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Título: Desarrollo de activadores transcripcionales programables para plantas basados en el sistema 
CRISPR/Cas9 
 
Resumen: 
 
La capacidad de reconocimiento específico y unión al ADN del sistema CRISPR/Cas9 ofrece 
posibilidades sin precedentes en el campo de la biología sintética de plantas. Las modificaciones de la 
proteína Cas9 o su guía de ARN permiten la expansión del rango de actividades de Cas9, desde su 
actividad de nucleasa original hasta otras actividades relacionadas con la unión al ADN, como la 
activación/represión transcripcional. Esto abre la posibilidad de crear circuitos de regulación que 
permitan controlar la expresión génica con mayor precisión. El objetivo de este trabajo consiste en el 
diseño y la evaluación de nuevos  factores de transcripción programables basados en el sistema 
CRISPR/Cas9.  
 

Para optimizar el sistema  CRISPR/Cas9 como herramienta se empleó una versión catalíticamente 
inactiva de la endonucleasa Cas9 (dead Cas9 o dCas9) a la que se unieron mediante dos estrategias 
distintas una serie de dominios de activación transcripcional. 
 

Una de las estrategias empleadas, denominada dCas9-SAM o “sinergia de mediadores de activación” 
consistió en la modificación del ARN guía mediante la incorporación de aptámeros que son 
reconocidos por la proteína de la cubierta del virus MS2 fusionada a dominios de activación. Como 
segunda aproximación, se utilizó  la estrategia dCas9-Suntag  que consiste en la adición de un péptido 
en el extremo C-terminal, que contiene varias repeticiones de un epítopo que es reconocido por un 
anticuerpo fusionado a un dominio activador. 
 
El estudio de la activación transcripcional se ha llevado a cabo en Nicotiana benthamiana utilizando 
como diana de activación el promotor de la dihidroflavonol reductasa de Solanum lycopersicum, que 
es un promotor de actividad baja pero inducible por factores de transcripción endógenos tipo MYB. 
De las dos estrategias evaluadas en este estudio se obtuvieron mayores niveles de expresión con la 
estrategia dCas9-SAM, alcanzando tasas de activación de más de 20 veces sobre los valores de 
referencia del promotor no activado. 
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Title: Development of programmable plant transcriptional activators based on CRISPR /Cas9 
 
 
Abstract: 
 
The specific DNA recognition and binding capacity of the CRISPR/Cas9 system offers unprecedented 
possibilities in the field of Plant Synthetic Biology. Modifications of Cas9 or its guide RNA allow the 
expansion of Cas9 activities, from the original nuclease function to other activities related to DNA 
binding, such as transcriptional activation or repression. This opens the possibility of creating 
regulatory circuits that allow controlling genetic expression with greater precision. The aim of this 
work consists on the design and evaluation of new programmable transcriptional activators based on 
the CRISPR/Cas9 system. 
 
In order to optimise the CRISPR/Cas9 system as a tool for transcriptional regulation a catalytically 
inactive version of the Cas9 endonuclease (dead Cas9 or dCas9) was used, to which a series of 
transcriptional activation domains were bound by two different strategies. 
 
One of the strategies, dCas9-SAM (Synergistic activation mediator) is based on the incorporation of 
aptamers to the gRNA scaffold, to which viral coat proteins fused to activator domains will bind. A 
second approach was dCas9-Suntag. This strategy consists on the addition of a C-terminal peptide, 
which contains several repeats of an epitope that is recognized by antibodies fused to transcriptional 
regulator domains. 
 
The study of transcriptional activation has been carried out in Nicotiana benthamiana, targeting the 
dihydroflavonol reductase promoter of Solanum lycopersicum, which is a weak promoter, inducible by 
endogenous MYB-like transcriptional factors. As a result of this study it was found that the dCas9-SAM 
strategy results in higher levels of expression, reaching increases in transcription rates of more than 
20 fold as compared with the reference values of the non-activated promoter. 
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Nomenclaturas y abreviaturas 

A. tumefaciens: Agrobacterium tumefaciens 

ADN: Ácido desoxirribonucleico  

ADN-T: ADN de transferencia  

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNg: ARN guía 

ARNt: ARN de transferencia 

bHLH: dominio básico hélice-bucle-hélice  

bp: Pares de bases 

CDS: Secuencia codificante 

CRISPR: Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 

E. coli: Escherichia coli 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

F6: Aptámero reconocido por MS2 

FLuc/Rluc: Ratio entre la luminiscencia emitida por la luciferasa de luciérnaga y la de Renilla 

GFP: Proteína fluorescente verde 

IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

LB: Luria Bertani 

Luc: Luciferasa de luciérnaga 

MgCl2: Magnesio cloruro 

min: Minuto(s) 

mM: Milimolar 

MS: Medio Murashige y Skoog 

mS: MiliSiemens 

N. benthamiana: Nicotiana benthamiana 

ng: Nanogramo(s) 

nm: Nanómetro 

nptII: Neomicina fosfotransferasa 

ºC: Grados Celsius 

p35s: Promotor 35s del Virus del Mosaico de la Coliflor 

PAM: Motivo adyacente de protoespaciador 

pDGB: Plásmido de destino Goldenbraid 
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pNos: Promotor de la Nopalina sintasa 

pUPD2: Plásmido universal domesticador 

Ren: Luciferasa de Renilla raeniformis 

SAM: Mediadores sinérgicos de activación 

Scf: Scaffold (estructura terminal del ARN guía) 

ScFv: Anticuerpo de cadena simple 

SlDFR: Promotor de la dihidroflavonol reductasa de Solanum lycopersicum. 

T1: Primera generación 

T2: Segunda generación 

TAE: Tris Acetato EDTA 

TALE: Efectores tipo activadores de la transcripción 

tnos: Terminador de la Nopalina sintasa 

V: Volts 

X-Gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 

ZFN: Nucleasas de  dedos de zinc 

α1: Plásmido de destino GoldenBraid alpha1 

α2: Plásmido de destino GoldenBraid alpha2  
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1. Introducción  

 
El poder modular con precisión la expresión génica en plantas posibilitaría la manipulación fenotípica 
de las mismas, permitiendo por ejemplo la inducción de la floración (Gallego-Bartolomé et al., 2018), 
el desarrollo de resistencias a enfermedades (Andolfo et al., 2016) o  tolerancia a estreses abióticos 
como la sequía (Park et al., 2017). Pero, además, abriría un abanico de posibilidades en el campo  de  
biología sintética; ya que permitiría controlar las rutas metabólicas, y por lo tanto la posibilidad de 
dirigir la biosíntesis con el fin de producir  metabolitos de interés en abundancia, explotando las 
plantas como biofactoría (Lalaleo et al., 1996). Sin embargo, en lo que respecta al reto de la 
activación génica, existe una gran limitación, el conocimiento, muchos genes se encuentran 
silenciados a nivel de promotor porque requieren factores de transcripción concretos para la 
inducción de la expresión (Ma, 2011). A pesar de  que muchos factores de transcripción han sido 
identificados y empleados en la activación génica, la gran mayoría de reguladores transcripcionales 
son desconocidos (Shiu, 2005). Con el fin de vencer dicha limitación en este trabajo se pretende 
desarrollar activadores transcripcionales para plantas que induzcan la expresión de cualquier gen, sin 
que se requiera el conocimiento de la existencia de factores de transcripción propios o específicos.  
 
