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         RESUMEN 

 

CRISPR/Cas son una tecnología de edición genética que permite editar y 

alterar el ADN de forma precisa y eficiente. Se descubrió por primera vez en E. 

coli. Está compuesto por una endonucleasa Cas y un ARN guía.  

Su simplicidad y su habilidad para cortar el ADN hace que esta herramienta se 

use en numerosas aplicaciones, como edición de genomas, medicina, mejora 

de cultivos e incluso se han usado para diseñar genomas bacterianos.  

CRISPR/Cas tiene limitaciones y algunos problemas éticos a los que se tiene 

que enfrentar. A pesar de esto, las perspectivas de futuro son buenas. 

 

PALABRAS CLAVE: CRISPR/Cas, edición genómica, proteínas Cas, actividad 

endonucleasa. 

 

 

ABSTRACT 

 

CRISPR/Cas is a genetic editing technology that allows for precise and efficient 

editing and alteration of DNA. It was first discovered in E. coli. It is composed of 

a Cas endonuclease and a guide RNA.  

Its simplicity and ability to cut DNA make this tool widely used in numerous 

applications, such as genome editing, medicine, crop improvement, and even 

designing bacterial genomes.  

CRISPR/Cas has limitations and ethical issues that need to be addressed. 

Despite this, the future prospects are promising. 

 

KEYWORDS: CRISPR/Cas, genomic edition, Cas proteins, endonuclease 

activity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Poder modular y editar la información genética es algo crucial para poder estudiar la 

función de los genes. Desde que se hizo la primera demostración de producción de 

fragmentos de ADN específicos con enzimas de restricción, se han ido 

aprovechando moléculas procariotas para la edición de genes (Danna et al., 1971). 

Además de las enzimas de restricción, también se incluyen otras, por ejemplo, 

recombinasas y algunas nucleasas programables como meganucleasas, nucleasas 

con dedos de zinc, nucleasas efectoras parecidas a activadores de la transcripción y 

repeticiones palindrómicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas 

(CRISPR) con endonucleasas asociadas (sistemas CRISPR/Cas) (Roberts et al., 

2005; Olorunniji et al., 2016; Chandrasegaran et al., 2016). Las proteínas de unión 

que modifican loci específicos de ADN han avanzado mucho en la ciencia, 

biotecnología y medicina.  

En la naturaleza, los sistemas CRISPR/Cas son un mecanismo de inmunidad 

adaptativa en procariota que previene la infección por fagos y se suele usar para 

eliminar ácidos nucléicos invasores (Barrangou et al., 2007). Han evolucionado el 

campo de la biología molecular y la edición genética. La característica central de los 

sistemas CRISPR/Cas es la presencia de secuencias de ADN repetidas y 

espaciadas conocidas como repeticiones palindrómicas. Estas repeticiones están 

separadas por secuencias espaciadoras que corresponden a fragmentos de ADN 

viral u otros elementos genéticos invasores previamente integrados en el genoma 

bacteriano. Cuando un virus infecta nuevamente a una bacteria portadora de 

CRISPR/Cas, el sistema se activa y utiliza las secuencias espaciadoras como guías 

para reconocer y destruir el ADN del invasor. Este proceso implica la acción de una 

enzima llamada nucleasa Cas, que actúa como unas "tijeras moleculares" para 

cortar de manera precisa y específica el ADN viral complementario a las secuencias 

guía. La manipulación de estos sistemas permite guiar a las endonucleasas 

reprogramadas hacia genes diana. La capacidad de los sistemas CRISPR/Cas para 

buscar y cortar secuencias específicas de ADN con alta precisión ha llevado a su 

adaptación como herramienta poderosa para la edición genética en una amplia 

variedad de organismos. CRISPR es una técnica de edición del genoma que permite 

modificar el ADN/ARN interno de una forma específica y se puede reprogramar. 

Además, se han descubierto una gran variedad de sistemas CRISPR/Cas que se 

diferencian en sus componentes y sus mecanismos de acción. La variante más 
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conocida y utilizada es el sistema CRISPR-Cas9, que utiliza una guía de ARN 

sintética para dirigir la nuclease Cas9 a secuencias de ADN diana en células de 

plantas, animales y humanos. También se han conseguido aplicar estos sistemas 

CRISPR/Cas con gran éxito en el campo de la agricultura, en agentes terapéuticos e 

infecciosos, en industrias alimentarias y en bioenergía. 

A medida que la tecnología CRISPR/Cas avanza, también surgen desafíos éticos y 

regulatorios. La capacidad de editar el ADN humano plantea cuestiones 

fundamentales sobre la modificación genética de embriones y la responsabilidad en 

el uso adecuado de esta tecnología.  

