas

Las numerosas limitaciones del sistema CRISPR-Cas9 de Streptococcus pyogenes como su alta
toxicidad o la complejidad a la hora de llevar a cabo una edicién gendmica multiple, también
abrid la puerta al uso de otras proteinas Cas diferentes a SpCas9. Si bien es cierto que son varias

las proteinas descritas hasta el momento, no todas han sido aun utilizadas en Actinomicetos.

La que mas éxito ha tenido en el mundo bacteriano es la proteina Cas12a, también conocida
como Cpfl, que deriva de Francisella novicida y pertenece a la clase 2, concretamente al tipo V.
Presenta varias caracteristicas especiales como por ejemplo la necesidad Unicamente de un
crRNA como guia con una actividad RNasa de procesamiento de pre-crRNA diferente a la
utilizada por el complejo trcrRNA en Cas9. Ademas, este crRNA es bastante mas corto y tiene la
capacidad de expresar varios crRNAs a la vez con la necesidad de un solo promotor, lo que facilita
en gran medida la edicidn multiple. Otra cuestidén a destacar es que mantiene la capacidad de
cortar el DNA bacteriano de manera escalonada reconociendo secuencias PAM, aunque en este
caso reconoce zonas ricas en T como la secuencia 5’-TTV-3’ (V = A/G/C) lo que es bastante util
para el reconocimiento de genes de interés que se localizan en regiones ricas en A-T. Todo ello
hace que esta proteina sea aln mas atractiva para los investigadores y sus aplicaciones sean

cada vez mas amplias (Li et al., 2018).

Para determinar su eficacia en cepas de Streptomyces se desarrollé un plasmido, pKCCpfl, con
promotores de tipo inducible como tipAp y fuertes como kasOp* o ermEp*, ademas del replicon
pSG5 sensible a latemperatura que permite varias rondas de edicion al ser facilmente eliminado.
Se trabajé con S. coelicolor y se volvieron a utilizar como genes de interés aquellos relacionados
con los BGC de ACT y RED para comprobar cémo de eficiente era Casl2a gracias a que el
producto de las regiones diana son dos pigmentos cuyos cambios fenotipicos son facilmente
visibles. Con todo ello se demostré que el sistema ensayado era altamente eficiente en la
delecién basada en HR de uno u varios genes alcanzando, en muchos casos, el 99% de eficiencia.
En el caso de NHEJ, como muchos Streptomyces carecen de alguno de los componentes de esta
via, introdujeron LigD y otras proteinas y vieron que también se conseguia efectuar la delecién
de varios BGCs de gran tamafio aunque con menos eficiencia que la anterior. También fue clave
trabajar con cepas no modelo y de interés industrial donde la edicién con SpCas9 no habia tenido
éxito. Se consiguid asi tanto la delecién de 5-oxomilbemycin A3/A4 en S. hygroscopicus como

knock-in y la activacidon de varios BGC que permanecian inactivos y que en consecuencia
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condujeron a aumentar la produccion de NP en Actinomicetos que no habia sido logrado con

CRISPR-Cas9 (Li et al., 2018; Yao et al., 2018; Zhao et al., 2020).

También se desarrollé una variante inactiva de Cpfl conocida como ddCpfl que se obtiene al
introducir una mutacion E1006A en el dominio RuvC manteniendo la capacidad de
procesamiento del crRNA pero no la de cortar la doble hebra del DNA bacteriano. Por ello, y de
manera similar a lo anteriormente explicado para dCas9, esta proteina ddCpfl se utiliza en
CRISPRi para la regulacidon de la transcripcion y la edicion de bases nucleotidicas (Li et al., 2018;
Yao et al., 2018). Aunque ya habia sido ensayada en Escherichia coli donde no habia generado
efectos off-target, se desarrollé un plasmido integrativo y se opté de nuevo por el BGC RED para
ver cémo funcionaba en Streptomyces. Se pudo concluir que el sistema era muy eficaz en cuanto
a la represion de la transcripcion de manera mucho mas efectiva cuando el gen de interés esta
en la hebra utilizada como molde para la transcripcidn, justo lo contrario a lo obtenido con el
sistema CRISPRi/dCas9 en S. coelicolor. Sobre todo resultaba muy eficiente en la represion
multiple, resolviendo algunos de los problemas al emplear dCas9 como la necesidad de construir
varios sgRNA o la inestabilidad de los pldsmidos de tipo replicativo. De esta manera se abre la
puerta a otra alternativa menos téxica y mas efectiva para continuar con el estudio de los

genomas de Actinomicetos (Li et al., 2018; Zhao et al., 2021).