Tradicionalmente, la construcción de  activadores transcripcionales artificiales se ha basado 
fundamentalmente en la fusión de dominios de activación a TALEs (Scholze y Boch, 2011) y a 
proteínas  con dedos de cinc  (ZFs) (Sanchez et al., 2002), siendo ambas proteínas capaces de 
reconocer secuencias de ADN.  Pero, están siendo remplazados por los activadores basados en el 
sistema CRISPR/Cas9 debido a la  simplicidad de su construcción y diseño, además de por la eficacia y 
especificidad de los mismos (La Russa y Qi, 2015), y a ello se debe la elección de este último sistema.  
Los activadores desarrollados en este trabajo se basan en dCas9, una versión muerta de la 
endonucleasa Cas9, que debido a dos mutaciones ha perdido la característica capacidad de corte de 
doble hebra de ADN. No obstante, continúa siendo una proteína programable que dependiendo de la 
secuencia de ARN guía a la que se asocie  puede dirigirse a cualquier lugar del genoma, siempre y 
cuando contenga en su vecindad una secuencia PAM (Protospacer Adjacent Motif) (Qi et al., 2013). 
Explotando dicha propiedad, se pueden fusionar dominios de activación directamente a dCas9 y 
dirigirla a un promotor concreto con el fin de activar el gen bajo su regulación. Previamente en el 
laboratorio, se diseñaron activadores transcripcionales de la manera descrita, y se consiguió casi 
triplicar los niveles de expresión génica activando el promotor de la nopalina sintasa expresado de 
forma transitoria  en Nicotiana benthamiana (Vazquez-Vilar et al., 2016). Con la intención de 
optimizar la herramienta generada, además del empleo de nuevos dominios, en laboratorio de 
Genómica y Biotecnología de plantas del IBMCP se han adaptado para plantas dos estrategias 
basadas en la unión indirecta de dominios activadores a dCas9; denominadas dCas9-SAM y dCas9-
SunTag que han sido principalmente utilizadas en células animales (Dominguez et al., 2016). 
 

La estrategia dCas9-SAM (mediadores de activación sinérgicos) reside en el reconocimiento específico 
de secuencias concretas de ARN por parte de proteínas de cubierta vírica, por ejemplo, MS2 (Peabody, 
1993), PP7 (Lim y Peabody, 2002) o COM (Zalatan et al., 2015). Tal y como queda representado en la 
Figura 1., introduciendo las secuencias o aptámeros correspondientes en el ARN guía, y fusionando 
dominios de activación a las proteínas de cubierta víricas que los reconocen,  se ha conseguido que 
dichos dominios queden asociados indirectamente a dCas9 (Konermann et al., 2015). En este trabajo 
se decidió emplear MS2 y dos de sus respectivos aptámeros ya que en experimentos previos se 
demostró que se conseguían activaciones mayores que las obtenidas con las proteínas de cubierta 
vírica COM y PP7. Esta estrategia ofrece una posibilidad combinatoria, ya que permite  fusionar un 
dominio directamente a dCas9, y otro vía la interacción aptámero-proteína, permitiendo así la 
combinación de distintos activadores, de la cual cabría esperar un efecto sinérgico (Zhang et al., 
2015).  
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Figura 1. Estrategia dCas9-SAM. Unión de dominios de activación por fusión directa a dCas9, y vía unión al 
ARNg, por la interacción aptámero-proteína MS2. Como queda reflejado en rojo, en este trabajo se le han 
incorporado dos aptámeros al ARN guía. 

 
 
Por otro lado, el método dCas9-SunTag se basa en la afinidad con la cual un anticuerpo se une a su 
respectivo epítopo. Consiste en la fusión de una cola peptídica a dCas9, que contiene varias 
repeticiones del epítopo que será reconocido por los anticuerpos de cadena simple ScFv  portadores 
de  los activadores (Figura 2.). Constituye un sistema de amplificación, ya que se pueden unir varios 
dominios a dCas9 (Tanenbaum et al., 2014).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Estrategia dCas9-SunTag. Fusión de un péptido a dCas9, con epítopos  reconocibles por anticuerpos 
ScFv fusionados a dominios activadores. 

 
 
A su vez, se han aunado ambas aproximaciones, creando dCas9-SAM-SunTag (Figura 3.) en la 
búsqueda de una mayor eficacia en el aumento del nivel de expresión del gen a activar. 
 

 
 
Figura 3. Estrategia dCas9-SAM-SunTag. Unificación de las estrategias dCas9-SAM y dCas9-SunTag.  
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Finalmente, para lograr la activación se debe garantizar la accesibilidad de dCas9 a la secuencia diana 
del promotor, ya que si el ADN se encuentra en una conformación compacta o empaquetada no 
podrá llevar a cabo su función (Thakore et al., 2016). De hecho, la estructura del ADN puede ser otra 
causa del silenciamiento génico (Allis y Jenuwein, 2016). Por ello, además de utilizar dominios 
reclutadores de factores de transcripción, se ha empleado un dominio catalítico característico del 
editado genético, el dominio p300, un acetil transferasa, que acetila la lisina 27 de la histona 3 
(Ogryzko et al., 1996). 
 
 

 
 
 

Figura 4. Edición epigenética por el efecto de la acetilación de histonas. A) En una situación fisiológica normal 
el grupo fosfato del ADN se encuentra negativamente cargado, y por el contrario las colas de las histonas ricas 
en lisina están positivamente cargadas, por lo tanto se establecen fuerzas atracción, y ADN se queda enrollado 
formando estructuras denominadas nucleosomas. Ese es el motivo  que conlleva a que el ADN se encuentre en 
una conformación más  inaccesible o cerrada, y que la expresión  de los genes se vea reducida. B) No obstante, si 
alguna de estas lisinas es acetilada la unión del ADN con las histonas será menos intensa, y podría permitir la 
entrada de la polimerasa o de los activadores para la expresión de los genes. 
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En este trabajo se ha evaluado la activación transcripcional mediada por las distintas estrategias 
basadas en dCas9. Para estudiar dicha modulación transcripcional se ha trabajado sobre plantas 
transgénicas de Nicotiana benthamiana que tienen integrado el gen reportero de la luciferasa bajo el 
promotor SlDFR. Aunque, para facilitar y acelerar los ensayos, los experimentos también se han 
llevado a cabo sobre plantas silvestres, expresando la construcción reportera de forma transitoria, 
permitiendo a su vez la comparación entre ambos sistemas de expresión.  El promotor SlDFR  de 
Solanum lycopersicum regula la transcripción de la enzima dihidroflavonol reductasa, que está 
involucrada en la biosíntesis de antocianinas. En Nicotiana benthamiana el promotor tiene muy baja 
actividad (Vazquez-Vilar et al., 2017). No obstante, el factor de transcripción Ant1 es capaz de 
activarlo notablemente (Mathews, 2003). Ese es el motivo por el cual se ha escogido el promotor 
SlDFR como modelo de activación; porque se asemeja a la activación genes  endógenos y de posible 
interés que, per se, se encuentran silenciados. 

 

2. Objetivos 

 
El objetivo principal del trabajo es la construcción de activadores transcripcionales para plantas 
basados en el sistema CRISPR/Cas9 que sean capaces de activar genes silenciados a nivel de promotor.  
El alcanzar dicho objetivo supondría un gran avance en el reto de la modulación de la expresión 
génica, ya que no se requeriría el conocimiento sobre los factores de transcripción específicos que 
inducen la expresión de cada gen, lo cual ha constituido una gran limitación hasta el momento. 
 

Los objetivos secundarios establecidos son la caracterización de las líneas reporteras SlDFR, sobre las 
que se han realizado los estudios de activación, y la comparación  de la activación entre los sistemas 
de expresión transitoria y estable.  
 

3. Materiales y Métodos 

3.1. Material microbiológico 

3.1.1 Escherichia coli 

 
Todas las piezas génicas empleadas forman parte de la colección GoldenBraid, y se encuentran en  
plásmidos almacenados dentro de Escherichia coli Top10 (Thermofisher) glicerinadas y congeladas a -
80ºC. Dicha cepa presenta una gran ventaja; debido a una mutación en el gen LacZ, permite la 
identificación visual o fenotípica de las bacterias que contengan el inserto (la pieza) basándose en el 
color blanco de las mismas al añadir un inductor de la síntesis de la B-galactosidasa (e.g. IPTG) y un 
substrato cromogénico (e.g.  X-Gal).  Asimismo, son idóneas para el proceso de clonación  por las 
mutaciones end - y rec- que aportan estabilidad al ADN (Thermofisher). 
 