2. OBJETIVOS 

Conocer el origen y el estado de desarrollo en que se encuentra la tecnología 

CRISPR/Cas. Cómo pueden desarrollarse aplicaciones tecnológicas que 

revolucionarán la terapia de enfermedades genéticas o la manipulación genética de 

organismos. 

3. ANTECEDENTES  

La edición del genoma es un método innovador y muy usado actualmente para 

alterar secuencias específicas con varios propósitos. A diferencia de la tecnología 

transgénica tradicional que inserta material genético aleatoriamente en un genoma, 

la tecnología de edición del genoma funciona sobre secuencias genómicas 

específicas dentro del genoma. Para lograr esto, la edición del genoma requiere una 

nucleasa que pueda reconocer las secuencias específicas; estas nucleasas sirven 

como tijeras moleculares para cortar las secuencias específicas. Con anterioridad de 

habían desarrollado algunas estrategias que pueden utilizarse para la edición 

específica del genoma, por ejemplo, las nucleasas con dedos de zinc (ZFN) o las 

nucleasas basadas en efectores similares a activadores de la transcripción (TALEN). 

 3.1. Nucleasas de dedos de Zinc (ZFN) 

 Las nucleasas con dedos de zinc (ZFN) funcionan como dímeros, y cada monómero 

es una proteína de fusión de un dominio de unión al ADN con dedos de zinc y una 

nucleasa no específica FokI (Kim et al., 1996). Un dedo de zinc está formado por 

agrupaciones repetidas de residuos de cisteína e histidina y reconoce 3 nucleótidos. 

Cada monómero ZFN se compone típicamente de 3 o 4 dedos de zinc, que 

reconocen de 9 o 12 nucleótidos en el ADN. Se cree que los dedos de zinc son 

modulares, lo que hace posible reconocer un tramo largo de ADN al juntar varios 

dedos de zinc (Beerli et al., 2002; Segal et al., 2003). Sin embargo, los ZFN basados 
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en ensamblaje modular suelen tener poca actividad y alta toxicidad (Ramirez et al., 

2008; Cornu et al., 2008), lo que sugiere que existe una dependencia del contexto 

entre los dedos vecinos (Figura 1).  

Lss ZFN se utilizaron por primera vez en la planta modelo Arabidopsis thaliana 

(Lloyd et al., 2005). Desde ese momento, las ZFN se volvieron cada vez más 

populares para las modificaciones del genoma en varias especies usadas en 

cultivos, como el arroz (Cantos et al., 2014) y el maíz (Gao et al., 2010). Pero los 

ZFN tienen varias limitaciones como la complejidad del contacto entre los dedos de 

zinc y el ADN. Esto es un inconveniente inherente y produce desafíos en la 

autentificación de proteínas para un locus de un ADN particular. 

 

Figura 1. Funcionamiento de las nucleasas con dedos de zinc en edición genómica (Creces et al., 

2006). 

3.2. TALEN`s  

El diseño de efectores de tipo activador de la transcripción (TAL) para la edición del 

ADN se comenzó a hacer en 2009 cuando se descubrió como era su mecanismo de 

unión al ADN (Moscou et al., 2009; Boch et al., 2009). Los efectores TAL en la 

naturaleza son introducidos en las células huésped de la planta por la bacteria 

Xanthomonas, donde alteran la expresión génica del huésped para satisfacer las 

necesidades de la bacteria. Este avance condujo rápidamente a la creación de un 
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nuevo tipo de SSN (nucleasas específicas de secuencia) llamado nucleasa efectora 

TAL (TALEN), que se basa en la fusión de un dominio de nucleasa Fok1 a las 

repeticiones TALE de unión al ADN (Christian et al., 2010; Mahfouz et al., 2011). 

Como pasa en los ZFN, los TALEN son fusiones de repeticiones de efectores 

similares a activadores transcripcionales (TALE) construidos a partir de matrices de 

33–35 módulos de aminoácidos y de la encima de restricción FokI del patógeno 

vegetal Xanthomonas (Schiml S. et al., 2015; Ye et al., 2018; Afzal S. et al., 2020). 

ZFN y TALEN tienen una parte funcional común que es esta endonucleasa Fok1. Sin 

embargo, el diseño de TALEN es más asequible que ZFN (Nargesi S. et al., 2021). 

Los TALEN son más simples de construir y de autentificar y, por tanto, van a 

proporcionar un método que será más rápido y más rentable de edición del genoma. 

