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Resumen: 
La edición dirigida de genomas en plantas va a revolucionar en los próximos años el campo de 
la mejora de las variedades vegetales y la biotecnología vegetal. De entre las diferentes técnicas 
de edición de genomas, el sistema CRISPR-Cas ha sido la que ha destacado notablemente. En 
origen, CRISPR-Cas forma parte del sistema inmune adaptativo de bacterias y arqueas y les 
permite atacar a cualquier material genético invasor. Existen dos clases de sistemas CRISPR-
Cas y, dentro de cada una de ellas, distintos tipos. De entre ellos, el sistema de tipo II CRISPR-
Cas9 ha sido el que se ha utilizado para su adaptación a la edición de genomas en células de 
mamífero y en plantas. Sin embargo, últimamente ha surgido el sistema de tipo V CRISPR-
Cpf1 para la edición de genomas, que tiene algunas características que lo hacen más favorable, 
como la utilización de un único RNA para la edición. De entre las diferentes proteínas de la 
familia de la Cpf1, las procedentes de Acidaminococcus sp. (AsCpf1) y Lachnospiraceae 
bacterium (LbCpf1) han demostrado poseer una actividad editora de genes comparable a la de la 
Cas9 en células de mamífero y en plantas. En este trabajo se ha explorado la posibilidad de 
expresar un sistema de edición CRISPR-Cpf1 en plantas mediante vectores virales. Para ello se 
construyó un vector viral derivado del virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV) 
al cual se le insertó el gen de la nucleasa LbCpf1. La construcción del vector se realizó a partir 
del plásmido pGTEV∆EE, diseñado con el objetivo de crear un vector viral derivado del TEV 
estable en Escherichia coli y apto para agroinocular plantas. Además, se sabe que a este vector 
viral se le puede eliminar el gen de la RNA polimerasa viral (NIb) y su función puede ser 
complementada en trans en células que expresen dicha proteína. Se comprobó que el vector 
derivado del TEV en el que NIb se reemplazó por LbCpf1 es infeccioso tras agroinocularlo en 
plantas de Nicotiana tabacum que expresan NIb. Sin embargo, los análisis de la progenie viral 
en las plantas infectadas indicaron que el virus pierde el inserto de la LbCpf1. No sabemos si el 
virus expresará la nucleasa un tiempo suficiente para desarrollar su labor de edición genómica. 
También se construyeron cuatro vectores virales derivados del virus X de la patata (Potato virus 
X, PVX) a los cuales se les insertaron diferentes construcciones con RNAs CRISPR (crRNAs) 
para modificar el gen de la fitoeno desaturasa (PDS). Los insertos se componían de las 
diferentes combinaciones de las repeticiones directas específicas para las nucleasas AsCpf1 o 
LbCpf1 con las secuencias guía para modificar la PDS de N. tabacum y Nicotiana benthamiana. 
Mediante agroinoculación de plantas de N. benthamiana, se comprobó que el vector viral que 
expresa el crRNA correspondiente a LbCpf1 en esta especie es infeccioso. Cuando se dispongan 
de plantas de N. benthamiana que expresen NIb, cuya construcción está en curso, estos vectores 
virales se utilizarán para ensayar si es posible editar el genoma de la planta. 
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Abstract: 
Genome editing in plants will revolutionize the field of plant breeding and plant biotechnology 
in the coming years. Among the different genome editingtechniques, the CRISPR-Cas system 
has stand out so far. In origin, CRISPR-Cas is part of the adaptive immune system of bacteria 
and archaea and allows them to attack invading genetic material. There are two types of 
CRISPR-Cas systems and, within each of them, different types. Among them, the CRISPR-
Cas9 type II system has been adapted to genome editing in mammalian cells and plants. 
However, more recently the CRISPR-Cpf1 type V system has emerged, with some 
advantageous features, such as the need of a single RNA. Among the different proteins of the 
Cpf1 family, those from Acidaminococcus sp. (AsCpf1) and Lachnospiraceae bacterium 
(LbCpf1) have comparable gene editing activity to that of Cas9 in mammalian cells and plants. 
In this work, we have explored the possibility of expressing a CRISPR-Cpf1 editing system in 
plants using viral vectors. We constructed a viral vector derived from the Tobacco etch virus 
(TEV) in which the nuclease gene LbCpf1 was inserted. The vector was made from the plasmid 
pGTEVΔEE, designed with the objective of creating a TEV-derived viral vector stable in 
Escherichia coli and suitable for plantagroinoculation. In addition, it is known that from this 
viral vector, the viral RNA polymerase (NIb) gene can be deleted while the function can be 
complemented in trans in cells expressing this protein. The TEV-derived vector in which NIb 
was replaced by LbCpf1 was infectious after agroinoculation ofNIb-expressing 
Nicotianatabacum plants. However, the analysis of the viral progeny in the infected plants 
indicated that the virus loses the LbCpf1 insert. We do not know if the virus will express the 
nuclease long enough to develop its genomic editing work. Four Potato virusX (PVX)-derived 
virus vectors were also built and different constructs were inserted inside with CRISPR-RNAs 
(crRNAs) to modify the phytoene desaturase (PDS) gene. The inserts were composed of the 
different combinations of the direct repeats specific for the nucleases AsCpf1 or LbCpf1 with 
the guide sequences to modify the PDS of N. tabacum and Nicotiana benthamiana. By 
agroinoculation ofN. benthamianaplants, we confirmed that the viral vector that expresses the 
crRNA corresponding to LbCpf1 is infectious in this species. When N. benthamiana plants 
expressing NIb, which are under construction, are available, these viral vectors will be used to 
test whether it is possible to edit the genome of the plant. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Edición de genomas en plantas 
Los genomas de las diferentes especies de plantashan ido evolucionando a lo largo de su historia 
y, en el caso de las cultivadas, los cambios se han ido acelerando sobre todo a partir de su 
domesticación. Esto último ocurre desde que los hombres dejan de ser nómadas para ser 
sedentarios. Otra forma de que se produzcan cambios en el genoma son los cruzamientos 
espontáneos o las mutaciones. De esta forma han surgido, por ejemplo, las diferentes variantes 
del género Brassica, como el repollo, la coliflor, la col de Bruselas o el brócoli. Junto con el 
descubrimiento de que las plantas tienen sexo se inició la era de la mejora científica, en la que el 
hombre ya empezó a manipular las plantas para producir mejores variedades y comenzaron a 
realizarse los cruzamientos artificiales (‘cruza lo mejor con lo mejor y espera lo mejor’).Pero no 
fue hasta el redescubrimiento de las leyes de la herencia de Mendel y la difusión de las ideas de 
Darwin sobre la evolución de las especies a principios del siglo XX cuando comenzó la mejora 
genética y con ella los primeros pasos en manipulación de genomas. Así, empezaron a obtenerse 
nuevas variedades por hibridación sexual seguida de cuidadosa selección, bien entre especies 
del mismo género o bien entre especies de distintos géneros; por ejemplo, el triticale, híbrido 
sexual del trigo y el centeno. También es posible obtener plantas genéticamente modificadas por 
medio de mutaciones inducidas provocadas por un agente exógeno como radiaciones ionizantes, 
radiaciones no ionizantes o agentes alquilantes. Además, estas variedades modificadas por 
mutaciones inducidas no son consideradas organismos genéticamente modificados (OGMs). 

Tras la puesta a punto de las técnicas de cultivo in vitro de plantas surgieron otras estrategias de 
modificación genética como el mejoramiento por haploides mediante cultivo de anteras o 
cultivo de microsporas, o el mejoramiento por cultivo de tejidos, a partir del cual pueden surgir 
con una probabilidad relativamente alta mutaciones de DNA, metilación del DNA, inducción de 
transposones, aberraciones cromosómicas, cambios en el nivel de ploidía, cambios epigenéticos, 
etc. 

Actualmente, ya nos encontramos con la tecnología transgénica, la cual ha permitido superar la 
barrera del sexo o de especie. El inicio de la ingeniería genética viene con la obtención del 
primer OGM, que fue una bacteria Escherichia coli transformada. Diez años después se originó 
la primera planta genéticamente modificada (GM), una planta de tabaco con el gen de 
resistencia al antibiótico kanamicina, lograda por un equipo de científicos de la conocida 
multinacional Monsanto. En 1986 se emplea el primer OGM en el campo, Frostban, un spray 
que contenía bacterias genéticamente modificadas, a las cuales se les había introducido un gen 
de resistencia a las heladas. Se pulverizó sobre cultivos de fresa en California para protegerlas 
del daño provocado por las heladas. El primer OGM en el mercado fue el tomate FLAVR 
SAVR producido por Calgene. Salió al mercado en EEUU en el año 1994 y la modificación 
genética le permitía tener una maduración retardada. 

De esta forma, la edición de genomas ha permitido introducir mejoras en variedades de interés 
como la de poseer una mayor productividad, mantener la producción en condiciones de alta 
densidad, tolerar distintos tipos de estrés tanto biótico como abiótico (estrés hídrico, estrés 
salino, etc.), mejorar la resistencia a enfermedades y plagas, adaptarse a suelos específicos, etc. 
Sin embargo, la modificación genética en plantas ha dado un importante giro al descubrirse 
técnicas que han permitido poner a punto la edición dirigida de genomas. Es decir, ser capaces 
de introducir una determinada mutación en una determinada base en un determinado gen, o 
incluso de eliminar o añadir un nuevo gen en una posición concreta del genoma. Muchas de 
estas técnicas fueron recogidas por la Comisión Europea, la cual creó en 2007 un grupo de 
trabajo para evaluar cuales de estas técnicas podrían ser aceptadas por la legislación y que desde 
entonces se conocen como New Plant Breeding Techniques (NPBT). Entre las NPBT destacan 
las nuevas técnicas de mutagénesis, y entre ellas, las técnicas de edición de genomas basadas en 
nucleasas específicas (site directed nucleases, SDNs) (EUROPEAN COMMISSION, 2017).Las 
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SDNs son nucleasas que cortan DNA de doble cadena de manera específica en un sitio 
seleccionado del genoma gracias a que son capaces de reconocer secuencias específicas. La 
reparación del sitio reconocido por las nucleasas por parte de los mecanismos propios de la 
célula suele resultar en la inserción de mutaciones en dicho sitio diana. Si además de la SDN se 
introduce en la célula un DNA molde que lleve ya incorporados cambios específicos, estos 
serán introducidos en el sitio de corte y será posible introducir las mutaciones deseadas en sitios 
concretos del genoma, o introducir secuencias de DNA en el sitio diana de la nucleasa si se 
añaden a ambos lados de esta secuencia, secuencias homólogas a las del sitio de corte. Estas 
distintas funciones que se le pueden dar a las SDNs se denominan SDN1, o mutación aleatoria 
en un sitio predefinido; SDN2, o mutación específica en un sitio predefinido; y SDN3, o 
incorporación de una secuencia en un sitio predefinido (Casacuberta y Puigdomènech, 
SEBBM). 

Los tipos más destacados de SDNs que han sido adaptados para su uso en edición de genomas 
en plantas son las nucleasas de dedos de zinc (ZFNs), las nucleasas efectoras activadoras de la 
transcripción (TALENs) y el sistema CRISPR-Cas (Endo et al., 2016). Las ZFNs son proteínas 
quiméricas compuestas por un dominio de unión al DNA llamado dominio de dedos de zinc, 
que reconocen de manera específica un triplete de bases del DNA, y una nucleasa, que 
normalmente suele ser una nucleasa FokI (Casacuberta y Puigdomènech, SEBBM). De esta 
forma, las ZFNs reconocen un sitio concreto en el genoma y provocan una rotura en el DNA de 
doble cadena. Esta rotura puede ser reparada por mecanismos propios de la célula que 
introducirán mutaciones en la secuencia diana, o se puede introducir en la célula una secuencia 
de interés que queramos introducir en el sitio diana por recombinación homóloga (Fig. 1). 

 

 
Figura 1. Esquema del funcionamiento de las ZFNs para edición de genomas. 

 

No obstante, la flexibilidad de las ZFN es limitada y resulta complicado obtener ZFNs 
específicas, por lo que se vieron superadas por las TALENs. Las TALENs son también 
proteínas quiméricas compuestas por un dominio nucleasa que, del mismo modo que en las 
ZFNs, suele ser FokI, y un dominio de unión al DNA derivado de los factores TAL de bacterias 
del género Xanthomonas (Casacuberta y Puigdomènech, SEBBM). En la práctica, se pueden 
generar secuencias de TALENs para reconocer secuencias específicas del genoma y fusionarles 
la nucleasa FokI para generar el dímero funcional TALEN. De igual manera que en el caso de 
las ZFNs, se pueden introducir mutaciones aleatorias debido a los mecanismos de reparación de 
la célula o una secuencia específica de interés en el sitio de corte. 

El sistema CRISPR-Cas, descubierto más recientemente, entre otros, por el microbiólogo 
Francisco Juan Martínez Mojica (Mojica et al., 2009), se ha convertido, gracias a los hallazgos 
de la bioquímica francesa Emmanuelle Charpentier y la química estadounidense Jennifer 
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Doudna (Doudna y Charpentier, 2014), en la tecnología de edición de genomas que ha 
destacado notablemente frente al resto durante los últimos años. 

 

1.2. El sistema CRISPR-Cas 
El CRISPR-Cas es un mecanismo de inmunidad adaptativa propio de bacterias y arqueas que les 
proporciona una defensa frente a material genético invasor. El mecanismo funciona 
incorporando secuencias cortas del genoma de virus y otros elementos genéticos móviles en el 
locus CRISPR del huésped, que son transcritas y procesadas en pequeños RNAs que guían a las 
nucleasas para destruir el material genético invasor (Hryhorowicz et al., 2016). CRISPR 
corresponde a, en inglés, clustered regularly interspaced short palindromic repeats, o a, en 
español, repeticiones palindrómicas cortas y regularmente interespaciadas, y contiene las 
secuencias adquiridas de virus, plásmidos o cualquier otro material genético detectado como 
perjudicial para el microorganismo, separadas por repeticiones directas. Y Cas corresponde a un 
locus asociado al CRISPR que codifica para proteínas nucleasas (López Mancheño, 2015).  

El funcionamiento del CRISPR-Cas en estado natural como mecanismo de defensa se divide en 
tres pasos: adquisición de CRISPRs, biosíntesis del RNA guía e interferencia con el DNA 
invasor. En la etapa de adquisición, el material genético invasor es procesado por una nucleasa 
Cas y convertido en pequeños fragmentos de DNA, llamados secuencias protoespaciadoras, que 
posteriormente son incorporadas al locus CRISPR del genoma bacteriano para formar un nuevo 
espaciador. La selección de los protoespaciadores depende en parte del reconocimiento 
específico por parte de las nucleasas Cas de motivos adyacentes de protoespaciador (PAMs), 
que se encuentran presentes en el genoma viral, pero que no forman parte de los 
protoespaciadores incorporados al locus CRISPR. A continuación, en la etapa de biosíntesis, el 
locus CRISPR se transcribe y se sintetiza un RNA CRISPR precursor (pre-crRNA). El llamado 
crRNA trans-activador (tracrRNA) hibrida con las repeticiones directas del pre-crRNA y una 
RNasa III endógena rompe la unión entre ambos RNAs y se producenlos crRNAs maduros, 
cada uno de los cuales contiene una secuencia espaciadora y una repetición directa parcial. Por 
último, en la etapa de interferencia, el crRNA maduro guía a la nucleasa hacia la secuencia 
complementaria al espaciador del DNA invasor, desencadenando la degradación de dicha 
secuencia extraña (Hryhorowicz et al., 2016). 