3.1.2. Agrobacterium tumefaciens 

 
Para la transformación transitoria de Nicotiana benthamiana se ha empleado la cepa  GV3101 de 
Agrobacterium tumefaciens, se trata de un mutante espontáneo de la cepa C58C1 pero que además 
presenta resistencia a rifampicina (Deeba et al., 2014). 
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3.2. Material vegetal 

 
Los activadores construidos se han probado sobre Nicotiana benthamiana, una planta modelo que se 
transforma genéticamente y se regenera con facilidad, y es una especie muy apta para la expresión 
transitoria de proteínas a través del método de agroinfiltración (Goodin et al., 2008). Además de 
trabajar con plantas silvestres (wild type) se han empleado plantas transgénicas (T2) que tienen 
integrada una construcción reportera basada en el gen de la luciferasa de luciérnaga bajo el promotor 
SlDFR, el gen de la luciferasa de Renilla reniformis bajo el promotor constitutivo 35s del virus del 
mosaico de la coliflor (como control interno) y finalmente el gen de la neomicina fosfotransferasa 
(nptII) bajo el promotor de la nopalina sintasa, que confiere resistencia a kanamicina, como marcador 
de selección (Figura 5.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Material vegetal, generación T2. Las plantas reporteras T0 son el resultado de la  transformación de 
explantes de Nicotiana benthamiana mediada por Agrobacterium tumefaciens y  posterior regeneración en un 
medio de selección (con kanamicina). Fueron traspasadas a tierra y dieron  semillas (T1), que se sembraron en 
una placa con kanamicina. Se seleccionaron 10 plantas y se transplantaron (T1).  Finalmente,  se pudieron 
recoger semillas (T2) de dichas plantas y ese fue el punto de partida del trabajo. 

 

3.3 Diseño de los dominios activadores 

3.3.1 Obtención de las secuencias de los dominios 

 
Las secuencias empleadas se obtuvieron de distintas fuentes. Ciertas piezas se pidieron a Addgene, 
pero también se recurrió a la síntesis de novo de fragmentos de ADN vía solicitud de gBlocks® 

(Integrated DNA Technologies),  sobre todo en aquellos casos en los que  la secuencia no estaba 
disponible en Addgene, o cuando se  deseaba introducir alguna modificación, con el fin de obtener 
alguna mejora. 
 

 

Plantas T1 Plantas T0 

Semillas T1 Semillas T2 
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3.3.2. Domesticación 

 
Se denomina domesticación a la adaptación de la secuencia obtenida  al sistema GoldenBraid. Dicho 
sistema permite la generación de unidades transcripcionales a través del ensamblaje de distintos 
fragmentos de ADN (e.g. promotor, secuencia codificante, terminador) en un único paso (Figura 6.); 
utilizando una única enzima de restricción, facilitando y  acelerando así el proceso (Sarrion-Perdigones 
et al., 2011). Pero, para  ello, se debe convertir  la secuencia de ADN original en una pieza que sea 
admitida por dicho método de ensamblaje multipartito. Esto se consigue eliminando las dianas 
internas del enzima de restricción BsaI y BsmBI de la secuencia, e introduciendo la misma en un 
plásmido domesticador pUPD2 (Figura 7.), que contiene dos sitios de reconocimiento del enzima BsaI 
flanqueando el  lugar  de inserción (Vazquez-Vilar et al., 2017).  
 
Por lo tanto, la domesticación consiste en la incorporación de los oligonucleótidos necesarios (las 
dianas del enzima BsmBI) a ambos lados de la secuencia  que inicialmente permitan su clonación en el 
vector pUPD2, y la incorporación de los característicos cuatro nucleótidos que se convertirán en los 
extremos cohesivos de las piezas liberadas, tras la digestión del plásmido con BsaI. Estos extremos 
cohesivos por un lado definen la identidad  de la pieza, y  a su vez, determinan su posición en el 
constructo final  resultado del ensamblaje. De alguna manera, la domesticación etiqueta o cataloga el 
fragmento de ADN y regula que el orden de ensamblaje adoptado sea correcto para una apropiada 
expresión. Por ejemplo, todo promotor GoldenBraid contiene dos extremos de nomenclatura única, 
que le permiten por un lado unirse al plásmido y por otro a una secuencia codificante, pero, en ningún 
caso podría ligarse a un terminador, el promotor siempre se encontrará en primera posición.  
 
Este proceso se ha efectuado a través de un correcto diseño de oligonucleótidos 
(https://gbcloning.upv.es/tools/domestication/) y posterior  amplificación por PCR, o vía síntesis de 
novo.  
 
Los dominios de activación utilizados en este trabajo están recogidos en la Tabla 1. Se domesticaron 
en piezas de nomenclatura B5 según la Sintaxis Estándar de Biología Sintética de Plantas (Patron  et 
al., 2015) por lo que estaban preparados para fusiones en C-terminal. Es  decir, se diseñaron para que 
se pudieran unir a dCas9, a MS2 (proteína de cubierta viral empleada en la estrategia dCas9-SAM), o a 
los anticuerpos de cadena simple propios de la estrategia dCas9-SunTag. El modo de acción de todos 
los dominios empleados y recogidos en la Tabla 1., reside en el reclutamiento de factores de 
transcripción, menos el del dominio p300, cuyo mecanismo es la acetilación de la lisina 27 de la  
histona 3. 
 

Tabla 1. Dominios de activación. 

 

Dominios activación Origen Referencia 

EDLL* 
(previamente domesticado) 

Vegetal (Tiwari et al., 2012) 

ERF2 Vegetal (Li et al., 2013) 

VPR 
Sintético: Combinación de tres dominios 

VP64-p65-Rta 
(Chavez et al., 2015) 

Tv Sintético: TAL (6 repeticiones)-VP64 (4) (Li et al., 2017) 

p300 Humano 
(Thakore et al., 2016) 
(Ogryzko et al., 1996) 

 

 

https://gbcloning.upv.es/feature/pUPD2/
https://gbcloning.upv.es/feature/pUPD2/
https://gbcloning.upv.es/tools/domestication/
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3.3.3. Ensamblaje GoldenBraid 

 
Los activadores programables se construyeron a partir de las distintas piezas (promotores/secuencias 
codificantes/fusiones C-terminal/terminadores)  mediante el método de ensamblaje multipartito 
GoldenBraid. Es decir, en  una única reacción de digestión-ligación, se liberaron las piezas de los 
distintos plásmidos pUPD2 (con BsaI) y se ensamblaron en el orden correcto  (con la ligasa T4) 
clonándose finalmente en el vector de destino (e.g. pDGB3alpha2) tal y como queda representado en 
la Figura 6. (Vazquez-Vilar et al., 2017).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 6. Ensamblaje multipartito (reacción GoldenBraid).  Construcción de unidades transcripcionales en un 
único paso, vía múltiple digestión (con BsaI) y ligación (con T4) de las piezas domesticadas. La secuencia 
codificante en este caso puede ser dCas9, MS2 o ScFv.  Por otro lado, el péptido fusión C-terminal sería el 
dominio de activación domesticado. Finalmente, la secuencia de reconocimiento y los sitios de corte del enzima 
BsaI están representados en color azul. 
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TTAC  G CTCTGG
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C-Tag GCTT

CGAA
Terminador CGCT
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CCTC T CTCTGG
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Vector de destino α1 

Resultado de la digestión con BsaI y ligación con ligasa T4 

pUPD2 pUPD2 

pUPD2 

pUPD2 
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https://gbcloning.upv.es/feature/pDGB3_alpha2/
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GCGC  CGTCTC  G CTCG   1234

CGCG  GCAGAG C GAGC  1234
Secuencia de ADN 5678  CGAG C  GAGACG  GCGC

5678  GCTC  G  CTCTGC   CGCG

BsmBI
Sitio de reconocimiento

BsmBI
Sitio de reconocimiento

Cebador  delantero

Cebador  reverso

CTCG   1234

1234
Secuencia de ADN 5678

5678  GCTC

GGT

CCAGAGC  

Pieza integrada en pUPD2

CGAG ACC

TGG

BsaI
Sitio de reconocimiento

BsaI
Sitio de reconocimiento

 
1) Amplificación de la secuencia y digestión con BsmBI 

 

 

 

 

 

 

 

2) Digestión del plásmido pUPD2 vacío con BsmBI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) Resultado de la ligación 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
Figura 7. Proceso de domesticación vía amplificación por PCR. Consiste en incorporar los oligonucleótidos 
necesarios para que la secuencia se inserte en un plásmido pUPD2 (dianas del enzima BsmBI) y los 4 nucleótidos 
(1234 o 5678) que definen la pieza y determinaran la posición de la misma en la construcción final, figura 
adaptada de Sarrion-Perdigones et al., 2011. 
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CCAGAGC  

CGAGACC

TGG
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pUPD2 digerido con BsmBI

BsmBI 
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3.4. Transformación de E. coli 

 
Tanto las piezas domesticadas como las construcciones finales se transformaron en E. coli 
electrocompetentes vía electroporación, aplicando a las células una corriente de 1500V de 5mS. 
Posteriormente, se pre-cultivaron las células en medio LB a 37ºC durante 45 minutos y después se 
sembraron en placas de LB, que contenían X-Gal, IPTG, y el antibiótico de selección correspondiente; 
cloroanfenicol en caso de plásmidos pUPD2, y  kanamicina en caso de pDGB3 alpha2,  por ejemplo. 
Las colonias transformadas con las construcciones de interés fueron seleccionadas por el color blanco 
de las mismas. 
 

