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Las roturas de doble cadena producen incrementos de órdenes de

magnitud en la eficacia de gene targeting. Pudiendo también generar

mutaciones del tipo inserción/deleción
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Tres alternativas para la

producción dirigida de

roturas de doble cadena.

Plataformas de genome-

editing basadas en

interacción proteína-DNA

(a, b) y RNA-DNA
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El mecanismo CRISPR/cas9

es un sistema de defensa

contra la invasión por fagos y

plásmidos

En el sistema CRISPR tipo II,

un “trans-activating CRISPR

RNA” (tracrRNA) hibrida con

las repeticiones directas,

formando RNA duplex que es

cortado y procesado por una

RNase III endógena



Genética Reversa IV. Genome 
Engineering

La endonucleasa Cas9 es guiada a su diana (“protospacer”, azul) por una

molécula guía única que puede sustituir al RNA dúplex que actúa de forma

natural. La guía contiene una secuencia de 20 nt (verde) complementaria de

la diana. El “Protospacer associated motif” (PAM, rojo) es esencial para la

unión inicial de la proteína y se situa 3’ del “protospacer”.

La endonucleasa Cas9

contiene dos dominios:

RuvC y HNH, que

cortan, cada uno, una

cadena del duplex
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El complejo Cas9-crRNAtracrRNA se asocia en primer lugar con las

secuencias PAM a lo largo del genoma, permitiendo a Cas9 iniciar la

desnaturalización del DNA.

La union a PAM y a la

secuencia Diana dispara la

actividad nucleasa de

Cas9, activando los

dominios HNH y RuvC.

La actividad off-target

afecta de forma diferencial

a la unión y actividad

nucleasa del sistema. En

cualquier caso es un

problema del sistema que

deberá ser corregido o

aliviado
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A. Cas9 puede modificarse para

derivar 2 nickasas diferentes

B. La sustitución de la nucleasa por

2 nickasas disminuye los efectos

off-target

C. El sistema puede ser muy simple

para la transformación celular

D. También es posible inyectar los

componentes (proteína + RNA)

en zigotos para la producción de

animales transgénicos

E. O transformar tejidos mediante

vectores virales

F. Screening genome-wide también

son posibles

G. a I. variantes de Cas9 sin

actividad nucleasa permiten otras

aplicaciones
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Genética Reversa IV. Genome 
Engineering: Un ejemplo

En este trabajo los autores se proponen 3 objetivos muy 

ambiciosos:

1. Generar mutaciones en 5 loci genómicos, individual- o 

simultáneamente

2. Editar un gen para modificar una actividad enzimática

3. Integrar un transgén en una localización específica



Five genomic locations, LIG upstream of the LIG1 gene (A), coding regions of male fertility 
genes MS26 (B) and MS45 (C), and two ALS genes (ALS1 and ALS2; D), targeted for cleavage 

using Cas9-gRNA and meganuclease systems. 
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1. Generar mutaciones en 5 loci genómicos, individual- o 

simultáneamente. Experimentos preliminares en “transitoria”
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1. Generar mutaciones en 5 loci genómicos, individual- o 

simultáneamente. Experimentos preliminares en “transitoria” 

y “multiplexing”
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1. Generar mutaciones en 5 loci genómicos, individual- o 

simultáneamente. Mutaciones encontradas en plantas T0. 
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2. Editar un gen para modificar una actividad enzimática

Los herbicidas basados en sulfonil-urea eliminan la síntesis 

de aminoácidos ramificados en plantas porque inhiben la 

enzima acetolactato synthasa (ALS).

La resistencia a uno de estos herbicidas (clorosulfuron) se 

deben a un cambio Pro>Ser en la enzima

De las dos copias presentes en maíz, los autores pretenden 

modificar ALS2



Editing ALS2 to confer resistance to chlorsulfuron. 
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Editing ALS2 to confer resistance to chlorsulfuron. 
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T1 maize plants with edited ALS2 allele (left) and the wild type (right) tested for resistance to 
chlorsulfuron. 
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3. Integrar un transgén en una localización específica (aguas 

arriba del locus LIG1)



Gene integration at LIG locus. 
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