En cuanto a su clasificación, existen dos clases de sistemas CRISPR-Cas dependiendo de la 
configuración de sus módulos efectores, y dentro de ellos diferentes tipos dependiendo del tipo 
de nucleasa asociada. Los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 se caracterizan por la presencia de 
un módulo efector con múltiples subunidades de crRNA (utilizan complejos multiproteicos) e 
incluye los sistemas CRISPR-Cas de tipo I y de tipo III, así como el nuevo tipo IV. Todos los 
sistemas CRISPR-Cas de tipo I contienen el gen cas3 o su variante cas3’, el cual codifica una 
helicasa con capacidad para desenrollar DNA de doble cadena y complejos de DNA-RNA. 
Frecuentemente, el dominio helicasa se fusiona con un dominio endonucleasa situado en la 
proteína Cas3 que es responsable de la ruptura del DNA diana. También son características de 
este tipo de sistema CRISPR-Cas las proteínas Cas8 y Cas4 (Fig. 2). Los sistemas CRISPR-Cas 
de tipo III poseen el gen cas10, que codifica para proteínas que muestran una gran variación de 
secuencia entre los diversos sistemas CRISPR-Cas de tipo III. Todos los loci de tipo III, al igual 
que los de tipo I, también codifican para una proteína Cas5 y varias proteínas Cas7 (Fig. 2). De 
igual manera que en los sistemas CRISPR-Cas de tipo I, Cas10 también suele estar fusionada 
con un dominio nucleasa, pero este es distinto de los de tipo I. Varios genomas bacterianos 
también poseen los llamados sistemas de tipo IV, que no están funcionalmente caracterizados y 
suelen presentarse en plásmidos. Este sistema no posee los genes cas1 y cas2, y, por tanto, 
posee una estructura minimalista que lo distingue de los sistemas de tipo I y de tipo III. Además, 
posee una pequeña subunidad csf1 única en este tipo de sistema CRISPR-Cas que también 
justifica que haya sido separado de los otros tipos (Makarova et al., 2015) (Fig. 2). 
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Los sistemas CRISPR-Cas de clase 2 están definidos por la presencia de un módulo efector con 
una sola subunidad de crRNA y por funcionar con proteínas Cas de un solo componente para 
mediar la interferencia. Esta clase incluye los sistemas de tipo II y de tipo V. Los sistemas 
CRISPR-Cas de tipo II son muy diferentes de los de tipo I y III, y son los más simples en cuanto 
al número de genes. El gen característico de los sistemas de tipo II es cas9, el cual codifica una 
proteína multidominio que combina las funciones de complejo efector de crRNA con la de 
escisión del DNA diana. También contienen los genes cas1 y cas2 (Fig. 2), y muchos de ellos 
codifican para un tracrRNA (Makarova et al., 2015). Cabe destacar que el sistema CRISPR-Cas 
de tipo II es el que normalmente se utiliza en edición dirigida de genes debido a su sencillez 
(Cong et al., 2013), ya que a diferencia de los sistemas de clase 1, depende de Cas9, una sola 
proteína. Cas9 es una endonucleasa que funciona con el crRNA y el tracrRNA, formando un 
complejo que va examinando el DNA invasor para encontrar una secuencia diana de unos 20 
nucleótidos, al igual que el correspondiente PAM, y entonces corta dicha secuencia. La 
secuencia PAM, en este caso, se encuentra localizada inmediatamente aguas abajo de la 
secuencia diana, y varía para cada tipo de proteína Cas9 (Endo et al., 2016).  

El nuevo sistema CRISPR-Cas de tipo V presenta como distintivo el gen cpf1, presente en 
varios genomas bacterianos y un solo genoma arqueal (por ejemplo, en Francisella novicida), y 
se encuentra junto a los genes cas1 y cas2 (Fig. 2) (Makarova et al., 2015). El aumento del 
número de publicaciones sobre edición de genomas en plantas mediante el sistema CRISPR-
Cas9 es muy notable pero no es una novedad. Sin embargo, cada vez más investigadores están 
apostando por el nuevo sistema CRISPR-Cpf1, debido a sus ventajas frente al tradicional 
sistema CRISPR-Cas9. 

 

 
Figura 2. Clasificación funcional de las proteínas Cas y estructura general de las diferentes clases y 
tipos de sistemas CRISPR (Makarova et al., 2015). 

 

1.3. El sistema CRISPR-Cpf1 
El sistema CRISPR de Prevotella y Francisella 1 (Cpf1) se basa en una endonucleasa guiada 
por RNA que ha sido recientemente caracterizada y que difiere de Cas9 en numerosas de sus 
características. Estas diferencias en términos de estructura y función proveen a Cpf1 de 
importantes ventajas para su aplicación en edición de genomas. En primer lugar, los sistemas 
CRISPR-Cpf1 no requieren del tracrRNA para procesar el crRNA o para mediar la 
interferencia, si no que la Cpf1 procesa el crRNA independientemente de un tracrRNA y los 
complejos crRNA-Cpf1 no requieren de ningún otro RNA adicional para destruir el DNA diana. 
Además, el RNA guía de Cpf1 es más simple y corto (alrededor de 42 nucleótidos frente a los 
100 nucleótidos de los RNA de sistemas basados en Cas9) y consiste en un solo bucle en la 
repetición directa. Esta puede que sea la característica más notable de Cpf1, ya que puede 



 

simplificar en gran medida el diseño y distribución de este tipo de tecnologías de edición 
genómica y, además, los oligonucleótidos más cortos de RNA son más fáciles y baratos de 
sintetizar (Zetsche et al., 2015). Zetsche 
sencillo expresar el RNA guía de Cpf1 que el de Cas9 para la edición de múltiples genes, ya que 
esto requiere construcciones relativamente grandes, estrategias de clonaje complejas, o la 
distribución simultanea de varias construcciones con múltiple
expresión del RNA guía de Cpf1, basta con un simple transcrito precedido por un promotor 
adecuado (Zetsche et al., 2017).

Es más, Zetche et al. (2015) 
Cpf1 y Cas9. De modo que los crRNAs maduros de unos 42
de tipo V, empiezan con 19 nucleótidos de repetición directa seguidos de 23
secuencia espaciadora, mientras que en los sistemas CRISPR
con 20-24 nucleótidos de secuencia espaciadora seguidos por unos 22 nucleótidos de repetición 
directa (Zetsche et al., 2015). Asimismo, en el caso de sistemas CRISPR
procesamiento del pre-crRNA es catalizado por la RNasa III, que reconoce un
forma con el tracrRNA y que no está presente en el pre
(Fig. 3). Esto indica que la RNasa III no es responsable del procesamiento del pre
este tipo de sistemas. 

 

Figura 3. Esquema del procesamiento del pre

 

Segundo, el PAM que reconocen los sistemas Cas9 es rico en guaninas (G) y se encuentra 
inmediatamente aguas debajo del sitio diana, en cambio, el PAM que reconocen los complejos 
crRNA-Cpf1 es rico en timinas (T), solo variando en el número de Ts, y se loca
inmediatamente aguas arriba de la secuencia diana de 24 nucleótidos de Cpf1. Hasta el 
descubrimiento de este nuevo sistema de tipo V, todas las proteínas de edición de genomas 
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sitio diana, eliminando la posibilidad de insertar nuevo DNA en este sitio en particular. Además, 
Cpf1 contiene un único dominio nucleasa, el dominio RuvC, que contiene todos los residuos 
catalíticos de esta familia de endonucleasas, al contrario de Cas9 que presenta dos dominios 
nucleasa (Zetsche et al., 2015). De entre las diferentes proteínas de la familia de Cpf1, la Cpf1 
de Francisella novicida (FnCpf1) ha sido utilizada en algunas publicaciones para edición de 
genomas tanto de células de mamíferos (Zetsche et al., 2015), como de plantas (Endo et al., 
2016). Otras proteínas Cpf1 destacadas en ciertas publicaciones son la proveniente de 
Acidaminococcus sp. (AsCpf1) y la de Lachnospiraceae bacterium (LbCpf1), que se vio que, de 
entre un grupo de Cpf1s, eran las que mostraron niveles detectables (y comparables con los 
obtenidos con Cas9) de indels en células humanas (Zetsche et al., 2015).  

FnCpf1 reconoce un PAM más corto (TTN) que el resto de proteínas Cpf1 conocidas. Esto es 
una característica favorable en lo que se refiere a mutagénesis dirigida, ya que la frecuencia de 
secuencias diana para FnCpf1 en el genoma será mayor. No obstante, al reconocer un PAM más 
corto, aumenta la frecuencia de que aparezcan secuencias diana en el genoma, pero también la 
probabilidad de que se produzcan modificaciones fuera del sitio diana. De manera que conforme 
la secuencia del PAM se alarga, se reduce el número de sitios diana, pero la fidelidad aumenta. 
AsCpf1 tiene más fidelidad que FnCpf1, pues la secuencia de su PAM es más larga (TTTN), y 
de esta manera induce mutaciones fuera de diana solo en casos muy extraños (Endo et al., 
2016). 

Por otra parte, tanto AsCpf1 como LbCpf1, que también reconoce TTTN como secuencia PAM, 
se ha visto, tras realizar ensayos en células humanas, que poseen una actividad más alta para 
inducir mutaciones que otras enzimas Cpf1, incluyendo FnCpf1 (Zetsche et al., 2015). Entre 
estas dos enzimas, Tang et al. (2017) comprobaron con un ensayo que LbCpf1 mostraba una 
actividad superior a la de AsCpf1 (Tang et al., 2017). Además de su actividad editora de genes, 
también se ha comprobado la actividad de procesamiento del pre-crRNA in vitro de AsCpf1 y 
LbCpf1 con éxito (Zetsche et al., 2017). 

 

1.4. Vectores virales 
Los virus son elementos genéticos infectivos que tienen la capacidad de replicarse 
independientemente del cromosoma de la célula huésped a la que infectan. El genoma del virus 
puede ser de RNA o de DNA y está rodeado de la denominada cápside o cubierta proteica. El 
material genético de los virus puede ser monocatenario o bicatenario, entre los que se 
encuentran moléculas lineales de DNA, moléculas de DNA circular, RNA segmentado, o RNA 
monocatenario de polaridad positiva o negativa. El conjunto de los ácidos nucleicos y la cápside 
se denomina nucleocápside. Cuando se encuentran en estado extracelular, se denominan 
viriones (Legorreta Herrera et al., 2012). 

Obtener clones infecciosos de virus en plásmidos es una base importante en la investigación de 
su biología molecular e interacción con el huésped y vectores de transmisión. Además, en 
muchas ocasiones estas construcciones son el punto de partida para conseguir diseñar vectores 
virales de expresión con múltiples aplicaciones biotecnológicas (Bedoya y Daròs, 2010). La 
biotecnología vegetal depende de dos estrategias para la infección y la expresión de genes 
heterólogos en plantas: la transformación genética estable y la expresión transitoria usando 
vectores virales (Marillonnet et al., 2005). Actualmente, se investigan diferentes virus para 
producir vectores virales que proporcionen expresión permanente o transitoria de transgenes. Al 
introducir un vector viral con un gen de interés en una planta huésped, éste se replicará y la 
proteína de interés podrá producirse. El uso de vectores virales presenta una serie de ventajas: 
(1) el producto proteico se produce más rápido y con mayor rendimiento y, (2) el gen no tiene 
por qué incorporarse en el genoma de la planta, no se transmite a la descendencia y está 
contenido (Gleba et al., 2007). Los vectores virales se pueden clasificar en de primera y de 
segunda generación. Los vectores virales de primera generación son virus funcionales que 
expresan, además de todos los genes naturales del virus (también llamado estrategia del virus 
completo), la secuencia codificante de una proteína de interés, la cual se expresa bajo la 
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influencia de un promotor fuerte. El gen de interés es transfectado a las células vegetales usando 
copias infecciosas de ácidos nucleicos del vector, por ejemplo, plásmidos. El proceso suele 
llevarse a cabo por medio de infección mediada por Agrobacterium tumefaciens, y dependiendo 
del tipo de vector y su habilidad para moverse por la planta, se requieren de entre una y tres 
semanas para que la mayoría de los tejidos de la planta se infecten. Este método proporciona 
alta velocidad de infección con un protocolo muy simple, pero el rendimiento de proteína 
obtenido es bastante bajo. Otras limitaciones de la estrategia del virus completo se basan en que 
los insertos más grandes de 1 kb normalmente no se pueden expresar, los vectores nunca 
infectan todas las partes de la planta, la infección avanza a diferentes velocidades en diferentes 
partes de la planta, y el vector suele ser inestable, por consiguiente, muchos tejidos infectados 
no expresan la proteína de interés. Los vectores virales de segunda generación, en lugar de 
utilizar genomas virales completos, son virus deconstruidos en los que solo se mantienen los 
elementos virales requeridos para la expresión de la secuencia de interés, y las funciones 
perdidas se proporcionan usando componentes no virales. Por ejemplo, la proteína de la cápside 
es un elemento del virus que le permite moverse sistémicamente por la planta, sin embargo, 
gran parte de los recursos metabólicos de la célula van destinados a la síntesis de grandes 
cantidades de la proteína de la cápside, y esto reduce el rendimiento de producción de la 
proteína de interés. Por tanto, una solución simple en cuanto a esto es eliminar la proteína de la 
cápside del vector y reemplazar la capacidad de moverse sistémicamente por la planta por la 
infección de toda la planta mediante A. tumefaciens. Además, como el vector viral no contiene 
el gen de la proteína de la cápside, puede expresar genes más largos (Gleba et al., 2007).Los 
tipos de virus más utilizados históricamente para construir vectores virales en plantas han sido 
virus de RNA monocatenario de polaridad positiva, como, por ejemplo, el virus del mosaico del 
tabaco (TMV) y el virus X de la patata (PVX). 

 

1.5. Virus del grabado del tabaco 
Tradicionalmente, los potyvirus (género Potyvirus, familia Potyviridae) han resultado ser de 
gran interés en biotecnología vegetal. Son virus de RNA monocatenario de polaridad positiva de 
unas 10 kb, con una proteína viral unida en el extremo 5’ de su genoma y una cola poli-A en el 
extremo 3’. Varias características de los potyvirus les hacen buenos candidatos para ser vectores 
de expresión. Por ejemplo, permiten la producción de proteínas heterólogas en cantidades 
equimolares al resto de proteínas virales debido a que expresan sus proteínas a partir de una 
poliproteína que es procesada por una proteasa viral para dar los productos génicos maduros 
(Bedoya y Daròs, 2010). 

El virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV) pertenece al género Potyvirus dentro 
de la familia Potyviridae. Su sintomatología incluye el mosaico con enanismo o clorosis severa 
con enanismo (Velasquez et al, 2015). Este virus se ha usado en numerosas ocasiones como 
modelo para la investigación de la biología molecular de virus vegetales de RNA, en concreto 
de los potyvirus. Por ejemplo, ha servido para la identificación y caracterización de proteasas 
virales (Carrington et al., 1989), la localización subcelular de proteínas virales (Restrepo et al., 
1990), algunos importantes progresos en replicación viral (Daròs et al., 1999), o para la 
descripción del primer supresor viral del silenciamiento por RNA (Kasschau y Carrington, 
1998). 

Al principio, solo estaba disponible para la investigación un plásmido con un clon completo del 
TEV (pTEV7DA) que permitía la producción in vitro de transcritos infecciosos y resultaba ser 
muy inestable al propagarlo en E. coli. Bedoya y Daròs (2010) usaron el clon infeccioso del 
TEV contenido en el pTEV7DA para diseñar y construir tres nuevos plásmidos que permitían 
infectar plantas y cuyo diseño estaba pensado para mejorar su estabilidad en E. coli. De los tres, 
el pGTEV permitía infectar plantas por agroinoculación. Este vector lleva un casete de 
expresión con el cDNA del TEV flanqueado por el promotor y terminador 35S del virus del 
mosaico de la coliflor (Cauliflower mosaic virus, CaMV), insertado entre los dos bordes del T-
DNA (Fig. 4A) (Bedoya y Daròs, 2010). 



 

Un importante descubrimiento sobre la biología molecular del TEV fue realizado por Li 
Carrington (1995), quienes hallaron que un mutante del TEV con una deleción de todo el cistrón 
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complementado en trans en una planta transgénica que exprese esta proteína (Li 
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pGTEV (Bedoya y Daròs, 2010) en el cual se reemplazó la RNA polimerasa viral (NIb) por 
distintas proteínas heterólogas, y demostraron el potencial uso del pGTEV como vector de 
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Figura 4. A) Estructura del plásmido binario pGTEV, que contiene un cDNA infeccioso del TEV (Bedoya 
y Daròs, 2010). B) Diagrama del vector de expresión TEV, con el cistrón de NIb en gris, el cual se puede 
sustituir por un gen de interés para formar el vector de expres
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Flexiviridae, históricamente investigado debido a sus perjudiciales efectos en patata, el cuarto 
producto alimentario más importante del mundo. Se trata de un virus de estructura filamentosa 
formado por un genoma de RNA monocatenario de polaridad positiva de unas 6.4 kb, el cual se 
encuentra envuelto en aproximadamente 1300 unidades de la proteína de la cáp
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venas (Fig. 5). Además, gracias a los síntomas que el virus causa en tabaco, se pueden distinguir 
las variantes del mismo (Koenig 

El PVX ha sido utilizado como modelo para el estudio de la interacción planta
elucidar los mecanismos de defensa de la planta y el contraataque del virus, como por ejemplo 
la supresión del silenciamiento. Para llevar a cabo
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su aplicación en diferentes campos, como el de la genómica funcional, en el cual se ha 
desarrollado la técnica denominada silenciamiento génico inducido por virus (Ruiz et al., 1998); 
en 'molecular farming', se están usando vectores basados en PVX para inducir la expresión de 
genes exógenos en plantas, los cuales codifican biomoléculas de alto valor añadido (Komarova 
et al., 2010); y también se están empezando a utilizar en nanotecnología (Lico et al., 2015). 

 

 
Figura 5. Clorosis de las venas provocada por el PVX en una hoja de N. tabacum (Koenig y Lesemann, 
1989). 
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2. OBJETIVOS 

 
El sistema CRISPR-Cas ha sido un descubrimiento relativamente reciente que ha estado 
protagonizando los proyectos de investigación de muchos laboratorios en los últimos años. A 
pesar de que el primero que se adaptó a la edición de genomas fue el sistema CRISPR-Cas9, el 
nuevo sistema CRISPR-Cpf1 promete facilitar la modificación genética debido a sus 
características. La inserción de este sistema en un vector viral podría permitir una rápida 
expresión del mismo para modificar exitosamente genomas de plantas. En este trabajo de fin de 
grado se ha pretendido: 

a) Construir vectores virales derivados del TEV y del PVX para expresar el sistema 
CRISPR-Cpf1 en plantas de Nicotiana tabacum y Nicotiana benthamiana. 

b) Comprobar la infectividad de los diferentes vectores virales construidos. 
c) Comprobar si los vectores virales que expresan la nucleasa Cpf1 son capaces de 

conservar el inserto tras infectar plantas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Transformación de bacterias por electroporación 
Se construyeron vectores virales a partir de dos plásmidos derivados del TEV, el plásmido 
intermedio p15TV3-BB3 y el plásmido final pGTEV∆EE. Estos dos plásmidos se modificaron 
para insertar los cDNAs de las nucleasas AsCpf1 (Acidaminococcus sp.) y LbCpf1 
(Lachnospiraceaebacterium ND2006). También se construyeron vectores virales a partir de dos 
plásmidos derivados del PVX, el plásmido intermedio pMPVXBa-PdamiBZB y el plásmido 
final pPVX. Estos dos plásmidos se modificaron para insertar las repeticiones directas y las 
secuencias guía del crRNA para AsCpf1 y LbCpf1. 

Los diferentes plásmidos con los clones virales se electroporaron en lacepa DH5α E. coli 
competentes. Se utilizaron entre 0.2 y 8 μl de cada plásmido en 40 μl de células competentes 
sobre un tubo Eppendorf de 1.5 μl. Se traspasó todo a una cubeta de 0.1 cm enfriada 
previamente en hielo y se electroporó a 1500 V durante 5 ms en un electroporador ECM399 
(BTX). Rápidamente, se añadió 1 ml de SOC (20 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 0.5 g/l 
NaCl, 2.5 mMKCl, 10 mM MgCl2, glucosa a 20 mM, pH 7.0), se recogieron las células con una 
pipeta y se devolvieron al tubo Eppendorf. Las células se incubaron a 37 °C en agitación (200 
rpm) durante 1 h. Posteriormente se plaquearon, 10 μl y el resto, en dos placas de Petri distintas 
con medio de selección LB suplementado con antibióticos, y se dejaron incubando 24 h a 37 °C 
(48 h a 37 °C los plásmidos más grandes). 

Una vez construidos y purificados los diferentes plásmidos finales modificados, se 
electroporaron en A. tumefaciens competentes. Se utilizó 1 μl de plásmido en 40 μl de células 
competentes sobre un tubo Eppendorf de 1.5 μl. Se electroporó siguiendo el mismo protocolo 
descrito previamente para E. coli, pero las células se incubaron a 28 °C durante 2-3 h tras la 
electroporación. Después, se plaquearon 10 μl y el resto en dos placas de Petri distintas con 
medio de selección LB suplementado con tetraciclina 7.5 μg/ml, rifampicina 50 μg/ml y 
kanamicina 50 μg/ml, y se dejaron incubando 5 días a 28 °C. 

 

3.2. Purificación de plásmidos 
La purificación de plásmidos se llevó a cabo utilizando el kit GenejetPlasmidMiniprep 
(ThermoScientific). En primer lugar, se traspasaron 2 ml de cultivo saturado de células en un 
tubo Eppendorf, se centrifugaron durante 2 min a 13000 rpm y se descartó el sobrenadante. Se 
resuspendió el sedimento utilizando vortex en 250 μl de solución de resuspensión con RNasa A 
conservada a 4 °C. Seguidamente, se añadieron 250 μl de solución de lisis y se mezcló por 
inversión al menos 5 veces. Después, se añadieron 350 μl de solución de neutralización, se 
mezcló exhaustivamente por inversión al menos 5 veces y se centrifugó durante 5 min a 13000 
rpm. A continuación, se transfirió el sobrenadante a una columna sobre un tubo Eppendorf de 2 
ml, se centrifugó durante 1 min a 13000 rpm y se descartó el filtrado. Posteriormente, se lavó 
con 500 μl de solución de lavado centrifugando durante 30 s a 13000 rpm y se descartó el 
filtrado. Se realizó un segundo lavado igual al descrito anteriormente y después se centrifugó 
durante 1 min para eliminar restos de la solución de lavado. Finalmente, se traspasó la columna 
a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se añadieron 50 μl de tampón de elución, se incubó durante 2 
min a temperatura ambiente y se centrifugó 2 min a 13000 rpm antes de eliminar la columna. 

 

3.3. Amplificación DNA mediante PCR 

El DNA se amplificó mediante PCR utilizando la DNA polimerasa Phusion 
(ThermoFisherScientific), la cual tiene 50 veces más fidelidad de copia (tasa de error 4.4·10-7) 
que la Taq DNA polimerasa y produce productos con extremos romos. Para ello, se mezclaron 
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sobre hielo, en cabina de PCR y utilizando puntas de filtro, 4 μl de tampón HF 
(ThermoFisherScientific) (x5), 0.6 μl de DMSO, 0.4 μl de dNTPs (10 mM), 0.4 μl del cebador 1 
(25 µM), 0.4 μl del cebador 2 (25 µM), 0.2 μl de DNA polimerasa Phusion (2 U/μl), DNA 
molde y H2O hasta 20 μl, para cada reacción. Cada PCR se incubó en un termociclador con el 
siguiente programa: 30 s a 98 °C para la desnaturalización, seguida de 30 ciclos de 10 s a 98 °C 
para desnaturalización, 30 s a 55 °C para el anillamiento, 15 s/1 kb a 72 °C para la extensión y 
10 min a 72 °C para asegurar la correcta extensión de los productos finales. 

 

3.4. Electroforesis en gel de agarosa 
Para analizar los plásmidos y los fragmentos de DNA se realizó electroforesis en gel de agarosa 
1%. Dependiendode la cantidad de muestras a analizar se utilizaron geles pequeños (8 x 65 x 0.5 
cm) o geles más grandes (15 x 11 x 0.5 cm). Para realizar la electroforesis en los geles pequeños 
se vertieron 25 ml de agarosa fundida, y se dejó enfriar en presencia de un peine con un número 
de pocillos variable durante 15-20 min. Para la electroforesis en los geles grandes se vertieron 
75 ml de agarosa fundida, y se dejó enfriar en presencia del peine durante el mismo tiempo que 
los geles pequeños. Una vez solidificado el gel, se retiró el peine y el gel se colocó en su 
correspondiente cubeta de electroforesis sumergido en tampón TAE (x1) (40 mM Tris, 20 mM 
acetato de sodio, 1 mM EDTA). A las muestras a analizar se les añadió una cantidad 
proporcional de tampón de carga LB (x10) (12.5 mg azul bromofenol, 12.5 mg xilencianol, 
28.75 g 87% glicerol, 1 ml 0,5 M EDTA pH 8.0, H2O hasta 50 ml). Las muestras se cargaron en 
los pocillos. Se corrió la electroforesis a 60 V durante 75 min para los geles pequeños, y a 90V 
durante 75 min para los geles grandes. 

Para detectar el DNA separado por electroforesis, se transfirió el gel a una cubeta de plástico 
con 200 ml de agua destilada y 10 μl de bromuro de etidio (10 mg/ml) y se dejó en agitación 15 
min. Después, se realizaron tres lavados con agua destilada para eliminar el bromuro de etidio 
sobrante y se visualizó el DNA bajo luz ultravioleta. 

 

3.5. Manipulación plásmidos mediante enzimas de restricción y DNA 
ligasa 
Se digirieron diferentes plásmidos con distintas enzimas de restricción. Estas digestiones se 
realizaron en tubos Eppendorf de 0.5 μl añadiendo una cantidad adecuada de DNA junto con 1 
μl de la enzima o enzimas de restricción correspondientes, un volumen adecuado del tampón 
correspondiente a las enzimas y H2O hasta alcanzar un volumen de 20 o 40 μl. Finalmente, las 
digestiones se incubaron a 37 °C durante 1 h. 

También se realizó una reacción de digestión parcial a 37 °C durante 1 h, recogiendo alícuotas 
de la reacción a diferentes tiempos. Estas alícuotas se depositaron en tubos Eppendorf de 0.2 μl 
que contenían EDTA, que detiene la reacción de digestión al secuestrar el magnesio que la 
enzima necesita para poder funcionar. 

Para construir los plásmidos también se realizaron diferentes reacciones de ligación. Estas 
reacciones se realizaron en tubos Eppendorf de 0.2 μl añadiendo las cantidades adecuadas de 
DNA (con relación molar de 1 molécula de plásmido por 3 moléculas de inserto), 1 μl de la 
enzima DNA ligasa T4 (ThermoFisherScientific), tampón DNA ligasa T4 (x10), y H2O, si es 
necesario, hasta alcanzar un volumen de 10 μl. Finalmente, las ligaciones se incubaron a 22 °C 
durante 1 h. 
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3.6. Elución de ácidos nucleicos de un gel de agarosa 
Se utilizó el kit de columnas ZymoResearchdurante todo el proceso de elución. Primero, se 
cortó y se pesó el trozo de gel correspondiente que contenía el fragmento de DNA a eluir y se 
depositó en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. A continuación, se añadieron 3 volúmenes de 
AgaroseDissolving Buffer (ADB) y se incubó la muestra durante 5-10 min a 55 °C. Una vez 
disuelta toda la agarosa, se traspasó la mezcla a una columna sobre un tubo Eppendof de 2 ml, 
se centrifugó durante 10 s a 13000 rpm y se retiró el filtrado. Seguidamente se realizaron dos 
lavados con 200 µl de Washing Buffer (WB), el primero se centrifugó durante 10 s a 13000 rpm 
y el segundo durante 30 s a 13000 rpm, y se retiró el filtrado en ambos. Posteriormente se 
traspasó la columna a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, se añadieron entre 8 y 11 µl de 
Elution Buffer (EB) (x 1). Se incubó durante 1 min a temperatura ambiente, se centrifugó 1 min 
a 13000 rpm y se recogió el eluido. 

 

3.7. Purificación de ácidos nucleicos de una solución 
Utilizando el kit de columnas ZymoResearch, primero, se añadieron a la solución 100 µl de 
DNA Binding Buffer (DBB), se traspasó la mezcla a una columna sobre un tubo Eppendorf de 2 
µl, se centrifugó durante 10 s a 13000 rpm y se retiró el filtrado. Después, se hicieron dos 
lavados con 200 µl de WB, el primero se centrifugó durante 10 s a 13000 rpm y el segundo 
durante 30 s a 13000 rpm, y se retiró el filtrado en ambos. En el caso de necesitar la solución 
purificada para electroporar, se lavó adicionalmente con 200 µl de etanol al 80%. A 
continuación, se traspasó la columna a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, se añadieron entre 8 
y 11 µl de EB (x 1) (en el caso de que la solución purificada se utilice para electroporar, se 
utiliza EB (x 0.1), se incubó durante 1 min a temperatura ambiente y se centrifugó 1 min a 
13000 rpm. Por último, se recogió el eluido. 