3.5. Transformación de A. tumefaciens 

 
Generadas las construcciones deseadas, se transformó  A. tumefaciens,  ya que posteriormente dichas 
construcciones se introducirían en Nicotiana benthamiana por agroinfiltración, basándose en el 
sistema infectivo de Agrobacterium tumefaciens. La transformación también se llevó a cabo por 
electroporación pero a un voltaje menor, a 1440V, y el pre-cultivo de las células post-transformadas se 
realizó a 28 ºC. Finalmente, las células se sembraron en  placas de LB, que además de contener el 
antibiótico de selección contenían rifampicina, frente a la cual  la cepa  GV3101 de Agrobacterium 
manifiesta  resistencia. 
 

3.6. Extracción de plásmidos o Miniprep 

 
Las extracciones plasmídicas se  realizaron mediante kits comerciales siguiendo los protocolos 
recomendados por los proveedores. En el caso de Escherichia coli, se utilizó  el kit E.Z.N.A.® Plasmid 
Minikit II (Omega Bio-Tek) y en Agrobacterium tumefaciens QIAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen). 
 

3.7. Electroforesis en gel de agarosa 

 
Con el fin de verificar que las construcciones se habían efectuado correctamente, se llevó a cabo una 
comprobación por digestión y electroforesis en gel de agarosa. Por cada digestión se empleó 
alrededor de 200ng de ADN,  1x de tampón de reacción y 0,5μL de enzima de restricción. Asimismo, 
se usó el programa Benchling para simular in silico los patrones de bandas resultado de las 
digestiones. Por otro lado, los geles se prepararon con TAE 1x (40mM de Tris-acetato y 1mM de EDTA), 
1% (v/v) de bromuro de etidio y 1,2% de agarosa. Como tampón de carga se utilizó Orange Loading 
Dye (Thermo Scientific) y los marcadores empleados fueron Gene Ruler DNA Ladder 1kb y 100bp  
(Thermo Scientific). Finalmente, los geles se visualizaron con un transiluminador y se capturaron las 
imágenes con el software GeneSnap. 
 

3.8. Secuenciación 

 
Para confirmar que los dominios activadores se habían domesticado correctamente, se secuenciaron 
los plásmidos pUPD2, y para ello se emplearon 10μL del plásmido extraído y 5μL de los cebadores 
Forward (5'-GCTTTCGCTAAGGATGATTTCTGG-3') y Reverse (5'-CAGGGTGGTGACACCTTGCC-3'). La 
secuenciación se llevó a cabo por el servicio de Secuenciación y Análisis de expresión génica del 
Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas. La secuenciaciones se realizaron por el método 
Sanger mediante el Secuenciador capilar ABI 3130 XL. 

https://gbcloning.upv.es/feature/pUPD2/
https://gbcloning.upv.es/feature/pDGB3_alpha2/
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3.9. Diseño de los ARN guías 

3.9.1 Diseño de los ARN guías individuales   

 
Los ARN guías diseñados están compuestos por 3 piezas; un promotor, la diana de 20 nucleótidos que 
hibridará con el ADN y el scaffold, o estructura terminal que aporta estabilidad al complejo 
Cas9/ARNg, y al que se le  han incorporado dos aptámeros que reconoce MS2 en la estrategia dCas9-
SAM. Como las dianas son piezas muy variables no se introducen en plásmidos pUPD2, sino que están 
diseñadas como oligonucleótidos que hibridan parcialmente dejando extremos cohesivos que 
permitan su ligación al promotor y al scaffold. El diseño o elección de las dianas está condicionado por 
la presencia/ausencia  de secuencias PAM (Protospacer Adjacent Motif). Para que  el complejo 
dCas9/ARNg se pueda unir a una secuencia de ADN de 20 nucleótidos, además de la 
complementariedad,  en el extremo 3’ de la misma debe contener una secuencia PAM de tres 
nucleótidos, NGG, siendo N cualquier nucleótido (Jiang et al., 2013). 
  
En la construcción de los guías se utilizó el promotor U6-26 de Arabidopsis thaliana, puesto que se 
trata de un promotor que es reconocido por la polimerasa III, y la polimerización mediada por este 
tipo de polimerasa evita  las modificaciones post-transcripcionales, como la adición de la caperuza 5’. 
Esto supone una ventaja, ya que cabría esperar que la complementariedad entre el guía y la secuencia 
de ADN fuera superior y por tanto la hibridación más eficiente. A su vez, se lograría mantener el ARN 
dentro del núcleo, que es precisamente donde realizará su función.  Pero, también supone una gran 
limitación, ya que dicho promotor requiere una guanina para el inicio de la transcripción (Gao y Zhao, 
2014). 
 
Debido al requerimiento del promotor, se suelen escoger dianas que contengan una guanina inicial. 
Así se diseñaron los  guías DFR 1, 4, 5 (GB1838, GB1837, GB1839) (Figura 8.). No obstante, en ciertos 
casos puede interesar el dirigir dCas9 a una  diana concreta  que carezca del nucleótido en cuestión. 
Con el fin de vencer la limitación, se podría haber introducido  una guanina en el guía con un diseño 
apropiado de cebadores. De este modo, la transcripción sucedería correctamente, pero la guanina 
incorporada no hibridaría con el ADN y por lo tanto disminuiría mucho la eficiencia. Pero, para eludir 
estos problemas asociados, en su lugar se aprovechó el sistema multiplexing. Este sistema permite la 
transcripción de varios guías en tándem (en este caso se ha diseñado para tres) bajo una única  
guanina inicial. Pero, como queda representado en la Figura 9., una vez transcrito, debido a un 
procesamiento o auto-escisión de los ARN transferentes que flanquean o separan los guías, se 
obtienen los guías individuales desnudos o limpios de la guanina inicial (Xie et al., 2015). 
 
 

 
 
Figura 8. Dianas de los guías 1ARNg, 4ARNg y 5ARNg. El promotor SlDFR  tiene 1553 pares de bases. Teniendo 
como referencia el inicio de transcripción el guía 1ARNg (GB1838) se une en la posición -223, el 4ARNg 
(GB1837) en la -373 y el guía 5ARNg (GB1839) en la -489.  
 