En 2019, un grupo de investigadores analizé por primera vez dos nuevas Cas como eran sth1Cas9
o CRISPR1 de Streptococcus thermophilus y saCas9 de Staphylococcus aureus, ademas de la
anteriormente explicada fnCpf1l. La finalidad de utilizar CRISPR1 y saCas9, que previamente no
habian sido utilizadas en Streptomyces, era la busqueda de otras alternativas que permitiesen
efectuar tanto knock-in como la delecidn en aquellas cepas de mayor interés donde SpCas9
habia fracasado. Para ello desarrollaron un plasmido all-in one con la ayuda de Golden Gate para
insertar todos los elementos necesarios en un solo pldsmido. Consiguieron asi una eficiencia
entre el 87 y 100% en knock-in del cluster de indigoidina en S. albus y practicamente un 100%
en la produccion de un compuesto fosfonato en otra cepa de Streptomyces utilizando saCas9 y
fnCpf1l. No sdlo eso sino que también lograban la delecién de genes como el gen aqurS5 de un
BGC productor de un antibidtico polieno con un 100% de efectividad utilizando dos saCas9 (Yeo

et al., 2019).

Todo ello nos permite concluir que hay alternativas que han demostrado una gran eficacia y que
permiten solucionar los numerosos convenientes de SpCas9 a la hora de trabajar con los

genomas de Actinomicetos. Cabe esperar que con los afios se ird avanzando mas en este
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aspecto, desarrollando nuevas técnicas que facilitardan aun mas el trabajo con este grupo

bacteriano que tiene tanto que ofrecer.

CRISPR endogenos

Los sistemas CRISPR-Cas estan ampliamente distribuidos entre los organismos procariotas, pero
solo en algunos se encuentran activos, entre ellos el sistema CRISPR-Cas tipo I-E de Streptomyces
avermitilis. Se vio que un total de 46 especies de Streptomyces poseen cllsteres de genes Cas
en su genoma; la mayoria de estas especies contienen el subtipo I-E, mientras que sélo unos
pocos contienen los tipos I-C o I-U. Concretamente, el sistema I-E de S. avermitilis contenia una
secuencia PAM conservada cuyo funcionamiento era bastante similar al de los sistemas CRISPR
externos y al sistema I-E de Escherichia coli. Aun asi, presentaba alguna caracteristica propia
como por ejemplo la capacidad de proporcionar proteccién frente a posibles infecciones por

fagos (Qiu et al., 2016; Zhao et al., 2020).

Este tipo de sistemas enddgenos ya se han utilizado como herramienta de edicién génica en
otros grupos bacterianos como es el caso del sistema nativo I-B en Clostridium pasteurianum. Es
posible que en el futuro se pueda aplicar esto en Streptomyces simplemente introduciendo un
locus CRISPR sintético o un pequefio RNA guia con una actividad controlada y limitada. Las
herramientas bioinformadticas seran claves para caracterizar estas Cas enddgenas y poder asi

llevar a cabo la edicién genémica de manera eficiente (Zhao et al., 2020).

Una de las consideraciones a tener en cuenta es la posibilidad de que estos sistemas interfieran
con los CRISPR externos, influyendo de manera considerable en la eficiencia de esta herramienta
en la edicidn génica. Si bien es cierto que falta mucho por investigar en este aspecto, se espera
que sean una alternativa factible para continuar trabajando con los genomas de Actinomicetos

sin ningun tipo de problema.

Sistema ICE in vitro

Hasta el momento, todos los sistemas desarrollados para llevar a cabo la ediciéon gendmica en
Actinomicetos se desarrollaban in vivo. Aunque todas habian demostrado una alta eficiencia, se
necesitaba alguna técnica para realizar in vitro, sobre todo a la hora de trabajar con BGCs de

gran tamaio.