 

3.8. Construcción de plásmidos mediante ensamblaje Gibson 

Un método alternativo a la construcción de plásmidos mediante una reacción de ligación es el 
ensamblaje Gibson. Este método consiste en el ensamblaje de fragmentos de DNA, que pueden 
ser productos de reacciones de restricción o productos de PCR, con extremos solapantes. Para 
que el ensamblaje tenga lugar, el DNA se mezcla con un combinado de tres enzimas 
(exonucleasa, DNA polimerasa y DNA ligasa) y tampón. 

Se realizaron los ensamblajes Gibson con el kit NEBuilderHiFi DNA Assembly Master Mix 
(NEB). Se añadieron los distintos fragmentos de DNA de manera que la cantidad total de DNA 
estuviera entre 0.02-0.5 pmol (ensamblaje de 2-3 fragmentos) y un volumen de Gibson 
Assembly Master Mix (2X) en un tubo Eppendorf de 0.2 μl. Las reacciones se incubaron a 50 
°C durante 1 h. Después, se purificó el producto de la reacción mediante columnas de gel de 
sílice (Zymo) y se transformó E. coli con el mismo mediante electroporación tal y como se 
describe en el apartado 3.1.  

 

3.9. Hibridación de dos cebadores 

Para obtener los productos con la secuencia del RNA guía homóloga a la secuencia diana a 
modificar del genoma de N. tabacum y N. benthamiana, se realizó una hibridación de dos 
cebadores que contenían las secuencias deseadas. Para ello se mezclaron los componentes de 
una reacción de PCR con DNA polimerasa Phusion, pero sin dNTPs, polimerasa y DNA molde. 
A cada reacción se le añadieron 4 μl de tampón HF (x5), 0.6 μl de DMSO, 0.4 μl del cebador 1, 
0.4 μl del cebador 2, y H2O hasta alcanzar un volumen final de 20 μl, es decir, 14.6 μl de H2O. 
Las reacciones se incubaron en un termociclador con un programa para desnaturalizar DNA y 
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renaturalizar lentamente: 2 min a 95 °C, rampa hasta 25 °C a razón de 2 °/min (35 min), y 
mantener a 25 °C por tiempo indefinido. 

 

3.10. Agroinoculación de plantas 
Se seleccionaron colonias aisladas de A. tumefaciens y se inocularon en 10 ml de medio LB 
líquido con kanamicina (50 μg/ml). Los tubos se incubaron a 28 °C en agitación hasta que se 
observó el crecimiento de la bacteria. Se midió la DO de los cultivos líquidos con un 
espectrofotómetro y se seleccionaron aquellos que presentaron una DO a 600 nm de entre 0.5 y 
1. Se transfirió un volumen de 600 μl de los cultivos seleccionados a tubos Eppendorf de 1.5 ml 
que contenían 600 μl de glicerol 20%, para conservarlos a -80 °C. A continuación, se 
sedimentaron las células traspasando la cantidad adecuada de cada uno de los cultivos 
seleccionados a tubos Eppendorf de 2 ml, centrifugando durante 2 min a 13000 rpm. Antes de 
sedimentar las células, se calculó la cantidad necesaria de cultivo que había que centrifugar para 
obtener una DO de 0.5 tras resuspender las células. Después, se retiró el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en 1.8 ml de una disolución compuesta por 10 mM Mes-NaOH pH 
5.6 y 10 mM MgCl2. A cada una de estas preparaciones se le añadieron 2.7 μl de acetosiringona 
a 150 μM. Posteriormente, los cultivos se incubaron durante 2 h a 28 °C y se infiltraron las 
plantas.  

Se infiltraron las hojas por el envés apoyando una jeringa sin aguja cargada con la disolución 
con el cultivo de A. tumefaciens y presionando ligeramente con el dedo en el haz, comprobando 
la entrada del cultivo en el apoplasto, lo que provoca un cambio de color en la hoja. En N. 
tabacum, se inocularon 4 plantas, 2 con cada clon seleccionado del vector pGTEV∆EE-LbCpf1. 
En cada planta se inocularon 3 hojas. También se seleccionó una planta control sin inocular. 

En N. benthamiana, se inocularon 4 plantas también, 2 con cada clon seleccionado del vector 
pPVX-crRNA para la LbCpf1. En cada planta se inocularon 3 o 4 hojas. Se seleccionó de igual 
manera que en el caso de N. tabacum, una planta control sin inocular. 

 

3.11. Purificación RNA de plantas infectadas 

Para extraer y purificar RNA a partir de tejido foliar infectado, en primer lugar, se trituró hasta 
0.1 g de tejido en un tubo Eppendorf de 2 ml con 1 bolita de acero. Para ello, se congelaron los 
tubos con el tejido en N2 líquido y se molió con Tissuelyser durante 1 min a 30 s-1. Una vez el 
tejido estuvo triturado, se añadió a cada tubo Eppendorf 1 ml de TEX (4 M tiocianato de 
guanidinio, 0.1 M acetato sódico pH 5.5, 10 mM EDTA, 0.1 M 2-mercaptoetanol), se mezcló 
con ayuda de vórtex y se centrifugó durante 5 min a 13000 rpm. Después, se recogieron 600 μl 
del sobrenadante, a los cuales se añadieron 390 μl de 96% etanol. Se mezcló con vórtex y se 
centrifugó 1 min a 13000 rpm. A continuación, se transfirieron 700 μl de sobrenadante a una 
minicolumnaZymo de gel de sílice (Zymo-Spin I columns, ZymoResearch) posicionada sobre 
un tubo Eppendorf de 2 ml, se centrifugó durante 1 min a 13000 rpm y se descartó el filtrado. 
Posteriormente, se lavó con 500 μl de TLA (70% etanol, 10 mM acetato sódico pH 5.5) 
centrifugando 30 s y descartando el filtrado. Se realizó un segundo lavado con 500 μl de TLA 
centrifugando 1 min y transfiriendo después la columna cuidadosamente a un tubo Eppendorf de 
1.5 ml. Por último, se eluyó el RNA con 10 μl de TEL (10 mM Tris-HCl pH 8.5), se incubó 1 
min a temperatura ambiente, se centrifugó durante 2 min a 13000 rpm y se descartó la columna. 

 

3.12. Amplificación de RNA por RT-PCR 
El primer paso para la amplificación de RNA por RT-PCR es la transcripción inversa (RT) del 
RNA a cDNA y posteriormente se lleva a cabo la amplificación de este cDNA mediante PCR. 
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Tanto la preparación de las RT como de las PCR es recomendable realizarla en cabina de PCR y 
con puntas de filtro.  

Para el diagnóstico del TEV, se realizaron 15 reacciones de RT y un control, utilizando para 
cada una de ellas 3 μl de RNA previamente purificado. Se añadió el RNA, 1 μl del cebador 
D179 (5 pmol/μl) y H2O hasta 6.5 μl en tubos Eppendorf de 0.2 μl. Para la reacción control se 
añadieron 3 μl más de agua en lugar de RNA. Después, las reacciones se incubaron en un 
termociclador durante 1.5 min a 98 °C. En el momento en que la temperatura del termociclador 
bajó hasta los 42 °C, se pausó el programa y se añadió a cada reacción 3.5 μl de una mezcla que 
contenía: 2 μl de tampón RT (x5) [M-MuLV] (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 250 mMKCl, 20 mM 
MgCl2, 50 mM DTT), 1 μl de dNTPs 10 mM, 0.25 μl de inhibidor de RNasas (~40 U/μl) y 0.25 
μl de M-MuLV RT (200 U/μl). A continuación, se reanudó el programa y se incubaron las 
reacciones 45 min a 42 °C, 10 min a 50 °C, 5 min a 60 °C y, por último, 15 min a 70 °C. 

Seguidamente, se realizaron las 15 reacciones de PCR en tubos Eppendorf de 0.2 ml mezclando 
sobre hielo 0.4 μl de dNTPs 10 mM, 0.8 μl del cebador 1 (25 µM), 0.8 μl del cebador 2 (25 
µM), 0.2 μl de Tth DNA polimerasa (5 U/μl; Biotools), 2 μl del correspondiente tampón (x10), 
1 μl de reacción RT y H2O hasta alcanzar un volumen final de 20 μl. Para la reacción control se 
añadieron las mismas cantidades de reactivos. A continuación, se incubaron las reacciones en un 
termociclador siguiendo el siguiente programa: 2 min a 94 °C, 30 ciclos de 40 s a 94 °C, 30 s a 
55 °C y 4 min a 72 °C, y 10 min a 72 °C. 

 

3.13. Secuenciación DNA y análisis computacional de las secuencias 
Se secuenciaron algunas secuencias de los plásmidos construidos como comprobación. Para ello 
se recurrió al servicio de secuenciación del IBMCP. Las muestras a secuenciar se 
proporcionaron en alícuotas de 6 µl, junto con el correspondiente cebador. Para el análisis de las 
secuencias se utilizaron los recursos del portal de internet TheSequenceManipulation Suite 
(http://bioinformatics.org/sms/). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

El objetivo de este trabajo fue la construcción de dos vectores virales derivados del TEV y del 
PVX para la expresión de un sistema CRISPR-Cpf1 y comprobar la infectividad de los mismos. 
Ya que los resultados de expresión de la nucleasa Cas9 mediante vectores derivados de TEV 
están resultando prometedores, se intentó mejorar estos resultados expresando Cpf1, nucleasa 
que forma parte de un sistema CRISPR que utiliza un solo RNA (Zetsche et al, 2015), con lo 
cual es más sencillo de manejar y expresar correctamente, y además se trata de una proteína 
ligeramente más pequeña que Cas9, lo cual facilita la construcción de plásmidos y su manejo. 
Se utilizó un vector derivado del TEV para la expresión de la Cpf1, en concreto las Cpf1 de 
Acidaminococcus sp. BV3L6 (AsCpf1) y de Lachnospiraceae bacterium ND2006 (LbCpf1). La 
elección de estas dos nucleasas se debe a que han demostrado la mejor actividad de edición en 
células humanas de entre las diferentes proteínas de la familia Cpf1. Los genes de ambas 
nucleasas se clonaron en TEVΔNIb, sustituyendo en el vector pGTEVΔEE el cistrón NIb por el 
cDNA de las Cpf1. El cistrón NIb codifica la RNA polimerasa viral y eliminándola del genoma 
del virus se consigue imposibilitar su replicación y movimiento a través de la planta. Sin 
embargo, este gen expresado en trans en las células de la planta complementa al virus que no 
expresa la polimerasa. Para inducir la edición del genoma en plantas, se necesita construir un 
segundo vector viral derivado del PVX para expresar el crRNA. Se decidió incluir en la 
construcción del RNA guía la secuencia homóloga al gen de la fitoeno desaturasa (PDS) de N. 
tabacum y N. benthamiana, ya que las publicaciones de CRISPR en plantas sugieren que se 
trata del marcador visual más versátil, cuyo alelo nulo produce un blanqueamiento fácilmente 
detectable a simple vista. Se buscó un RNA guía de 23 nucleótidos para editar el primer exón 
del gen de la PDS de N. benthamiana y N. tabacum a través de la página web Benchling 
(https://benchling.com/academic). Una vez identificadas las secuencias guía deseadas, se 
construyó un derivado de PVX en el que en un casete de expresión con un promotor duplicado 
se insertaron las dos repeticiones directas de AsCpf1 y LbCpf1 con un polylinker con dos sitios 
BsaI separados por LacZ2. Posteriormente este gen LacZ2 se eliminó y se introdujeron unos 
fragmentos producto de hibridación de cebadores, los cuales se correspondían con las 
secuencias guía previamente identificadas. Estos plásmidos se construyeron para agroinfiltrar 
plantas de N. tabacum y N. benthamiana y así comprobar, en primer lugar, que los clones eran 
infecciosos y, en segundo lugar, si los clones derivados del TEV perdían o no el fragmento 
correspondiente al gen de la nucleasa. 

 

4.1. Construcción de vectores virales derivados de TEV que expresan 
Cpf1 
Para la expresión de la proteína Cpf1 en la planta, se utilizó un plásmido que contenía un vector 
viral derivado del TEV, el pGTEVΔEE, con gen de resistencia a kanamicina, y un plásmido 
intermedio, el p15TV3-BB3, que contiene un gen de resistencia a cloranfenicol, para facilitar la 
clonación del gen de la proteína en el plásmido final. Se transformaron células de E. coli por 
medio de electroporación con cada uno de estos plásmidos, que estaban conservados a -20 °C. 
Una vez transformadas las bacterias, se plaquearon en placas Petri con medio LB con 
kanamicina en el caso de las células transformadas con el pGTEVΔEE, o medio LB con 
cloranfenicol en el caso de las células transformadas con el p15TV3-BB3, para poder 
seleccionar en cada caso las bacterias que habían incorporado el plásmido. A partir de las 
colonias resultantes de estas transformaciones se purificaron los plásmidos por duplicado y se 
midió su concentración con un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Tabla 1). Las 
preparaciones de plásmidos con una concentración más alta se seleccionaron para llevar a cabo 
futuros experimentos. 
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Tabla 1.Concentraciones de plásmidos pGTEV∆EE y p15TV3-BB3 purificados a partir de diferentes 
cultivos. Los cultivos seleccionados para continuar con el experimento se muestran en negrita y con un 
asterisco. 

Construcción Cultivo Concentración (ng/µl) 

pGTEVΔEE 
1* 110.2 

2 17.2 

p15TV3-BB3 
1 43 

2* 49 

 

Se pidió un plásmido a Addgene (pY010, pcDNA3.1-hAsCpf1) (Anexo) que contiene la 
secuencia de AsCpf1 optimizada a codones humanos con una etiqueta de localización nuclear 
(NLS) y tres epítopos HA (3xHA). Este plásmido se utilizó como molde para amplificar la 
AsCpf1 por PCR (1 minuto de extensión) con los cebadores D2507 y D2508 (Tabla 2). 
También se realizó una reacción de digestión del plásmido p15TV3-BB3 seleccionado (49 
ng/µl) y la enzima BsaI-HF (HF corresponde a 'High Fidelity'), para después realizar un 
ensamblaje Gibson con el plásmido digerido y el producto de PCR de AsCpf1. Se transformaron 
células de E. coli cepa DH α por electroporación con el producto del ensamblaje Gibson y se 
plaquearon en medio LB con cloranfenicol. Posteriormente se cultivaron 6 colonias en medio 
líquido y se purificaron los plásmidos de cada una de ellas. Se realizó una separación en gel de 
agarosa para comprobar si las construcciones purificadas eran correctas (Fig. 6A). Se siguió el 
mismo procedimiento a partir del plásmido de Addgene que contenía la secuencia de la LbCpf1 
(pY016, pcDNA3.1-hLbCpf1) (Anexo). Los cebadores para amplificar la LbCpf1 por PCR 
fueron el D2521 y D2508 (Tabla 2). También se realizó una electroforesis en gel de agarosa 
para comprobar si las construcciones eran correctas (Fig. 6B). De entre los plásmidos 
intermedios purificados, se seleccionaron uno con cada nucleasa Cpf1 (en ambos casos se 
seleccionó la construcción 1) (Fig. 6), con el fin de utilizarlos para traspasar la secuencia de la 
proteína al plásmido final, el pGTEVΔEE. 