SlDFR

1 ARNg

4 ARNg

5 ARNg

100pb

https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C6A/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C6B/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C69/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C6A/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C6B/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C69/
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3.9.2. Diseño del sistema multiplexing 

 
Las dianas de los guías se diseñaron como oligonucleótidos solapantes, que hibridan parcialmente 
dejando extremos cohesivos que posibilitan tanto su ligación al ARNt auto-catalítico que lo precede, 
como al scaffold (estructura terminal del ARNg) posterior. Pero, en vez de introducir cada uno de esos 
tres componentes del ARN guía (diana, ARNt y el scaffold) en vectores pUPD2 individuales y llevar a 
cabo un ensamblaje multipartito, se insertó en pUPD2 la construcción ARNt:target:scaffold 
directamente. Para lograrlo, se utilizaron tres plásmidos pVD1 (GB2073, GB2074, GB2075), portadores 
del ARNt y del scaffold. Tienen la particularidad de que contienen dichas secuencias delimitadas por 
sitios de corte del enzima de restricción BsmBI. De tal manera que al  ser digeridos con el enzima 
mencionado se crean múltiples extremos cohesivos que permiten la  generación de la construcción  
pre-ARNt: target: scaffold y la simultánea clonación de la misma  en un vector pUPD2, tal y como 
queda representado en la Figura 10. Una vez integrados en pUPD2, la construcción queda flanqueada 
por sitios de reconocimiento del enzima BsaI, y los extremos cohesivos que se generaran como 
resultado del corte serán diferentes dependiendo del vector pVD1 que se haya empleado, y 
determinan el orden o posición de los ARNt-ARN guías durante el ensamblaje (Vazquez-Vilar et al., 
2016). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 9. Funcionamiento del sistema multiplexing.  Con una única guanina inicial se transcriben tres ARN guías 
en tándem, y se separan por el auto-procesamiento de los ARN transferentes  que los preceden.  
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https://gbcloning.upv.es/feature/GB2073/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB2074/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB2075/
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Figura 10. Construcción del multiplexing. El multiplexing consiste en la transcripción policistrónica de varios 
ARN guías separados por ARNt auto-cataliticos que permitirán su posterior individualización. En un único paso 
se pueden integrar las construcciones ARNt:target:scaffold en un plásmido pUPD2, para poder posteriormente 
realizar un ensamblaje multipartito GoldenBraid. Para ello, por un lado se digieren con BsmBI los plásmidos 
pVD1 que contienen las secuencias de los ARNts y los scaffolds con los aptámeros y  por otro lado, las dianas se 
diseñan como oligonucleótidos solapantes que dejan extremos cohesivos que permiten su ligación a ambas 
secuencias.  
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3.10. Agroinfiltración 

3.10.1. Condiciones de cultivo del material vegetal 

 
Se infiltraron hojas de plantas de Nicotiana benthamiana de 5-6 semanas de edad, cultivadas en 
condiciones de crecimiento controladas en un Fitotrón; a una temperatura de 24/20 ºC  y un 
fotoperiodo de 16h luz/8h oscuridad. A diferencia de las plantas silvestres, las semillas transgénicas 
reporteras se germinaron en placas  que contenían medio Murashige & Skoog con kanamicina.  Al no 
disponer de líneas homocigotas para el transgén, y al existir segregación, se debía efectuar una 
selección de las plantas que manifestaban resistencia a dicho antibiótico. 
 

3.10.2. Preparación de las soluciones de Agrobacterium tumefaciens 

 
Para la preparación de las soluciones de A. tumefaciens se partió de cultivos en fase exponencial, y se 
resuspendieron las bacterias en un medio MES (pH=5,6, 10 mM MES, 20 mM MgCl2 y 200 μM 
acetosiringona) apropiado tanto  para Agrobacterium como para las plantas. Tras una incubación de 
2h, se realizaron las mezclas apropiadas de los distintos cultivos a co-infiltrar, ajustando la densidad 
óptica (600nm) final a 0,1, ya que previamente se había determinado que era la óptima (Vazquez-Vilar 
et al., 2017).  
 
Las infiltraciones se llevaron a cabo mediante una jeringa exenta de aguja (BD Plastipak 1mL de Becton 
Dickinson S.A.). Se infiltraron tres hojas por planta y una planta por construcción, y las muestras se 
recogieron a 5 días post-infiltración, habiéndose estipulado con anterioridad como momento de 
expresión óptimo. Para ello, con un sacabocados se tomaron discos (de 0,8cm de diámetro y 
aproximadamente  de 18-19 mg) de 3 hojas independientes (un disco por hoja). Las muestras 
inmediatamente se congelaron en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80ºC hasta el día del ensayo 
de luciferasa. 
 
Los mecanismos defensivos de las plantas pueden inducir el silenciamiento de los transgenes y es por 
ello que toda construcción fue co-infiltrada junto con un supresor del silenciamiento de origen viral, 
bien fuera en cis o en trans. En nuestro caso se empleó la proteína P19 (Voinnet et al., 2003).  
 

3.11. Ensayo de luciferasa 

 
El ensayo de luciferasa se llevó a cabo con el kit Dual-Glo© Luciferase Assay System (Promega). Para 
realizar la extracción proteica  se utilizaron 375μL de passive lisis buffer por muestra discal, y para la 
reacción de la luciferasa, se añadieron en una placa multipocillo 7,5μL del extracto recogido tras 
centrifugación (15min, a 4º, a velocidad máxima) y  30μL del substrato de la luciferasa de luciérnaga, 
lucII. Posteriormente, se realizó la primera lectura de luminiscencia. Tras la misma, se adicionaron 
30μL del reactivo stop and glow, que inhibe la actividad de luciferasa de luciérnaga y que contiene el 
substrato para la luciferasa de Renilla reniformis (control interno) y finalmente se efectuó la segunda 
lectura. Ambas reacciones quedan representadas en la Figura 11. La medición de la luz emitida 
resultado de la activación se llevó a cabo con el equipo GloMax 96 Microplate Luminometer. 
 
Se utilizó el gen reportero de la luciferasa de Renilla bajo el promotor 35s como control interno; para 
la normalización de los valores obtenidos en los ensayos, evitando así la variación causada por la 
eficiencia de transformación y manipulación durante el experimento al expresar el reportero de 
forma transitoria (Shifera y Hardin, 2010). Asimismo, en las líneas reporteras estables resultó vital 



14 
 

para evitar el efecto ocasionado por la carga alélica diferencial. Esa es la razón por la cual los 
resultados se presentan como Fluc/Rluc, que se refiere al ratio entre la cantidad de luminiscencia 
emitida por la luciferasa de luciérnaga y la de la luciferasa de Renilla reniformis.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Reacciones de las luciferasa de luciérnaga y de Renilla reniformis.  

 
 

Controles del ensayo de luciferasa 
 
Con el fin de garantizar que los ensayos se efectuaron correctamente, se agroinfiltraron los reporteros 
p35s (GB0491), pNos (GB0166) y  pLess (GB1554) en plantas silvestres. La razón de ello, es que están 
muy bien caracterizados en las condiciones en las que tiene lugar el experimento, y se conoce que la 
expresión con el promotor 35s suele ser de 9 a 13 veces mayor que la obtenida con el promotor Nos 
(Vazquez-Vilar et al., 2016). En cambio, con el promotor less, que se trata de un intrón en vez de un 
promotor real, es 10 veces menor que con pNos. Por consiguiente, se utilizaron como controles en 
todos los experimentos.   
 
A su vez, el reportero pNos se empleó como un posible referente interno, frente al cual se podrían 
normalizar los valores obtenidos (ratios Fluc/Rluc), para poder comparar los resultados de 
experimentos de distintos promotores, obteniendo así actividades transcripcionales relativas.  

4. Resultados 

4.1. Caracterización del material vegetal 

 
En lo que se refiere a la caracterización del material vegetal, el criterio establecido para la 
determinación de plantas resistentes fue la aparición de hojas verdaderas y raíces extendidas, ya que 
en el control negativo (plantas silvestres en medio MS con kanamicina) no se llegaban a ver más que 
los cotiledones. Además,  pasado un tiempo padecían clorosis, apreciándose un color ligeramente 
amarillo. Analizando los datos obtenidos y recogidos en la Tabla 2, se concluyó que las líneas T1 
estaban compuestas de plantas hemicigóticas (portadoras del transgén y un alelo nulo), ya que las T2 

https://gbcloning.upv.es/feature/GB0491/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB0166/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_113C/
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se trataban de generaciones segregantes, en las cuales el 75% eran resistentes y el 25% sensibles, lo 
cual se comprobó por el estadístico chi cuadrado (X2). Esto, no era de gran trascendencia, ya que la 
carga alélica no supuso ningún problema en los ensayos de la luciferasa al disponer del control interno 
del reportero. Lo único, al existir la posibilidad de encontrar plantas acigóticas (carentes del transgén) 
a partir de las semillas proporcionadas, se tuvo que aplicar una selección en placa de las plantas a 
infiltrar, no era factible la germinación directa en tierra. 
 