Uno de los mas conocidos y empleados a dia de hoy es el sistema CRISPR-Cas9 in vitro también
conocido como sistema ICE. Su principal aplicacion es la refactorizacién de BGCs en
Streptomyces, asi como la introduccién de deleciones, inserciones o intercambios de

determinadas secuencias génicas. En este caso se utiliza una endonucleasa Cas9 y sgRNA, ambos
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programados para trabajar in vitro y efectuar cortes en moléculas de DNA circulares, ademas de
una serie de protoespaciadores. La actividad exonucleasa 3’-5’ de esta proteina Cas da lugar a
mutaciones que desplazan el marco de lectura pero que pueden ser solucionadas introduciendo

una DNA polimerasa T4 que repara los DSB generados (Li et al., 2017; Alberti & Corre, 2019).

Se volvieron a disefiar ciertos plasmidos para comprobar la eficacia de este sistema, aunque en
este caso el tamano era superior a los anteriormente descritos. Un ejemplo es el plasmido
pYH285 y el vector de clonacién 10A3 que contenian el BGC de los antibidticos tetronato RK-682
y el de holomicina respectivamente. Se logré de este modo la delecidn de dos genes
pertenecientes a los BGC anteriormente descritos, aunque la eficiencia ain no era muy alta
rondando un 20 y 35%. De la misma manera se consiguié aumentar la produccion de estos dos
antibidticos en S. albus y S. lividans con alta eficiencia. A continuaciéon también se analizd la
potencialidad de ICE en la insercién de secuencias génicas, en este caso insertando el gen de
resistencia a la ampicilina (bla) en el plasmido pYH285, que también demostro ser altamente

eficiente (Liu et al., 2015).

Para la edicion multiple, otros investigadores han utilizado el sistema ICE junto con la ayuda del
ensamblaje de tipo Gibson que facilitd la refactorizacidon de un vector que contenia el BGC del
antibidtico pristinamicina para lograr asi una edicién de multiples genes en distintas especies de

Streptomyces (Tao et al., 2018).

Todo ello nos permite concluir que el sistema ICE es una buena herramienta para llevar a cabo
multiples aplicaciones in vitro sobre todo a la hora de trabajar con BGCs de gran tamafio. Aunque
los primeros estudios no han demostrado una gran eficiencia en la insercién, delecion o
intercambio de secuencias, se espera que en el futuro pueda ser optimizada, por ejemplo
acoplandolo con el ensamblaje de tipo Gibson. De esta manera sera muy factible utilizar esta
técnica para potenciar la biosintesis de productos naturales o intercambiar determinados
promotores estimulando asi la activacién de BGC que permanecen silenciados (Liu et al., 2015;

Tao et al., 2018).

5. Conclusiones
Tras haber recogido toda la informacidn necesaria y haber realizado este trabajo, he llegado a

la siguiente serie de conclusiones:

- El sistema CRISPR-Cas9 puede emplearse como herramienta de edicidn génica en
Actinomicetos de manera muy efectiva rondando el 100% de eficacia en la mayoria de

los casos.
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— Se han identificado practicamente todas las limitaciones de este sistema y por tanto,
se han desarrollado alternativas eficaces para continuar manipulando estas bacterias

- Las herramientas utilizadas como alternativa al sistema convencional también han
demostrado ser eficaces en la mayoria de Streptomyces, incluso en cepas no modelo.

- Son varios los genes modificados de manera efectiva, como aquellos pertenecientes a
los BGC RED o ACT, que han permitido activar o bloquear determinadas rutas

biosintéticas de productos naturales de gran relevancia para el ser humano.

Durante los ultimos anos, el sistema CRISPR-Cas ha demostrado por tanto ser una de las técnicas
de edicidon gendmica mas prometedoras de nuestro futuro en el ambito clinico. Pero es evidente
que las aplicaciones de esta herramienta van mucho mas alla de la edicidn de células humanas,
por ejemplo. Gracias a esta revisidn bibliografica se puede concluir que, y en base a mi hipodtesis,
CRISPR es una buena herramienta a la hora de trabajar con bacterias, en este caso con
Actinomicetos. Este grupo bacteriano esconde una riqueza que es y sera clave para nuestro
futuro, proporciondndonos multiples productos como nuevos antibidticos que serdn
imprescindibles para combatir nuevos retos actuales y futuros como es la multirresistencia. Se
espera que en los proximos afios esta cuestidon vaya ganando cada vez mds importancia y se

extienda el uso de CRISPR a otros grupos de bacterias.
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