 

Tabla 2.Secuencias de los cebadores utilizados para realizar las correspondientes PCRs para amplificar 
las nucleasas AsCpf1 y LbCpf1 a partir de los plásmidos pY010 y pY016 (Anexo), respectivamente. 

Fragmento 
amplificado 

Cebador 1 Cebador 2 

AsCpf1 

D2507: 

5'-ATTGGTGTACTCGCAAGGGGA 

GAAGATGACACAGTTCGAGGGC-3' 

D2508:  

5'-TCTGAAAATAAAGATTCTCA 

GTCGTGGCATAGTCGGGGACATC-3' 

LbCpf1 

D2521: 

5'-ATTGGTGTACTCGCAAGGGG 

AGAAGATGAGCAAGCTGGAGAAG-3' 

D2508: 

5'-TCTGAAAATAAAGATTCTCA 

GTCGTGGCATAGTCGGGGACATC-3' 
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Figura 6. A) Gel de electroforesis de las construcciones p15TV3-AsCpf1 y el plásmido p15TV3-BB3 
como control. B) Gel de electroforesis de las construcciones p15TV3-LbCpf1 y el plásmido p15TV3-BB3 
como control. En ambos casos, la construcción marcada en rojo (1) fue seleccionada para realizar los 
pasos siguientes del experimento. C) Marcador DNA 1 kb Thermo (SM0311). 

 

Para la inserción de AsCpf1, el pGTEVΔEE se digirió con las enzimas Eco81I y BlnI, y el 
plásmido p15TV3-AsCpf1 se digirió también con las mismas enzimas de restricción. Ambas 
enzimas tienen un único sitio de restricción en p15TV3-AsCpf1. Los productos de ambas 
digestiones se utilizaron para llevar a cabo una reacción de ligación con la DNA ligasa T4. El 
producto de esta ligación se utilizó para transformar células de E. coli por electroporación que 
posteriormente se plaquearon en medio LB con kanamicina. Las colonias tardaron más de 24 h 
en crecer a 37 °C debido al gran tamaño de la construcción pGTEVΔEE-AsCpf1, que provoca 
que a la bacteria le cueste mucho trabajo replicarlo y, por lo tanto, crecer. Sin embargo, los 
resultados no fueron los esperados y se procedió a realizar las construcciones mediante 
ensamblaje Gibson. 

Para digerir el plásmido p15TV3-LbCpf1 se necesitó realizar una digestión parcial con Eco81I y 
ApaI, ya que la enzima Eco81I tiene dos sitios de restricción, uno de ellos interno en LbCpf1 al 
principio del cDNA. ApaI tiene un único sitio de restricción. En primer lugar, se digirió 
p15TV3-LbCpf1 con ApaI. Después, se realizó la digestión parcial con Eco81I a partir del 
producto de la digestión anterior. Se recogió una alícuota a tiempo 0 y, posteriormente, se 
añadió 1 Ude Eco81I y se inició la reacción de digestión a 37 °C. Se recogieron alícuotas a 5, 
10, 20 y 60 min y se depositaron inmediatamente en tubos Eppendorf con tampón de carga 
(x10) y EDTA a 29 mM. El EDTA se utilizó para parar la reacción conforme se iban cogiendo 
las alícuotas, ya que tiene la capacidad de secuestrar el Mg2+ que necesita la enzima para 
funcionar. Esta digestión debería dar como productos dos bandas en un gel de agarosa, una de 
5549 pb y otra de 5028 pb. El producto deseado se corresponde con la banda de 5549 pb. Una 
vez obtenido el producto de la digestión parcial, también se digirió el pGTEVΔEE con ApaI y 
Eco81I. Ambos productos se utilizaron para realizar una ligación con la DNA ligasa T4. Tras 
llevar a cabo la reacción, se electroporaron células de E. coli y se plaquearon en medio LB con 
kanamicina. En este caso tampoco se obtuvieron buenos resultados mediante ligación, por tanto, 
también se probó el nuevo abordaje experimental mediante ensamblaje Gibson. 

En este caso, primero se digirió el pGTEVΔEE con dos enzimas de restricción que realizan 
cortes únicos en este plásmido, Eco81I y BlnI. Por otra parte, se diseñaron dos cebadores para 
amplificar por PCR el fragmento del p15TV3-Cpf1 que contiene el cDNA de las nucleasas 
Cpf1. Estos cebadores contenían secuencias que permitieron insertar por ensamblaje Gibson el 
gen de la Cpf1 en el pGTEVΔEE (Fig. 7). 

 



 

Figura 7. Abordaje experimental para insertar el cDNA de la Cpf1 en el pGTEVΔEE a partir de la 
construcción intermedia p15TV3

 

Siguiendo el nuevo abordaje experimental, se digirió por un lado el pGTEV
BlnI, y por otra parte se realizaron dos PCRs, una para cada uno de los plásmidos intermedios 
p15TV3-AsCpf1 y p15TV3-L
de extensión, ya que se esperaba obtener productos de PCR de unas 5000 pb. A continuación, y 
una vez se tuvieron el pGTEVΔEE digerido y los fragmentos de PCR con las Cpf1, se realiz
ensamblaje Gibson. 

 

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para amplificar las nucleasas AsCpf1 y LbCpf1 mediante 
PCR a partir de los plásmidos intermedios p15TV3

Fragmento amplificado 

AsCpf1 y LbCpf1 

 

Tras varios intentos, el producto de un ensamblaje Gibson de pGTEVΔEE con LbCpf1 permiti
obtener varias construcciones aparentemente correctas al realizar un análisis electroforético 
(Fig. 8A). Las bandas del gel de agarosa de este análisis mostraron dema
cual no se podía determinar con exactitud si se había introducido el cDNA de la LbCpf1 en el 
vector pGTEVΔEE. Para posteriormente inocular plantas se han de seleccionar uno o dos 
plásmidos, y el trabajo que conlleva es mucho, con l
plásmidos seleccionados son buenos. Así pues, se realizaron una serie de digestiones prueba 
para comprobarlo. Para ello, se seleccionaron 4 de las construcciones y se hicieron 5 
digestiones, una con el plásmido p
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Abordaje experimental para insertar el cDNA de la Cpf1 en el pGTEVΔEE a partir de la 
rmedia p15TV3-Cpf1 mediante ensamblaje Gibson. 

Siguiendo el nuevo abordaje experimental, se digirió por un lado el pGTEVΔEE con Eco81I y 
BlnI, y por otra parte se realizaron dos PCRs, una para cada uno de los plásmidos intermedios 

LbCpf1, con el mismo par de cebadores (Tabla 3) y 1:15 minutos 
de extensión, ya que se esperaba obtener productos de PCR de unas 5000 pb. A continuación, y 
una vez se tuvieron el pGTEVΔEE digerido y los fragmentos de PCR con las Cpf1, se realiz

Secuencias de los cebadores utilizados para amplificar las nucleasas AsCpf1 y LbCpf1 mediante 
PCR a partir de los plásmidos intermedios p15TV3-AsCpf1 y p15TV3-LbCpf1.  

Cebador 1 Cebador 2

D2564: 

5'-GGGACATGATAATTA 

TTCGCATGCCTAAGGATT 

TCCCACCATTTC-3' 

D2567: 

5'-TGTAATGTTTCT

CTGTAGACCATAC

Tras varios intentos, el producto de un ensamblaje Gibson de pGTEVΔEE con LbCpf1 permiti
obtener varias construcciones aparentemente correctas al realizar un análisis electroforético 
(Fig. 8A). Las bandas del gel de agarosa de este análisis mostraron demasiada intensidad, con lo 
cual no se podía determinar con exactitud si se había introducido el cDNA de la LbCpf1 en el 
vector pGTEVΔEE. Para posteriormente inocular plantas se han de seleccionar uno o dos 
plásmidos, y el trabajo que conlleva es mucho, con lo cual se ha de estar muy seguro de que los 
plásmidos seleccionados son buenos. Así pues, se realizaron una serie de digestiones prueba 
para comprobarlo. Para ello, se seleccionaron 4 de las construcciones y se hicieron 5 
digestiones, una con el plásmido pGTEVΔEE como control y 4 con las construcciones 

Abordaje experimental para insertar el cDNA de la Cpf1 en el pGTEVΔEE a partir de la 

ΔEE con Eco81I y 
BlnI, y por otra parte se realizaron dos PCRs, una para cada uno de los plásmidos intermedios 

bCpf1, con el mismo par de cebadores (Tabla 3) y 1:15 minutos 
de extensión, ya que se esperaba obtener productos de PCR de unas 5000 pb. A continuación, y 
una vez se tuvieron el pGTEVΔEE digerido y los fragmentos de PCR con las Cpf1, se realizó el 

Secuencias de los cebadores utilizados para amplificar las nucleasas AsCpf1 y LbCpf1 mediante 

Cebador 2 

TGTAATGTTTCT 

CTGTAGACCATAC-3' 

Tras varios intentos, el producto de un ensamblaje Gibson de pGTEVΔEE con LbCpf1 permitió 
obtener varias construcciones aparentemente correctas al realizar un análisis electroforético 

siada intensidad, con lo 
cual no se podía determinar con exactitud si se había introducido el cDNA de la LbCpf1 en el 
vector pGTEVΔEE. Para posteriormente inocular plantas se han de seleccionar uno o dos 

o cual se ha de estar muy seguro de que los 
plásmidos seleccionados son buenos. Así pues, se realizaron una serie de digestiones prueba 
para comprobarlo. Para ello, se seleccionaron 4 de las construcciones y se hicieron 5 

GTEVΔEE como control y 4 con las construcciones 
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seleccionadas, con las mismas enzimas de restricción con las que se introdujo la Cpf1 (Eco81I y 
BlnI). El análisis electroforético de las digestiones mostró resultados positivos para todos los 
pGTEVΔEE-LbCpf1 seleccionados, mostrando una banda correspondiente a la nucleasa y otra 
correspondiente al resto del plásmido (Fig. 8B). De entre estos 4 vectores virales, se 
seleccionaron dos para proceder a la agroinoculación de plantas. 

Ninguno de los ensamblajes Gibson realizados con el pGTEVΔEE junto a AsCpf1 dieron 
resultados positivos. No se consiguió insertar esta proteína en el plásmido. Esto puede ser 
debido a algún error al originar el fragmento con el cDNA de la proteína, en alguno de los pasos 
anteriores, incluso en los pasos iniciales, o simplemente debido a la mala suerte y el limitado 
tiempo. Debido a esto, solo se llevó a cabo la inoculación de plantas con la construcción 
pGTEVΔEE-LbCpf1. Aun así, se reservaron las muestras de AsCpf1 para futuros proyectos. 

 

 
 

Figura 8. A) Gel de electroforesis de las construcciones pGTEVΔEE-LbCpf1 y el plásmido pGTEV∆EE 
como control. Las construcciones marcadas en rojo (1 y 3) fueron seleccionadas para realizar los pasos 
siguientes del experimento. B) Digestiones prueba de las construcciones de pGTEVΔEE-LbCpf1 
seleccionadas (1, 2, 3 y 5) para comprobar que realmente han incorporado el inserto de LbCpf1 deseado. 
La preparación control corresponde con el plásmido pGTEV∆EE, y en ella se observa una banda de 
unas 2500 pb correspondiente a la RNA polimerasa viral (NIb) y otro DNA de mayor tamaño que 
corresponde al resto del plásmido. En las preparaciones de pGTEV∆EE-LbCpf1 se observa una banda 
de unas 4500 pb que corresponde al inserto de LbCpf1, y la banda correspondiente al resto del plásmido 
que también se observa en la preparación del plásmido control. Las construcciones marcadas en rojo (1 
y 3) fueron seleccionadas para realizar los pasos siguientes del experimento. C) Marcador DNA 1 kb 
Thermo (SM0311). 
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4.2. Construcción de vectores virales derivados de PVX que expresan 
el RNA guía 
El crRNA se expresó en un PVX. Como este virus se replica en el citoplasma, el crRNA se 
fusionó a una secuencia correspondiente a un fragmento del viroide del tubérculo fusiforme de 
la patata (PSTVd) para conseguir que viaje al núcleo. Para ello, se utilizó un vector que contenía 
dicho virus, el pPVX, el cual contiene un gen de resistencia a kanamicina, y un plásmido 
intermedio, el pMPVXBa-PdamiBZB, con un gen de resistencia a ampicilina, para facilitar el 
proceso. Se siguió el mismo procedimiento que con los plásmidos derivados del TEV para la 
transformación de células de E. coli y la purificación, aunque esta vez se transformaron las 
bacterias con 0.5 µl de preparación de plásmido (-20 °C) y se plaquearon las bacterias en medio 
LB con kanamicina para bacterias transformadas con el pPVX, o con ampicilina y X-gal para 
bacterias transformadas con el pMPVXBa-PdamiBZB. Los plásmidos se purificaron por 
triplicado y se midió la concentración de los mismos con un NanoDrop ND-1000 para así 
seleccionar uno de cada y continuar con ellos los experimentos (Tabla 4). Se seleccionaron las 
preparaciones de plásmidos de acuerdo a su concentración, las bandas del gel y la curva 
resultante al analizar con el NanoDrop. 

 

Tabla 4. Concentraciones de plásmidos pPVX y pMPVXBa-PdamiBZB purificados a partir de diferentes 
cultivos. Los cultivos seleccionados para continuar con el experimento se muestran en negrita y con un 
asterisco. 

Construcción Cultivo Concentración (ng/µl) 

pPVX 

1* 163 

2 181.6 

3 401.3 

pMPVXBa-PdamiBZB 

1 66.3 

2* 65.1 

3 62.5 

 

En primer lugar, se insertaron las repeticiones directas para cada una de las Cpf1 en el plásmido 
intermedio pMPVXBa-PdamiBZB. Para ello, se realizaron dos PCR (1 min de extensión), cada 
una con el par de cebadores correspondiente a cada una de las nucleasas (Tabla 5). Los 
cebadores ya llevaban incorporadas las repeticiones directas que se deseaba introducir en el 
vector, que son las secuencias del RNA guía que reconocen las Cpf1 y entre las cuales se debe 
situar la secuencia homóloga a la secuencia del genoma que se desea editar; es decir, la 
secuencia diana del sistema CRISPR.  
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Tabla 5. Secuencias de los cebadores utilizados para insertar las repeticiones directas (RD) para las 
nucleasas AsCpf1 y LbCpf1 en el plásmido pMPVXBa-PdamiBZB mediante dos reacciones de PCR. 