Tabla 2. Determinación genotípica del material vegetal por segregación fenotípica. Se ha efectuado la prueba 
estadística x

2
 comprobando que el porcentaje de plantas sensibles en todas las líneas se ajusta al 25% y las 

resistentes al 75% con una significación del 95%, lo cual demuestra que la generación T2 está constituida por 
plantas ácigóticas, hemicigóticas y homocigóticas. 
 

 
Semillas 

T2 
Porcentaje de plantas sensibles 

(S) 
Porcentaje de plantas resistentes 

(R) 
Prueba 

x
2
 

Estequiometria 
propuesta 

L1-2 17,6 82,4 3,16 

 
 
 
 

1S:3R 

L1-3 27,5 72,5 0,28 

L1-4 32,0 68,0 2,44 

L1-5 18,4 81,6 2,50 

L1-6 9,2 90,8 13,70 

L1-7 13,2 86,8 7,81 

L1-10 30,3 69,7 1,35 

L5-1 25,3 74,7 0,01 

L5-2 7,1 92,9 17,50 

L5-3 26,3 73,7 0,07 

L5-4 27,3 72,7 0,23 

L5-5 13,9 86,1 6,89 

L5-6 20,5 79,5 1,21 

L5-7 23,4 76,6 0,20 

L5-8 32,3 67,7 2,67 

L5-9 18,6 81,4 2,39 

L5-10 31,6 68,4 2,15 

 

4.2. Estudio de activación de SlDFR 

 
Los activadores desarrollados y empleados en la activación  del promotor SlDFR quedan recogidos en 
la Tabla 3. Para su construcción, primero las secuencias de los nuevos dominios de activación fueron 
domesticadas, introduciendo las mismas  en plásmidos pUPD2, y posteriormente a través del sistema 
GoldenBraid se procedió al ensamblaje de las distintas piezas y clonación simultánea en plásmidos de 
destino pDGB3alpha2. Como ejemplo, véanse las Figuras 12 y 13 correspondientes al dominio Tv. 
 

 

 

 

 

 

https://gbcloning.upv.es/feature/pDGB3_alpha2/
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Tabla 3. Construcciones activadoras empleadas 

dCas9 Código GB Estrategia SAM Código GB 

α2:p35s:dCas9:EDLL:tnos GB1190 α2:p35s:MS2:VPR:tnos GB1830 

α2:p35s:dCas9:ERF2:tnos GB1824 α2:p35s:MS2:p300:tnos GB1795 

α2:p35s:dCas9:VPR:tnos GB1826 α2:p35s:MS2:Tv:tnos GB2048 

α2:p35s:dCas9:p300:tnos GB1794 Estrategia SunTag Código GB 

α2:p35s:dCas9:tv:tnos GB2047 α2:ScFv:EDLL:tnos GB1836 

 

  α2:ScFv:VPR:tnos GB1867 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 12. Domesticación del dominio Tv. 
Comprobación por electroforesis en gel de 
agarosa 1,2%. Al cortar el plásmido pUPD2 con 
el enzima de restricción BsaI se libera un 
fragmento de 1405 pb y el vector digerido de 
2105pb. El marcador empleado es 1kb DNA 
Ladder (Thermo Scientific). 

 

 
En primera instancia, se decidió probar la construcción dCas9:EDLL—MS2:VPR sobre el reportero 
expresado de forma transitoria, ya que dicha combinación de dominios activadores resultó ser la más 
prometedora según estudios desempeñados por el mismo grupo de investigación sobre el promotor 
Nos (aún sin publicar). En lo referente al ARN guía, se emplearon las dianas 1, 4 y 5 del promotor DFR, 
que se unen en las posiciones -223, -373 y -489 respectivamente (desde el inicio de transcripción), 
puesto que se disponía de ellas debido a experimentos previos. Simplemente se  adaptaron los guías 
a la estrategia dCas9-SAM, empleando los scaffolds que tienen incorporados los aptámeros que 
reconoce MS2.  

 
Tabla 4. Posición y código GB de los ARN guías individuales empleados 

 
 

Como queda representado en la Figura 14., con el ARNg 4 y 5 no se apreciaba apenas un aumento de 
expresión. Sin embargo, con el guía 1 se consiguió aumentar el nivel de expresión  40 veces  sobre el 
control negativo, el promotor SlDFR no activado. 

Guías Individuales Posición Código GB 

α1:pU6-26:1gRNA:F6x2 MS2 scf -223 GB1838 

α1:pU6-26:4gRNA: F6x2 MS2 scf -373 GB1837 

α1:pU6-26:5gRNA: F6x2 MS2 scf -489 GB2075 

Figura 13. Construcciones activadoras. Comprobación 
por electroforesis en de agarosa 1,2% A) α2:35s:MS2-
TV:tnos que al digerir con HindIII se liberan tres 
fragmentos (6345, 2180 y 1173 pb) y B) 
α2:35s:dCas9:Tv:tnos que al ser digerido se liberan 8  
fragmentos: de  6345, 2448, 1833,  1490, 509, 387, 366 y 
73 pares de bases. El marcador utilizado es 1kb DNA 
Ladder  (Thermo Scientific). 

 

Tv (pUPD2) MS2-Tv dCas9-TV 

1500pb 
2000pb 

1000pb 
750pb 
500pb 

250pb 

250pb 

500pb 

750pb 
1000pb 

1500pb 
2000pb 
2500pb 

6000pb 

https://gbcloning.upv.es/feature/GB1190/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C62/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C59/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1BD8/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C5B/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1FB7/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1BD6/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1FB6/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C68/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1F51/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C6A/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_1C6B/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB2075/
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Figura 14. Estudio de activación del promotor SlDFR en transitoria con dCas9:EDLL—MS2 VPR vía los ARN 
guías 1, 4 y 5. Las posiciones de las dianas respecto al inicio de transcripción son las siguientes: -223(ARNg1), -
373 (ARNg4) y -489 (ARNg5). Los resultados están presentados como ratios Fluc/Rluc normalizados  frente al 
control negativo, la expresión basal del promotor DFR (sin activar). Ant1, el factor transcripcional capaz de 
activar SlDFR constituye el control positivo. El asterisco (*) indica que con un 95% de confianza existen 
diferencias significativas entre los niveles de expresión obtenidos con los activadores y la expresión del control 
negativo, SlDFR sin activar (Prueba T-Student p<0,5). 
 
 

Posteriormente, se realizó un ensayo empleando el ARN guía 1, el candidato que resultó más eficaz, 
tratando de confirmar los resultados obtenidos hasta el momento. A su vez, se incluyeron más 
construcciones activadoras en el experimento; dCas9:VPR—MS2:VPR; dCas9:ERF2—MS2:VPR; 
dCas9:EDLL—MS2:P300 y  dCas9:P300—MS2:VPR, en lo que respecta a la estrategia dCas9-SAM. Por 
otro lado, en lo que se refiere a la estrategia dCas9-SunTag, únicamente se probó una construcción; 
ScFv:VPR, porque en un estudio previo sobre el promotor Nos en el que se utilizaron más 
construcciones no se habían obtenido activaciones tan elevadas comparadas con las obtenidas con  la 
estrategia dCas9-SAM, y  se consideró que debía ser optimizado  antes de testarlo sobre SlDFR. Se 
escogió VPR al ser el dominio que unido de forma indirecta a dCas9 resultaba en una activación 
considerable. 
La eficacia de los distintos activadores se evaluó paralelamente  sobre la línea L5-8 DFR (Figura 15) y 
sobre el reportero expresado transitoriamente (Figura 16). Y se observó que la activación en la 
expresión transitoria fue aproximadamente de un orden de magnitud mayor que en la estable.  
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Figura 15. Estudio de activación del promotor SlDFR en estable sobre la línea L5-8 DFR vía el ARN guía 1. Los 
resultados están presentados como ratios Fluc/Rluc normalizados  frente al control negativo, la expresión basal 
del promotor SlDFR (sin activar). Ant1, el factor transcripcional capaz de activar SlDFR constituye el control 
positivo. El asterisco (*) indica que con un 95% de confianza existen diferencias significativas entre los niveles de 
expresión obtenidos con los activadores y la expresión del control negativo, SlDFR sin activar (Prueba T-Student 
p<0,5). 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16. Estudio de activación del promotor SlDFR en transitoria vía el ARN guía 1. Los resultados están 
presentados como ratios Fluc/Rluc normalizados  frente al control negativo, la expresión basal del promotor 
SlDFR (sin activar). Ant1, el factor transcripcional capaz de activar SlDFR constituye el control positivo. El 
asterisco (*) indica que con un 95% de confianza existen diferencias significativas entre los niveles de expresión 
obtenidos con los activadores y la expresión del control negativo, SlDFR sin activar (Prueba T-Student p<0,5). 
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Se ha realizado una prueba t-Student que indica que el activador dCas9:VPR—MS2:VPR con un 95% 
de confianza no es significativamente diferente a dCas9:EDLL—MS2:VPR, con ellos se alcanza una 
activación de alrededor del 30-35%  respecto a la activación obtenida con el factor de transcripción 
Ant1. Por otro lado el dominio p300 no resultó competente; la activación lograda en el caso de 
dCas9:p300—MS2:VPR probablemente se deba a la acción del dominio VPR. En lo referente a 
ScFv:VPR de la estrategia SunTag, no supuso una activación significativa. 
 
Más adelante, se empleó una línea distinta, L1-5 DFR, con intención de verificar si se mantenía el 
efecto activador del dominio VPR unido a la proteína viral  MS2 combinado con los dominios EDLL, 
VPR y ERF2 fusionados a dCas9 (Figura 17). Además, se incorporó un dominio nuevo al estudio, el 
dominio Tv, cuyo potencial había sido recientemente descubierto ( Li et al., 2017). Asimismo, debido 
al escaso éxito de dCas9-SunTag, se planteó la idea de aunar dicha estrategia con dCas9-SAM, 
desarrollando la innovadora dCas9-SAM-SunTag, esperando un efecto sinérgico o aditivo siquiera. 
Desde este enfoque se analizaron las combinaciones dCas9:SunTag—ScFv:VPR—MS2:VPR y  
dCas9:SunTag—ScFv EDLL—MS2:VPR, aquellas combinaciones de dominios que  en la estrategia 
dCas9-SAM resultaron óptimas. Pero como se puede apreciar en la Figura 18., el resultado no 
cumplió con las expectativas depositadas; obteniéndose mayores activaciones con la estrategia SAM 
que con la estrategia dCas9-SAM-SunTag. 
 
 
 
 

 
 
Figura 17. Estudio de activación de SlDFR vía el ARN guía 1 sobre la Línea L1-5 DFR. Los resultados están 
presentados como ratios Fluc/Rluc normalizados  frente al control negativo, la expresión basal del promotor 
DFR (sin activar). Ant1, el factor transcripcional capaz de activar SlDFR constituye el control positivo. El asterisco 
(*) indica que con un 95% de confianza existen diferencias significativas entre los niveles de expresión 
obtenidos con los activadores y la expresión del control negativo, SlDFR sin activar (Prueba T-Student p<0,5). 
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Figura 18. Estudio comparativo de la activación de SlDFR obtenida vía el ARN guía 1 sobre la Línea L1-5 DFR 
con la estrategia dCas9-SAM y dCas9-SAM-SunTag. Los resultados están presentados como ratios Fluc/Rluc 
normalizados  frente al control negativo, la expresión basal del promotor DFR (sin activar). Ant1, el factor 
transcripcional capaz de activar SlDFR constituye el control positivo. El asterisco (*) indica que con un 95% de 
confianza existen diferencias significativas entre los niveles de expresión obtenidas con los activadores y la 
expresión del control negativo, SlDFR sin activar (Prueba T-Student p<0,5). 

 
Asimismo, en el mismo ensayo se probó a sobre-activar el promotor SlDFR (Figura 19), utilizando 
tanto el factor de transcripción natural  como los activadores artificiales, obteniendo una sobre-
activación significativa con dCas9:EDLL—MS2:VPR  y dCas9:VPR—MS2:VPR. 
 
 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 19. Estudio de la sobre-activación de DFR vía el ARN guía 1 sobre la Línea L1-5 DFR. Los resultados están 
presentados como ratios Fluc/Rluc normalizados  frente a la expresión obtenida activando el promotor SlDFR 
con el factor de transcripción Ant1. El asterisco (*) indica que con un 95% de confianza existen diferencias 
significativas entre los niveles de expresión obtenidos con los activadores artificiales y la expresión regulada por 
el promotor SlDFR activado con el factor de transcripción Ant1 (Prueba T-Student p<0,5). 
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Hasta el momento, simplemente se había empleado el ARN guía 1, cuya diana resultó estar descrita 
como secuencia de unión de un activador tipo MYB (Grotewold et al., 1994). Fue entonces cuando se 
planteó la posibilidad de que la clave de la activación  pudiera ser el dirigir los activadores a motivos o 
secuencias concretas repartidas a lo largo del promotor, dejando a un lado  idea de que la activación 
pudiera basarse en la unión a regiones o posiciones concretas independientemente de la secuencia 
nucleotídica de las mismas.  
  
En el promotor SlDFR se identificaron distintas secuencias descritas como posibles regiones  de 
reconocimiento o de unión de activadores transcripcionales; de factores de transcripción tipo MYB, de 
activadores P de maíz (Grotewold et al., 1994), y de activadores bHLH (Xu et al., 2014).  Por ese 
motivo,  se procedió a  diseñar nuevos guías para dirigirse a dichas secuencias. Para ello se empleo la 
estrategia del mutiplexing,  ya que las secuencias diana carecen de la guanina  inicial requerida por el 
promotor U6-26. Se escogieron cuatro dianas  y se generaron dos guías multiplexing (Tabla 5.), uno 
que se uniría a las posiciones -62, -213 y -1069 denominado guía M.1; y otro -62, -213 y -778 llamado 
guía M.2 (Figura 20). Las otras dos combinaciones no se probaron porque se encontraban en fase de 
clonación.  La eficacia de los nuevos guías diseñados era menor que la del ARNg1 probado 
anteriormente (Figura 21). Y aunque se esperara un efecto aditivo o sinérgico al emplear el guía 1 
junto con el multiplexing diseñado, no existían diferencias significativas entre empleo del guía 1 de 
forma individual  o junto con los tres guías de las construcciones multiplexing (Figura 22). 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Las dianas de los guías empleados en el sistema multiplexing. El guía denominado M.1ARNg está 
compuesto por los guías ARNg -64, ARNg -213 y ARNg -1049. Por otro lado, el guía M.2ARNg está formado por 
los guías ARNg -64, ARNg -213 y ARNg -796. El número que acompaña a cada guía es la posición del mismo 
respecto al inicio de transcripción. 

 
 
 
 

Tabla 5. Construcciones del multiplexing y sus códigos GB. 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

Denominación Guías Código GB 

M.1 ARNg ARNg -64, ARNg -213, ARNg -1049 GB2188 

M.2 ARNg ARNg -64, ARNg -213, ARNg -796 GB2177 

Promotor DFR de Solanum lycopersicum

ARNg 64

ARNg 213 ARNg 796 

ARNg 1049

100pb

ARNg -1049 

ARNg -796 ARNg -213 

ARNg -64 

https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_210E/
https://gbcloning.upv.es/feature/GB_UA_210D/
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Figura 21. Estudio comparativo de la activación de SlDFR obtenida con los guías del multiplexing y el ARNg1 
utilizando la construcción dCas9:EDLL-MS2:VPR en transitoria. Los resultados están presentados como ratios 
Fluc/Rluc normalizados  frente al control negativo, la expresión basal del promotor DFR (sin activar). Ant1, el 
factor transcripcional capaz de activar SlDFR constituye el control positivo. Los guías M.1ARNg y M.2ARNg están 
descritos en la tabla 5. El asterisco (*) indica que con un 95% de confianza existen diferencias significativas entre 
los niveles de expresión obtenidos con los activadores y la expresión del control negativo, SlDFR sin activar 
(Prueba T-Student p<0,5). 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Estudio de la activación del promotor SlDFR en transitoria con la construcción dCas9:EDLL-MS2:VPR 
empleando el ARNg1 individualmente o junto con los guías del multiplexing. Los resultados están presentados 
como ratios Fluc/Rluc normalizados  frente a la expresión obtenida activando el promotor SlDFR con la 
construcción dCas9:EDLL-MS2:VPR y el ARNg1. La ausencia de asteriscos (*) indica que con un 95% de confianza 
no se puede afirmar que existan diferencias significativas entre los niveles de expresión obtenidos con el ARNg1 
sólo o junto con los guías del multiplexing, no existe ningún efecto aditivo significativo (Prueba T-Student p>0,5). 
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5. Discusión 