Fragmento amplificado Cebador 1 Cebador 2 

pMPVXBa-PdamiBZB-
RDAsCpf1 

D2528: 

5'-GCGGTCTCCATCTAC 

AAGAGTAGAAATTAAAACC 

CTGTTTCGGCGGGAAT-3’ 

D2529: 

5'-CGGGTCTCGTAATTTC 

TACTCTTGTAGATTAGGGT 

TTGTTAAGTTTCCCT-3' 

pMPVXBa-PdamiBZB-
RDLbCpf1 

D2530: 

5'-GCGGTCTCCATCTACA 

CTTAGTAGAAATTAAAACC 

CTGTTTCGGCGGGAA-3’ 

D2531: 

5'-CGGGTCTCGTAATTTC 

TACTAAGTGTAGATTAGGG 

TTTGTTAAGTTTCCC-3' 

 

Una vez analizados los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa y viendo 
que eran correctos, se insertó el gen LacZ2 entre las dos repeticiones directas introducidas en el 
plásmido pMPVXBa-PdamiBZB. En realidad, lo que se desea insertar entre las dos repeticiones 
directas es la secuencia homóloga a la secuencia diana a editar en el genoma del organismo 
huésped, pero se inserta el gen LacZ2 para así poder seleccionar las colonias en un medio con 
X-gal. Esto se llevó a cabo mediante una reacción de ligación para cada uno de los plásmidos 
con la DNA ligasa T4. Esta ligación se plaqueó en medio LB con ampicilina y X-gal. Se 
seleccionó una colonia azul para continuar construyendo el crRNA, ya que eran las que habían 
incorporado un vector con el gen LacZ2 y por tanto forman el característico precipitado azul. 

La secuencia guía para editar el primer exón de la PDS se originó a partir de la hibridación de 
dos pares de cebadores, un par para formar la secuencia homóloga a la secuencia de la PDS de 
N. tabacum, y otro par para la de N. benthamiana (Tabla 6). Mediante la unión de estos dos 
pares de cebadores se formaron los fragmentos componentes de las secuencias guía deseadas 
para introducirlas en el vector pMPVXBa-PdamiBZB, entre las dos repeticiones directas, para 
formar los crRNAs. Por otra parte, se digirió el plásmido pMPVXBa-LacZ2 seleccionado 
anteriormente con BsaI-HF, ya que se debía retirar el gen LacZ2 e introducir en su lugar la 
secuencia guía para modificar la PDS en N. tabacum y N. benthamiana. 

 

Tabla 6. Secuencias de los cebadores utilizados en la hibridación para obtener las guías para modificar 
mediante el sistema CRISPR-Cpf1 el gen de la PDS de N. benthamiana y N. tabacum. 

Secuencia guía PDS Cebador 1 Cebador 2 

N. benthamiana 

D2542: 

5'-AGATTCAATCTTC 

GGGTCGTGGCACTT-3' 

D2543: 

5'-ATTAAAGTGCCAC 

GACCCGAAGATTGA-3’ 

N. tabacum 

D2544: 

5'-AGATGGAACTGAA 

AGTCAAGATGGTCA-3' 

D2545: 

5'-ATTATGACCATCT 

TGACTTTCAGTTCC-3’ 

 

Una vez se dispuso de los cebadores hibridados y el pMPVXBa-LacZ2 digerido, se realizaron 
dos ligaciones, una con cada par de cebadores hibridados, con alícuotas de ambos productos y la 
DNA ligasa T4, y una ligación control. Las ligaciones se purificaron y se electroporaron células 
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de E. coli con ellas para hacerlas crecer en medio LB con ampicilina y X-gal. En este caso 
interesa seleccionar colonias blancas para continuar el proceso, ya que éstas habrán perdido el 
gen LacZ2. De entre los plásmidos de las colonias blancas seleccionadas, se escogió uno con los 
cebadores hibridados para cada planta, y se continuó con ellos el experimento (Fig. 9). 

 

 
Figura 9. A) Gel de electroforesis de las construcciones pMPVXBa-crRNA-NbPDS-AsCpf1 y el plásmido 
pMPVXBa-LacZ2 como control (NbPDS corresponde a la PDS de N. benthamiana). B) Gel de 
electroforesis de las construcciones pMPVXBa-crRNA-NtPDS-AsCpf1 y el plásmido pMPVXBa-LacZ2 
como control (NtPDS corresponde a la PDS de N. tabacum). C) Gel de electroforesis de las 
construcciones pMPVXBa-crRNA-NbPDS-LbCpf1 y el plásmido pMPVXBa-LacZ2 como control. D) Gel 
de electroforesis de las construcciones pMPVXBa-crRNA-NtPDS-LbCpf1 y el plásmido pMPVXBa-
LacZ2 como control. En todos los casos, los plásmidos marcados en rojo fueron seleccionados para 
realizar los pasos siguientes del experimento. E) Marcador DNA 1 kb Thermo (SM0311). 

 

Para finalmente insertar cada crRNA en el pPVX, en primer lugar, se digirió el pPVX con ApaI 
y XhoI. Por otro lado, se hizo una digestión de cada uno de los 4 plásmidos seleccionados 
anteriormente (Fig. 9) con las mismas enzimas de restricción. Después, se llevaron a cabo las 4 
ligaciones con la DNA ligasa T4, y una ligación control a la que únicamente se le añadió el 
pPVX digerido. Los productos de las ligaciones se plaquearon en medio LB con kanamicina. 
Un análisis electroforético reveló que los productos de las ligaciones aparentemente eran los 
esperados, ya que el patrón de bandas de los clones era muy similar al del plásmido control 
pPVX y el fragmento que se insertó era muy pequeño (Fig. 10 y 11). Sin embargo, el marcador 
y las muestras cargadas en los geles correspondientes a los clones de pPVX-crRNA-PDS-
AsCpf1 migraron de forma extraña, más de lo normal (Fig. 10A y 10B). Por este motivo, se 
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llevaron a cabo una serie de digestiones con ApaI de dos clones de pPVX-crRNA-NbPDS-
AsCpf1, dos clones de pPVX-crRNA-NtPDS-AsCpf1, y del pPVX como control. Los productos 
de las digestiones se cargaron en un gel de agarosa que reveló que, efectivamente, la ligación 
había salido bien y en las construcciones se había incorporado el RNA guía al pPVX, ya que los 
productos de las digestiones de los clones eran de tamaño casi igual al pPVX control (Fig. 10C). 

 

 
 

Figura 10. A) Gel de electroforesis de las construcciones pPVX-crRNA-NbPDS-AsCpf1 y el plásmido 
pPVX como control (NbPDS corresponde a la PDS de N. benthamiana). Las construcciones marcadas en 
rojo (2 y 5) fueron seleccionadas para realizar las digestiones prueba y para realizar los siguientes pasos 
del experimento. B) Gel de electroforesis de las construcciones pPVX-crRNA-NtPDS-AsCpf1 y el 
plásmido pPVX como control (NtPDS corresponde a la PDS de N. tabacum). Las construcciones 
marcadas en rojo (3 y 5) fueron seleccionadas para realizar las digestiones prueba y para realizar los 
siguientes pasos del experimento. C) Digestiones prueba de las construcciones de pPVX-crRNA-NbPDS-
AsCpf1 y pPVX-crRNA-NtPDS-AsCpf1 seleccionadas (2 y 5, y 3 y 5, respectivamente) para comprobar 
que realmente han incorporado el inserto deseado. La preparación control corresponde con el plásmido 
pPVX linealizado. D) Marcador DNA 1 kb Thermo (SM0311). 

 

Debido a que no se pudo construir el vector pGTEVΔEE-AsCpf1, solo se seleccionaron dos 
clones del pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1 para agroinocular N. benthamiana (Fig. 11), que es 
una planta más susceptible a las infecciones virales que N. tabacum, ya que es mutante en el gen 
de la RDR (RNA polimerasa RNA dependiente) que hace que la amplificación del 
silenciamiento de RNA se vea comprometida, y por eso suele usarse como planta modelo en 



 

virología vegetal (Bally et al, 2015; Carbonell, 2015). Por este motivo y debido al límite de 
tiempo se inoculó solo N. benthamiana

 

Figura 11. A) Gel de electroforesis de 
NtPDS-LbCpf1 y el plásmido pPVX como control (NbPDS y NtPDS corresponden a la PDS de N. 
benthamiana y de N. tabacum, respectivamente). El patrón de bandas de todas las construcciones excepto 
la del pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1 4 y el pPVX
plásmido control, indicando que probablemente correspondan con la construcción deseada. La 
construcción marcada en rojo (1) fue seleccionada para inocular plantas.
Thermo (SM0311). 

 

4.3. Agroinoculación de plantas
Se transformó A. tumefaciens
de la misma forma que E. coli
durante un mínimo de 5 días a 28 °C en medio LB con tetraciclina, rifampicina y kanamicina. 
Tras el crecimiento de las bacterias, se t
líquido con kanamicina. De este total de 6 cultivos, se midió su D.O. y se seleccionaron dos
cada, preferiblemente aquellos que tuvieran una D.O. próxima a 1 (Tabla 7). Los cultivos 
seleccionados por una parte se glicerinaron para conservarlos, y por otra parte se prepararon 
para la agroinoculación. 

Para los plásmidos de pPVX
siguió el mismo procedimiento, con la diferencia de que estos cultivos tardaron menos tiempo 
en crecer debido al menor tamaño del plásmido. Cabe destacar también que las D.O. de los 
cultivos líquidos fueron muy altas,
una D.O. más baja, y no aquellos con una D.O. próxima a 1 (Tabla 7).

Con los clones derivados de 
semanas con cada cultivo seleccionado,
3 plantas sin inocular como control.
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virología vegetal (Bally et al, 2015; Carbonell, 2015). Por este motivo y debido al límite de 
N. benthamiana. 

Gel de electroforesis de las construcciones pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1, pPVX
LbCpf1 y el plásmido pPVX como control (NbPDS y NtPDS corresponden a la PDS de N. 

benthamiana y de N. tabacum, respectivamente). El patrón de bandas de todas las construcciones excepto 
LbCpf1 4 y el pPVX-crRNA-NtPDS-LbCpf1 1, es muy similar al del 

plásmido control, indicando que probablemente correspondan con la construcción deseada. La 
construcción marcada en rojo (1) fue seleccionada para inocular plantas. B) Marcador DNA

4.3. Agroinoculación de plantas 
A. tumefaciens con los plásmidos pGTEVΔEE-LbCpf1 1 y 3 por electroporación 

E. coli. Tras transformar las células, se dejaron crecer los cultivos 
de 5 días a 28 °C en medio LB con tetraciclina, rifampicina y kanamicina. 

Tras el crecimiento de las bacterias, se traspasaron 3 clones de cada plásmido a medio LB 
líquido con kanamicina. De este total de 6 cultivos, se midió su D.O. y se seleccionaron dos
cada, preferiblemente aquellos que tuvieran una D.O. próxima a 1 (Tabla 7). Los cultivos 
seleccionados por una parte se glicerinaron para conservarlos, y por otra parte se prepararon 

de pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1 1 y 2 seleccionados anteriormente se 
siguió el mismo procedimiento, con la diferencia de que estos cultivos tardaron menos tiempo 
en crecer debido al menor tamaño del plásmido. Cabe destacar también que las D.O. de los 
cultivos líquidos fueron muy altas, así que se tuvieron que seleccionar aquellos que presentaran 
una D.O. más baja, y no aquellos con una D.O. próxima a 1 (Tabla 7). 

 pGTEVΔEE-LbCpf1 se inocularon 3 plantas de 
semanas con cada cultivo seleccionado, es decir, un total de 12 plantas, y también se reservaron 

ntas sin inocular como control. 

virología vegetal (Bally et al, 2015; Carbonell, 2015). Por este motivo y debido al límite de 

 
LbCpf1, pPVX-crRNA-

LbCpf1 y el plásmido pPVX como control (NbPDS y NtPDS corresponden a la PDS de N. 
benthamiana y de N. tabacum, respectivamente). El patrón de bandas de todas las construcciones excepto 

LbCpf1 1, es muy similar al del 
plásmido control, indicando que probablemente correspondan con la construcción deseada. La 

Marcador DNA 1 kb 
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seleccionados por una parte se glicerinaron para conservarlos, y por otra parte se prepararon 
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Tabla 7. Densidades ópticas de los cultivos de A. tumefaciens transformadas con los plásmidos 
pGTEVΔEE-LbCpf1 1 y 3 (Fig. 8), y pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1 1 (Fig. 11). 

Construcción Cultivo D.O. 

pGTEVΔEE-LbCpf1-1 

1* 1 

2* 0.71 

3 - 

pGTEVΔEE-LbCpf1-3 

1* 1.05 

2 0.77 

3* 1.05 

pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1-1 

1* 1.42 

2 <4.00 

3* 3.48 

 

Con los clones derivados de pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1 se inocularon plantas de N. 
benthamiana de 2 semanas para comprobar su capacidad infectiva. Se agroinocularon 2 plantas 
con cada cultivo seleccionado, es decir, un total de 8 plantas, y también se reservaron otras 2 
plantas sin inocular como control. 

Los resultados de la agroinoculación mostraron que ambos vectores virales eran infecciosos. En 
el caso de las plantas infectadas con el vector viral derivado del TEV, estas presentaron como 
síntoma característico el empalidecimiento de las venas (Fig. 12). En cuanto a las plantas de N. 
benthamiana inoculadas con el vector viral derivado del PVX, estas mostraron síntomas de 
encrespamiento y reducción del tamaño de las hojas (Fig. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 12. A) Plantas de N. tabacum control. 
derivado de pGTEVΔEE-LbCpf1
pGTEVΔEE-LbCpf1-3.  

 

Figura63. A) Plantas de N. benthamiana control. 
viral derivado de pPVX-crRNA-NbPDS
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Plantas de N. tabacum control. B) Plantas de N. tabacum infectadas con el clon viral 
LbCpf1-1. C) Plantas de N. tabacum infectada con el clon viral derivado de 

Plantas de N. benthamiana control. B) Plantas de N. benthamiana infectadas con el clon 
NbPDS-LbCpf1-1. 

 
Plantas de N. tabacum infectadas con el clon viral 

Plantas de N. tabacum infectada con el clon viral derivado de 

 
antas de N. benthamiana infectadas con el clon 
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4.4. Análisis de tejido foliar infectado 
Se recogió como muestra una hoja de cada una de las plantas infectadas y de las plantas control. 
Las hojas se recogieron de la zona baja de la planta, donde antes aparece la infección (Fig. 14). 
Se pesó un trozo de ~0.5 g de cada hoja y se conservó a -80 °C para futuros experimentos. 
Además, se depositó una pequeña porción de tejido de la zona sintomática de cada hoja en tubos 
Eppendorf de 2 ml para la realización de las RT-PCR. 

 
Figura 14: A) Hojas de las plantas de N. tabacum control. B y C)Hojas de las plantas de N. tabacum 
infectadas con los clones virales derivados de (B) pGTEVΔEE-LbCpf1-1 y (C) pGTEVΔEE-LbCpf1-3, 7 
días después de la inoculación. 