 
El efecto sinérgico de estrategia dCas9-SAM ha resultado muy efectivo; con la combinación 
dCas9:EDLL—MS2:VPR se ha conseguido aumentar la actividad del promotor  SlDFR 20 veces en la 
línea DFR L5-8 y casi 80 veces en la línea DFR L1-5. Por otro lado, en transitoria se han llegado a 
alcanzar niveles de activación de 100. En cualquier caso, sería interesante fusionar  el dominio EDLL y 
VPR en tándem a dCas9, con el fin de comprobar si es la estrategia SAM  la responsable de  la 
activación o simplemente el uso combinado de los dos dominios.  
 
Teniendo en cuenta el éxito de la estrategia dCas9-SAM,  el siguiente paso consistiría en tratar de 
activar genes endógenos (propios) de Nicotiana benthamiana. A su vez, en posteriores trabajos se 
podría estudiar si los activadores desarrollados son extrapolables a otras especies vegetales, tanto 
especies-modelo como cultivadas.  
 
La estrategia dCas9-SunTag, en cambio, no ha sido efectiva, ya que  no se ve reflejado el aumento de 
expresión esperado por el efecto aditivo  de la unión de varios anticuerpos portadores de los dominios 
de activación. Incluso, cuando se ha combinado con la estrategia SAM, la activación obtenida 
probablemente sea la que genere el dominio VPR fusionado a MS2 y no los dominios unidos a los 
anticuerpos.  
Con la intención de dar respuesta a lo sucedido se han planteado distintas  posibles razones. Sería 
posible que los anticuerpos tuvieran dificultades para llegar al núcleo donde realizan su función, lo 
cual tal vez se podría solventar añadiéndoles más señales de localización nuclear.  Con el  fin de 
comprobar que la ubicación es el problema, se podría fusionar GFP al anticuerpo y observar la 
posición de la señal por microscopía (Tanenbaum et al., 2014). Otro motivo de la falta de activación 
podría ser la  unión de un exceso de anticuerpos, que genere un  impedimento estérico, y que por lo 
tanto evite que polimerasa pueda llevar a cabo la transcripción. También, existe la posibilidad de que 
haya ocurrido lo contrario,  que los epítopos no se encuentren los suficientemente espaciados y que 
por problemas de espacio solo se posibilite la unión unos pocos anticuerpos con los dominios 
fusionados. Asimismo, podría tratarse de un problema de expresión en Nicotiana benthamiana, tanto 
del anticuerpo como de dCas9:Suntag, o un problema de plegamiento del péptido SunTag, que evite 
el reconocimiento de los epítopos por los anticuerpos.  En cualquier caso una vez optimizado, se 
podría plantear el emplear distintos anticuerpos que contengan fusionados dominios distintos.  
 
Respecto a p300, el único dominio epigenético empleado, no ha manifestado apenas activación, la 
causa probablemente sea su origen humano y la ausencia de optimización de codones cuando se 
diseñó la pieza. La falta de ortogonalidad  también puede ser otra posible razón; que el dominio p300 
no tenga la misma función en plantas y en animales. De hecho está descrito que ortólogos de p300 
reprimen genes en Arabidopsis en vez de activarlos, lo cual demuestra que la homología de secuencia 
no implica identidad de función (Han et al., 2007). Finalmente,  se podría considerar la posibilidad de 
que no se encuentre ningún nucleosoma en la región a la que se dirige el activador, sino que se trate 
de ADN internucleosomal. Con el fin de testar la hipótesis propuesta se podría llevar a cabo un 
ensayo de posición nucleosomal  (Fragoso y Hager, 1997).  
 
En lo que se refiere a la comparación de la expresión estable y transitoria, en  transitoria se han 
obtenido niveles de activación más elevados, lo cual podría estar relacionado con la  estructura del 
ADN-t y la accesibilidad del mismo tanto para los activadores como para la polimerasa. En cuanto a 
las diferencias entre líneas, se ha observado que la L1-5 DFR se activa más que la L5-8 DFR, y  al 
provenir de eventos de transformación diferentes probablemente dicha diferencia se deba al  efecto 
posicional  de la integración del transgén. 
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En cuanto al ARN guía óptimo, el más adecuado ha resultado ser el ARNg1, que se une en posición -
223, teniendo como referencia  el inicio de transcripción. Por otro lado, los  nuevos guías diseñados 
para que se dirigieran a regiones específicas de activación vía el sistema multiplexing no han supuesto 
una  mejora en el aumento del nivel de expresión respecto al obtenido con el  ARNg1. Estos 
resultados  indican que en la activación es más  determinante la posición a la que se envían los 
activadores respecto al inicio de transcripción que la secuencia de unión. 
 
Finalmente, la eficiencia global de los activadores desarrollados podría aumentar si se integraran 
todos los elementos a expresar en una única construcción, en vez de co-infiltrarlos. Aunque 
teóricamente, al infiltrar la misma densidad bacteriana  se esperaría que los distintos ADN-T que 
contienen se transfirieran con la misma eficiencia y los distintos genes se introduzcan en las células 
en la misma proporción (1:1), podría no suceder de la manera descrita. Existe la posibilidad de que 
ciertos  cultivos de Agrobacterium se encuentren más activos o que dependiendo al tamaño del ADN-
T el mismo se transfiera con mayor facilidad. La razón de co-infiltrar, en vez de incorporar todas las 
unidades transcripcionales en un mismo vector fue la cantidad de trabajo y de tiempo que esto 
supondría. Se ha de tener en cuenta que se testaron muchas combinaciones y  es por ello que la 
selección de los activadores se llevó a cabo de esta manera.  

 

6. Conclusión 

 
Aunque la estrategia dCas9-SunTag no ha resultado efectiva, la estrategia dCas9-SAM, basada en la 
combinación de dominios de activación fusionados a dCas9 tanto directamente como indirectamente  
vía el reconocimiento aptámero-proteína, resulta una herramienta útil en la activación de genes 
silenciados.  Permite la activación de genes sin la necesidad del conocimiento de los factores de 
transcripción específicos que naturalmente inducen su expresión, lo cual ha sido una gran limitación 
en el reto de la  modulación transcripcional. A su vez, permite activar genes concretos, evitando los 
efectos pleiotrópicos asociados al empleo de factores de transcripción que son capaces de activar 
múltiples genes de una misma ruta, o de rutas diferentes. 
 
Del mismo modo que esta estrategia se ha empleado para el desarrollo de activadores 
transcripcionales, se puede utilizar en la construcción de represores programables para poder así 
regular completamente la expresión génica (La Russa y  Qi, 2015). Esto abre un abanico de 
posibilidades en el campo de la ingeniería metabólica, ya que se podría dirigir la biosíntesis para la 
producción en abundancia de un metabolito de interés o de alto valor añadido. Asimismo, supondría 
el control de las características fenotípicas de las plantas; floración, crecimiento, tolerancia a estreses 
abióticos, resistencia a estreses bióticos, siempre y cuando exista conocimiento suficiente sobre los 
genes implicados. 
 
En este trabajo se ha conseguido en las líneas reporteras activar el promotor SlDFR desde 20 hasta 80 
veces, lo cual supone un gran éxito. Se puede considerar un suceso bastante transcendental teniendo 
en cuenta el sistema de activación transitoria empleado, ya que permite la activación génica de forma 
rápida y en el momento deseado. Finalmente, se espera que la herramienta generada mantenga su 
efectividad en la activación de genes endógenos propios de Nicotiana benthamiana, lo cual consistirá 
el siguiente paso del proyecto. 
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