 

Posteriormente, se extrajo el RNA de las muestras de tejido foliar guardadas en los tubos 
Eppendorf de las plantas de N. tabacum control y las infectadas con el pGTEVΔEE-LbCpf1 y se 
realizó una RT-PCR con los cebadores D179, D1835 y D1949 (Tabla 8) para comprobar si el 
virus había conservado el inserto correspondiente a la Cpf1 o no. Las muestras de tejido 
infectado con pPVX-crRNA-NbPDS-LbCpf1 se conservaron a -80 °C para realizar el análisis 
de la RT-PCR en otra ocasión. Un análisis electroforético reveló que el vector viral había 
perdido el inserto de la proteína durante la infección (Fig. 15). El gel muestra bandas de 
distintos tamaños y ninguna se corresponde con el producto esperado en el caso de conservar el 
cDNA de Cpf1. 
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Tabla 8. Secuencias de los cebadores utilizados para la RT-PCR del vector pGTEVΔEE-LbCpf1. 

Cebador RT Cebador 1 PCR Cebador 2 PCR 
D179: 
5'-CTCGCACTACA 
TAGGAGAATTAGAC-3' 

D1835: 
5'-ATTCTGGAAGC 
ATTGGATTCAA-3' 

D1949: 
5'-TTGATCTTTCT 
TCTTACCAGCG-3' 

 

 
Figura 15. A) Gel de electroforesis de las RT-PCR realizadas a partir de las muestras de RNA de las 
hojas de N. tabacum recogidas tras la inoculación con pGTEVΔEE-LbCpf1 1 y 3, y las muestras de las 
plantas control. Las preparaciones 6 y 10 se perdieron durante la realización de la PCR, y la 1 no 
presenta ningún cDNA. B) Marcador DNA 1 kb Thermo (SM0311). 

 

Después de todo este trabajo, faltaría co-infiltrar plantas con los dos vectores virales construidos 
para así comprobar si el sistema CRISPR construido es funcional. El virus puede haber perdido 
el inserto con el gen de la LbCpf1 debido a la presión de selección opuesta por la planta de N. 
tabacum, por ejemplo, mediante los mecanismos de silenciamiento por RNA (Kościańska et al., 
2005). Debido a esto, se debería de probar la infiltración de plantas de N. benthamiana con los 
mismos vectores virales, que, a pesar de que también poseen los mismos mecanismos de 
silenciamiento (Kościańska et al., 2005), suelen ser plantas más débiles y ejercen una menor 
presión de selección. Esto se debe a que la línea de N. benthamiana que se utiliza normalmente 
en los laboratorios de investigación es un mutante natural para el gen de la RDR (RNA 
polimerasa RNA dependiente), que se recogió casualmente de un ambiente extremo de Australia 
central. Esto afecta al mecanismo de silenciamiento de RNA y hace a la planta susceptible a un 
gran número de especies de virus vegetales de muchos grupos taxonómicos diferentes. En 
consecuencia, esta especie se utiliza frecuentemente como planta modelo en muchos proyectos 
de investigación de virología vegetal (Bally et al., 2015; Carbonell, 2015). Además de eso, en 
nuestro grupo de investigación se está trabajando en la obtención de plantas de N. benthamiana 
transgénicas que expresan la NIb viral y así podrán complementar en trans a los vectores 
TEV∆NIb a los que se les ha insertado el gen de la Cpf1. Si el virus siguiera perdiendo el 
inserto, se podría plantear como solución utilizar plantas transgénicas en las cuales se vean 
afectados todavía más los mecanismos de silenciamiento (Voinnet et al., 2003). 
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A pesar de las dificultades, parece prometedor seguir apostando por el desarrollo de este sistema 
CRISPR-Cpf1 basado en vectores virales, ya que el sistema CRISPR-Cpf1 ya ha sido utilizado 
con éxito para modificar genomas de plantas (Endo et al., 2016), incluso con la nucleasa 
LbCpf1específicamente ya se ha modificado el gen de la PDS en arroz (Xu et al., 2016). Los 
vectores virales se caracterizan por la velocidad a la que son capaces de alcanzar altos niveles de 
expresión de proteínas exógenas, y últimamente ya se están utilizando para expresar proteínas 
del sistema CRISPR-Cas (Zetsche et al., 2017; Ortinski et al., 2017). 

La verdadera utilidad práctica de este sistema CRISPR para modificar una secuencia específica 
de un determinado gen de una planta, se basa en generar mutantes estables con características 
que pueden resultar de interés en sectores como el de la agricultura, el ornamental o el 
agroalimentario. De este modo podrían modificarse plantas, por ejemplo, silenciando genes, 
aumentando el nivel de expresión de otros genes de interés como los de resistencia a 
enfermedades o aquellos que disminuyen el estrés hídrico o salino, o incluso insertar genes 
exógenos para añadir alguna característica de interés a una planta. 
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5. CONCLUSIONES 

 
1. Se ha construido con éxito un vector viral derivado del TEV que lleva insertado el gen 

de la nucleasa LbCpf1 en el lugar del gen de la RNA polimerasa viral (NIb). 

 

2. Este vector viral es capaz de infectar plantas de Nicotianatabacum produciendo 
síntomas fácilmente detectables. 
 
 

3. El análisis de las plantas de N. tabacum inoculadas con este vector viral mostró que el 
virus pierde el inserto de la LbCpf1 7 días después de la inoculación debido a la presión 
de selección ejercida por la planta. Inoculando Nicotiana benthamiana con este vector 
viral puede que se obtengan mejores resultados. 

 

4. Se han construido con éxito cuatro vectores virales derivados del PVX que llevan 
insertado un crRNA. Los insertos han resultado de la combinación de las repeticiones 
directas específicas para las nucleasas AsCpf1 y LbCpf1, con las secuencias guía para 
modificar el gen de la fitoeno desaturasa de N. tabacum y N. benthamiana. 
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7. ANEXO: SECUENCIAS 
 
>pY010 (pcDNA3.1-hAsCpf1), secuencia de hAsCpf1 en mayúscula 
negrita 
gacggatcgggagatctcccgatcccctatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgc
atagttaagccagtatctgctccctgcttgtgtgttggaggtcgctgagtagtgcgcgagcaaa
atttaagctacaacaaggcaaggcttgaccgacaattgcatgaagaatctgcttagggttaggc
gttttgcgctgcttcgcgatgtacgggccagatatacgcgttgacattgattattgactagtta
ttaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataa
cttacggtaaatggcccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatga
cgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacg
gtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtc
aatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctactt
ggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaa
tgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatggg
agtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattga
cgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctctctggctaactag
agaacccactgcttactggcttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagctggc
tagcgtttaaacttaagcttggtaccgccaccATGACACAGTTCGAGGGCTTTACCAACCTGTA
TCAGGTGAGCAAGACACTGCGGTTTGAGCTGATCCCACAGGGCAAGACCCTGAAGCACATCCAG
GAGCAGGGCTTCATCGAGGAGGACAAGGCCCGCAATGATCACTACAAGGAGCTGAAGCCCATCA
TCGATCGGATCTACAAGACCTATGCCGACCAGTGCCTGCAGCTGGTGCAGCTGGATTGGGAGAA
CCTGAGCGCCGCCATCGACTCCTATAGAAAGGAGAAAACCGAGGAGACAAGGAACGCCCTGATC
GAGGAGCAGGCCACATATCGCAATGCCATCCACGACTACTTCATCGGCCGGACAGACAACCTGA
CCGATGCCATCAATAAGAGACACGCCGAGATCTACAAGGGCCTGTTCAAGGCCGAGCTGTTTAA
TGGCAAGGTGCTGAAGCAGCTGGGCACCGTGACCACAACCGAGCACGAGAACGCCCTGCTGCGG
AGCTTCGACAAGTTTACAACCTACTTCTCCGGCTTTTATGAGAACAGGAAGAACGTGTTCAGCG
CCGAGGATATCAGCACAGCCATCCCACACCGCATCGTGCAGGACAACTTCCCCAAGTTTAAGGA
GAATTGTCACATCTTCACACGCCTGATCACCGCCGTGCCCAGCCTGCGGGAGCACTTTGAGAAC
GTGAAGAAGGCCATCGGCATCTTCGTGAGCACCTCCATCGAGGAGGTGTTTTCCTTCCCTTTTT
ATAACCAGCTGCTGACACAGACCCAGATCGACCTGTATAACCAGCTGCTGGGAGGAATCTCTCG
GGAGGCAGGCACCGAGAAGATCAAGGGCCTGAACGAGGTGCTGAATCTGGCCATCCAGAAGAAT
GATGAGACAGCCCACATCATCGCCTCCCTGCCACACAGATTCATCCCCCTGTTTAAGCAGATCC
TGTCCGATAGGAACACCCTGTCTTTCATCCTGGAGGAGTTTAAGAGCGACGAGGAAGTGATCCA
GTCCTTCTGCAAGTACAAGACACTGCTGAGAAACGAGAACGTGCTGGAGACAGCCGAGGCCCTG
TTTAACGAGCTGAACAGCATCGACCTGACACACATCTTCATCAGCCACAAGAAGCTGGAGACAA
TCAGCAGCGCCCTGTGCGACCACTGGGATACACTGAGGAATGCCCTGTATGAGCGGAGAATCTC
CGAGCTGACAGGCAAGATCACCAAGTCTGCCAAGGAGAAGGTGCAGCGCAGCCTGAAGCACGAG
GATATCAACCTGCAGGAGATCATCTCTGCCGCAGGCAAGGAGCTGAGCGAGGCCTTCAAGCAGA
AAACCAGCGAGATCCTGTCCCACGCACACGCCGCCCTGGATCAGCCACTGCCTACAACCCTGAA
GAAGCAGGAGGAGAAGGAGATCCTGAAGTCTCAGCTGGACAGCCTGCTGGGCCTGTACCACCTG
CTGGACTGGTTTGCCGTGGATGAGTCCAACGAGGTGGACCCCGAGTTCTCTGCCCGGCTGACCG
GCATCAAGCTGGAGATGGAGCCTTCTCTGAGCTTCTACAACAAGGCCAGAAATTATGCCACCAA
GAAGCCCTACTCCGTGGAGAAGTTCAAGCTGAACTTTCAGATGCCTACACTGGCCTCTGGCTGG
GACGTGAATAAGGAGAAGAACAATGGCGCCATCCTGTTTGTGAAGAACGGCCTGTACTATCTGG
GCATCATGCCAAAGCAGAAGGGCAGGTATAAGGCCCTGAGCTTCGAGCCCACAGAGAAAACCAG
CGAGGGCTTTGATAAGATGTACTATGACTACTTCCCTGATGCCGCCAAGATGATCCCAAAGTGC
AGCACCCAGCTGAAGGCCGTGACAGCCCACTTTCAGACCCACACAACCCCCATCCTGCTGTCCA
ACAATTTCATCGAGCCTCTGGAGATCACAAAGGAGATCTACGACCTGAACAATCCTGAGAAGGA
GCCAAAGAAGTTTCAGACAGCCTACGCCAAGAAAACCGGCGACCAGAAGGGCTACAGAGAGGCC
CTGTGCAAGTGGATCGACTTCACAAGGGATTTTCTGTCCAAGTATACCAAGACAACCTCTATCG
ATCTGTCTAGCCTGCGGCCATCCTCTCAGTATAAGGACCTGGGCGAGTACTATGCCGAGCTGAA
TCCCCTGCTGTACCACATCAGCTTCCAGAGAATCGCCGAGAAGGAGATCATGGATGCCGTGGAG
ACAGGCAAGCTGTACCTGTTCCAGATCTATAACAAGGACTTTGCCAAGGGCCACCACGGCAAGC
CTAATCTGCACACACTGTATTGGACCGGCCTGTTTTCTCCAGAGAACCTGGCCAAGACAAGCAT
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CAAGCTGAATGGCCAGGCCGAGCTGTTCTACCGCCCTAAGTCCAGGATGAAGAGGATGGCACAC
CGGCTGGGAGAGAAGATGCTGAACAAGAAGCTGAAGGATCAGAAAACCCCAATCCCCGACACCC
TGTACCAGGAGCTGTACGACTATGTGAATCACAGACTGTCCCACGACCTGTCTGATGAGGCCAG
GGCCCTGCTGCCCAACGTGATCACCAAGGAGGTGTCTCACGAGATCATCAAGGATAGGCGCTTT
ACCAGCGACAAGTTCTTTTTCCACGTGCCTATCACACTGAACTATCAGGCCGCCAATTCCCCAT
CTAAGTTCAACCAGAGGGTGAATGCCTACCTGAAGGAGCACCCCGAGACACCTATCATCGGCAT
CGATCGGGGCGAGAGAAACCTGATCTATATCACAGTGATCGACTCCACCGGCAAGATCCTGGAG
CAGCGGAGCCTGAACACCATCCAGCAGTTTGATTACCAGAAGAAGCTGGACAACAGGGAGAAGG
AGAGGGTGGCAGCAAGGCAGGCCTGGTCTGTGGTGGGCACAATCAAGGATCTGAAGCAGGGCTA
TCTGAGCCAGGTCATCCACGAGATCGTGGACCTGATGATCCACTACCAGGCCGTGGTGGTGCTG
GAGAACCTGAATTTCGGCTTTAAGAGCAAGAGGACCGGCATCGCCGAGAAGGCCGTGTACCAGC
AGTTCGAGAAGATGCTGATCGATAAGCTGAATTGCCTGGTGCTGAAGGACTATCCAGCAGAGAA
AGTGGGAGGCGTGCTGAACCCATACCAGCTGACAGACCAGTTCACCTCCTTTGCCAAGATGGGC
ACCCAGTCTGGCTTCCTGTTTTACGTGCCTGCCCCATATACATCTAAGATCGATCCCCTGACCG
GCTTCGTGGACCCCTTCGTGTGGAAAACCATCAAGAATCACGAGAGCCGCAAGCACTTCCTGGA
GGGCTTCGACTTTCTGCACTACGACGTGAAAACCGGCGACTTCATCCTGCACTTTAAGATGAAC
AGAAATCTGTCCTTCCAGAGGGGCCTGCCCGGCTTTATGCCTGCATGGGATATCGTGTTCGAGA
AGAACGAGACACAGTTTGACGCCAAGGGCACCCCTTTCATCGCCGGCAAGAGAATCGTGCCAGT
GATCGAGAATCACAGATTCACCGGCAGATACCGGGACCTGTATCCTGCCAACGAGCTGATCGCC
CTGCTGGAGGAGAAGGGCATCGTGTTCAGGGATGGCTCCAACATCCTGCCAAAGCTGCTGGAGA
ATGACGATTCTCACGCCATCGACACCATGGTGGCCCTGATCCGCAGCGTGCTGCAGATGCGGAA
CTCCAATGCCGCCACAGGCGAGGACTATATCAACAGCCCCGTGCGCGATCTGAATGGCGTGTGC
TTCGACTCCCGGTTTCAGAACCCAGAGTGGCCCATGGACGCCGATGCCAATGGCGCCTACCACA
TCGCCCTGAAGGGCCAGCTGCTGCTGAATCACCTGAAGGAGAGCAAGGATCTGAAGCTGCAGAA
CGGCATCTCCAATCAGGACTGGCTGGCCTACATCCAGGAGCTGCGCAACAAAAGGCCGGCGGCC
ACGAAAAAGGCCGGCCAGGCAAAAAAGAAAAAGGGATCCTACCCATACGATGTTCCAGATTACG
CTTATCCCTACGACGTGCCTGATTATGCATACCCATATGATGTCCCCGACTATGCCTAAGaatt
ctgcagatatccagcacagtggcggccgctcgagtctagagggcccgtttaaacccgctgatca
gcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttga
ccctggaaggtgccactcccactgtcctttcctaataaaatgaggaaattgcatcgcattgtct
gagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggacagcaagggggaggattgggaa
gacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttctgaggcggaaagaaccagct
ggggctctagggggtatccccacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggt
tacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttccct
tcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggt
tccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtag
tgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagt
ggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataag
ggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaa
ttaattctgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagtccccaggctccccagcaggcagaa
gtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtccccaggctccccagc
aggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgcccctaactccg
cccatcccgcccctaactccgcccagttccgcccattctccgccccatggctgactaatttttt
ttatttatgcagaggccgaggccgcctctgcctctgagctattccagaagtagtgaggaggctt
ttttggaggcctaggcttttgcaaaaagctcccgggagcttgtatatccattttcggatctgat
caagagacaggatgaggatcgtttcgcatgattgaacaagatggattgcacgcaggttctccgg
ccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacagacaatcggctgctctgatgc
cgccgtgttccggctgtcagcgcaggggcgcccggttctttttgtcaagaccgacctgtccggt
gccctgaatgaactgcaggacgaggcagcgcggctatcgtggctggccacgacgggcgttcctt
gcgcagctgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgcc
ggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgccgagaaagtatccatcatggctgatgca
atgcggcggctgcatacgcttgatccggctacctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgca
tcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagagca
tcaggggctcgcgccagccgaactgttcgccaggctcaaggcgcgcatgcccgacggcgaggat
ctcgtcgtgacccatggcgatgcctgcttgccgaatatcatggtggaaaatggccgcttttctg
gattcatcgactgtggccggctgggtgtggcggaccgctatcaggacatagcgttggctacccg
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tgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggctgaccgcttcctcgtgctttacggtatcgcc
gctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttcttgacgagttcttctgagcgggactct
ggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgccatcacgagatttcgattccaccgcc
gccttctatgaaaggttgggcttcggaatcgttttccgggacgccggctggatgatcctccagc
gcggggatctcatgctggagttcttcgcccaccccaacttgtttattgcagcttataatggtta
caaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgt
ggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctgtataccgtcgacctctagctagagct
tggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaa
catacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacatta
attgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaa
tcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactga
ctcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacgg
ttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggcca
ggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatca
caaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgttt
ccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccg
cctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggt
gtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgcc
ttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcag
ccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtg
gcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttacc
ttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtttttttg
tttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctac
ggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaa
aggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatg
agtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtct
atttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggctta
ccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcag
caataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgcctccat
ccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaac
gttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagct
ccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctc
cttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggca
gcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtact
caaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacg
ggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcgggg
cgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcaccca
actgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaa
tgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaa
tattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttaga
aaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtc 
 
>pY016 (pcDNA3.1-hLbCpf1), secuencia de hLbCpf1 en mayúscula 
negrita 
gacggatcgggagatctcccgatcccctatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgc
atagttaagccagtatctgctccctgcttgtgtgttggaggtcgctgagtagtgcgcgagcaaa
atttaagctacaacaaggcaaggcttgaccgacaattgcatgaagaatctgcttagggttaggc
gttttgcgctgcttcgcgatgtacgggccagatatacgcgttgacattgattattgactagtta
ttaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataa
cttacggtaaatggcccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatga
cgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacg
gtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtc
aatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttatgggactttcctactt
ggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaa
tgggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatggg
agtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattga
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cgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctctctggctaactag
agaacccactgcttactggcttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagctggc
tagcgtttaaacttaagcttggtaccgccaccATGAGCAAGCTGGAGAAGTTTACAAACTGCTA
CTCCCTGTCTAAGACCCTGAGGTTCAAGGCCATCCCTGTGGGCAAGACCCAGGAGAACATCGAC
AATAAGCGGCTGCTGGTGGAGGACGAGAAGAGAGCCGAGGATTATAAGGGCGTGAAGAAGCTGC
TGGATCGCTACTATCTGTCTTTTATCAACGACGTGCTGCACAGCATCAAGCTGAAGAATCTGAA
CAATTACATCAGCCTGTTCCGGAAGAAAACCAGAACCGAGAAGGAGAATAAGGAGCTGGAGAAC
CTGGAGATCAATCTGCGGAAGGAGATCGCCAAGGCCTTCAAGGGCAACGAGGGCTACAAGTCCC
TGTTTAAGAAGGATATCATCGAGACAATCCTGCCAGAGTTCCTGGACGATAAGGACGAGATCGC
CCTGGTGAACAGCTTCAATGGCTTTACCACAGCCTTCACCGGCTTCTTTGATAACAGAGAGAAT
ATGTTTTCCGAGGAGGCCAAGAGCACATCCATCGCCTTCAGGTGTATCAACGAGAATCTGACCC
GCTACATCTCTAATATGGACATCTTCGAGAAGGTGGACGCCATCTTTGATAAGCACGAGGTGCA
GGAGATCAAGGAGAAGATCCTGAACAGCGACTATGATGTGGAGGATTTCTTTGAGGGCGAGTTC
TTTAACTTTGTGCTGACACAGGAGGGCATCGACGTGTATAACGCCATCATCGGCGGCTTCGTGA
CCGAGAGCGGCGAGAAGATCAAGGGCCTGAACGAGTACATCAACCTGTATAATCAGAAAACCAA
GCAGAAGCTGCCTAAGTTTAAGCCACTGTATAAGCAGGTGCTGAGCGATCGGGAGTCTCTGAGC
TTCTACGGCGAGGGCTATACATCCGATGAGGAGGTGCTGGAGGTGTTTAGAAACACCCTGAACA
AGAACAGCGAGATCTTCAGCTCCATCAAGAAGCTGGAGAAGCTGTTCAAGAATTTTGACGAGTA
CTCTAGCGCCGGCATCTTTGTGAAGAACGGCCCCGCCATCAGCACAATCTCCAAGGATATCTTC
GGCGAGTGGAACGTGATCCGGGACAAGTGGAATGCCGAGTATGACGATATCCACCTGAAGAAGA
AGGCCGTGGTGACCGAGAAGTACGAGGACGATCGGAGAAAGTCCTTCAAGAAGATCGGCTCCTT
TTCTCTGGAGCAGCTGCAGGAGTACGCCGACGCCGATCTGTCTGTGGTGGAGAAGCTGAAGGAG
ATCATCATCCAGAAGGTGGATGAGATCTACAAGGTGTATGGCTCCTCTGAGAAGCTGTTCGACG
CCGATTTTGTGCTGGAGAAGAGCCTGAAGAAGAACGACGCCGTGGTGGCCATCATGAAGGACCT
GCTGGATTCTGTGAAGAGCTTCGAGAATTACATCAAGGCCTTCTTTGGCGAGGGCAAGGAGACA
AACAGGGACGAGTCCTTCTATGGCGATTTTGTGCTGGCCTACGACATCCTGCTGAAGGTGGACC
ACATCTACGATGCCATCCGCAATTATGTGACCCAGAAGCCCTACTCTAAGGATAAGTTCAAGCT
GTATTTTCAGAACCCTCAGTTCATGGGCGGCTGGGACAAGGATAAGGAGACAGACTATCGGGCC
ACCATCCTGAGATACGGCTCCAAGTACTATCTGGCCATCATGGATAAGAAGTACGCCAAGTGCC
TGCAGAAGATCGACAAGGACGATGTGAACGGCAATTACGAGAAGATCAACTATAAGCTGCTGCC
CGGCCCTAATAAGATGCTGCCAAAGGTGTTCTTTTCTAAGAAGTGGATGGCCTACTATAACCCC
AGCGAGGACATCCAGAAGATCTACAAGAATGGCACATTCAAGAAGGGCGATATGTTTAACCTGA
ATGACTGTCACAAGCTGATCGACTTCTTTAAGGATAGCATCTCCCGGTATCCAAAGTGGTCCAA
TGCCTACGATTTCAACTTTTCTGAGACAGAGAAGTATAAGGACATCGCCGGCTTTTACAGAGAG
GTGGAGGAGCAGGGCTATAAGGTGAGCTTCGAGTCTGCCAGCAAGAAGGAGGTGGATAAGCTGG
TGGAGGAGGGCAAGCTGTATATGTTCCAGATCTATAACAAGGACTTTTCCGATAAGTCTCACGG
CACACCCAATCTGCACACCATGTACTTCAAGCTGCTGTTTGACGAGAACAATCACGGACAGATC
AGGCTGAGCGGAGGAGCAGAGCTGTTCATGAGGCGCGCCTCCCTGAAGAAGGAGGAGCTGGTGG
TGCACCCAGCCAACTCCCCTATCGCCAACAAGAATCCAGATAATCCCAAGAAAACCACAACCCT
GTCCTACGACGTGTATAAGGATAAGAGGTTTTCTGAGGACCAGTACGAGCTGCACATCCCAATC
GCCATCAATAAGTGCCCCAAGAACATCTTCAAGATCAATACAGAGGTGCGCGTGCTGCTGAAGC
ACGACGATAACCCCTATGTGATCGGCATCGATAGGGGCGAGCGCAATCTGCTGTATATCGTGGT
GGTGGACGGCAAGGGCAACATCGTGGAGCAGTATTCCCTGAACGAGATCATCAACAACTTCAAC
GGCATCAGGATCAAGACAGATTACCACTCTCTGCTGGACAAGAAGGAGAAGGAGAGGTTCGAGG
CCCGCCAGAACTGGACCTCCATCGAGAATATCAAGGAGCTGAAGGCCGGCTATATCTCTCAGGT
GGTGCACAAGATCTGCGAGCTGGTGGAGAAGTACGATGCCGTGATCGCCCTGGAGGACCTGAAC
TCTGGCTTTAAGAATAGCCGCGTGAAGGTGGAGAAGCAGGTGTATCAGAAGTTCGAGAAGATGC
TGATCGATAAGCTGAACTACATGGTGGACAAGAAGTCTAATCCTTGTGCAACAGGCGGCGCCCT
GAAGGGCTATCAGATCACCAATAAGTTCGAGAGCTTTAAGTCCATGTCTACCCAGAACGGCTTC
ATCTTTTACATCCCTGCCTGGCTGACATCCAAGATCGATCCATCTACCGGCTTTGTGAACCTGC
TGAAAACCAAGTATACCAGCATCGCCGATTCCAAGAAGTTCATCAGCTCCTTTGACAGGATCAT
GTACGTGCCCGAGGAGGATCTGTTCGAGTTTGCCCTGGACTATAAGAACTTCTCTCGCACAGAC
GCCGATTACATCAAGAAGTGGAAGCTGTACTCCTACGGCAACCGGATCAGAATCTTCCGGAATC
CTAAGAAGAACAACGTGTTCGACTGGGAGGAGGTGTGCCTGACCAGCGCCTATAAGGAGCTGTT
CAACAAGTACGGCATCAATTATCAGCAGGGCGATATCAGAGCCCTGCTGTGCGAGCAGTCCGAC
AAGGCCTTCTACTCTAGCTTTATGGCCCTGATGAGCCTGATGCTGCAGATGCGGAACAGCATCA
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CAGGCCGCACCGACGTGGATTTTCTGATCAGCCCTGTGAAGAACTCCGACGGCATCTTCTACGA
TAGCCGGAACTATGAGGCCCAGGAGAATGCCATCCTGCCAAAGAACGCCGACGCCAATGGCGCC
TATAACATCGCCAGAAAGGTGCTGTGGGCCATCGGCCAGTTCAAGAAGGCCGAGGACGAGAAGC
TGGATAAGGTGAAGATCGCCATCTCTAACAAGGAGTGGCTGGAGTACGCCCAGACCAGCGTGAA
GCACAAAAGGCCGGCGGCCACGAAAAAGGCCGGCCAGGCAAAAAAGAAAAAGGGATCCTACCCA
TACGATGTTCCAGATTACGCTTATCCCTACGACGTGCCTGATTATGCATACCCATATGATGTCC
CCGACTATGCCTAAGaattctgcagatatccagcacagtggcggccgctcgagtctagagggcc
cgtttaaacccgctgatcagcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccc
tcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgccactcccactgtcctttcctaataaaatgagg
aaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattctattctggggggtggggtggggcaggacag
caagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgctggggatgcggtgggctctatggcttct
gaggcggaaagaaccagctggggctctagggggtatccccacgcgccctgtagcggcgcattaa
gcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgc
tcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaat
cgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgatt
agggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgttgga
gtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtc
tattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgattt
aacaaaaatttaacgcgaattaattctgtggaatgtgtgtcagttagggtgtggaaagtcccca
ggctccccagcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaa
agtccccaggctccccagcaggcagaagtatgcaaagcatgcatctcaattagtcagcaaccat
agtcccgcccctaactccgcccatcccgcccctaactccgcccagttccgcccattctccgccc
catggctgactaattttttttatttatgcagaggccgaggccgcctctgcctctgagctattcc
agaagtagtgaggaggcttttttggaggcctaggcttttgcaaaaagctcccgggagcttgtat
atccattttcggatctgatcaagagacaggatgaggatcgtttcgcatgattgaacaagatgga
ttgcacgcaggttctccggccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgggcacaacaga
caatcggctgctctgatgccgccgtgttccggctgtcagcgcaggggcgcccggttctttttgt
caagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgcaggacgaggcagcgcggctatcgtggctg
gccacgacgggcgttccttgcgcagctgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggc
tgctattgggcgaagtgccggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgccgagaaagt
atccatcatggctgatgcaatgcggcggctgcatacgcttgatccggctacctgcccattcgac
caccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtcttgtcgatcagg
atgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttcgccaggctcaaggcgcg
catgcccgacggcgaggatctcgtcgtgacccatggcgatgcctgcttgccgaatatcatggtg
gaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggccggctgggtgtggcggaccgctatcagg
acatagcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggctgaccgcttcct
cgtgctttacggtatcgccgctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttcttgacgag
ttcttctgagcgggactctggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgccatcacg
agatttcgattccaccgccgccttctatgaaaggttgggcttcggaatcgttttccgggacgcc
ggctggatgatcctccagcgcggggatctcatgctggagttcttcgcccaccccaacttgttta
ttgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcattttt
ttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctgtataccg
tcgacctctagctagagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatc
cgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatg
agtgagctaactcacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcg
tgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctctt
ccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctca
ctcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagca
aaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctcc
gcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggact
ataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccg
cttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgct
gtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgt
tcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgac
ttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgcta
cagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgc
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tctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccacc
gctggtagcggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaag
atcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggatttt
ggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaa
tcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcac
ctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataac
tacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctca
ccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcctg
caactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgcc
agttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgttt
ggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgt
gcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgtt
atcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttt
tctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgct
cttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcat
tggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatg
taacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgag
caaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatact
catactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatac
atatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgc
cacctgacgtc 
 