Sin embargo, los desafíos que se asocian con la síntesis, el diseño de proteínas y la 

corroboración van a seguir siendo obstáculos para un uso más extenso en 

aplicaciones de edición de genomas (Bétermier et al., 2014) (Figura2). 

Hay beneficios al elegir TALEN en lugar de ZFN. En primer lugar, los TALE son 

menos tóxicos y, en segundo lugar, son más fáciles de diseñar. Sin embargo, la 

secuencia repetitiva de TALE dificulta su construcción mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). Esto se abordó con el desarrollo de múltiples 

métodos de ensamblaje basados principalmente en la clonación Golden Gate 

(Cermak T. et al., 2011; Morbitzer R. et al., 2011), lo que fomentó la rápida adopción 

de la tecnología TALEN para la edición del genoma en muchos organismos, 

incluidas las plantas. 

 

Figura 2. Composición de talen (Tomado de: Bétermier et al., 2014) 

4. SISTEMAS CRISPR/CAS 

4.1. Origen y descubrimiento  

Para poder comprender el origen de CRISPR hay que dejar un poco de lado la 

tecnología usada en ciencia biomédica e intentar profundizar más en la carrera 

armamentística que hay entre las bacterias y los virus bacterianos. 
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Sabemos lo que son las bacterias, que pueden causar infecciones y enfermedades, 

pero también sabemos que son indispensables en el funcionamiento humano. Pocas 

personas fuera de la comunidad científica son conscientes de la existencia de los 

bacteriófagos (comedores de bacterias), siendo la forma de vida más abundante de 

nuestro planeta (Keen et al., 2015). 

En 1987, se detecta en E. coli que hay conjuntos de secciones repetidas de ADN 

con una gran longitud, y estos eran los CRISPR. Pero en los 2000, investigadores 

vieron que había sistemas CRISPR en muchas otras especies bacterianas además 

de en E. coli (Mojica et al., 2000). 

Del año 1993 al 2011, se comenzó a caracterizar la estructura y la función de los 

sistemas CRISPR/Cas. Algunos investigadores, en 2002, vieron que estos sistemas 

estaban localizados en el genoma cerca de sistemas de reparación de ADN 

(Makarova et al., 2002). Estos genes estaban acompañando a los genes CRISPR y, 

por tanto, se pasaron a denominar genes asociados a CRISPR (genes Cas) (Mojica 

et al., 2005; Pourcel et al., 2005).  

A pesar del descubrimiento de que CRISPR esté en un tercio de todas las bacterias 

y en casi todas las arqueas, la función biológica fue un misterio hasta 2005. En este 

año aparecieron pistas en las cuales se vinculaba CRISPR con la inmunidad a los 

virus (Mojica et al., 2005). Se comprobó, con análisis informáticos, que había 

secuencias de ADN viral que estaban repetidas, como si las bacterias hubieran 

robado el código genético vírico. Con esto se llegó a la pregunta de si esa 

información podría reconocer y destruir el ADN viral en el curso de una infección. 

Para intentar resolver esta pregunta se hicieron experimentos llevados a cabo en 

una compañía de yogures. Lo que intentaban con estos experimentos era buscar la 

regeneración de cepas resistentes a los virus de la bacteria Streptococcus 

thermopilus y vieron que estas cepas también tenían CRISPR. Lo que se hizo fue 

infectar las cepas con una serie de virus distintos y al analizar después el ADN de 

las bacterias, que se volvían inmunes, se demostró que CRISPR confería inmunidad 

adaptativa (Barrangou et al., 2007). 

Una vez encontrado esto, se deja que genetistas y bioquímicos determinen los 

sistemas inmunes CRISPR, concretamente, las enzimas que participaban y cómo 

hacían para reconocer los rasgos únicos de ADN viral durante una infección. 

Después de muchas más investigaciones llegaron a la conclusión de que bacterias y 

arqueas usan ARN para identificar secuencias repetidas de ADN en el genoma viral, 
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junto con una o más proteínas que están codificadas por genes asociados a 

CRISPR para fragmentar el ADN. 

CRISPR en realidad es como unas tijeras moleculares de precisión, con la 

capacidad de actuar sobre secuencias específicas de ADN y neutralizarlas. Además, 

el actor principal en este sistema era una proteína llamada Cas (Gasiunas et al., 

2012; Jinek et al., 2012). 

En 2006, investigadores analizaron el vínculo entre las funciones de CRISPR y los 

genes Cas como un sistema y vieron una similitud de este sistema con la de un 

sistema inmunitario de interferencia de ARN procariótico (Makarova et al., 2006). 

CRISPR/Cas proporciona resistencia a los virus (Barrangou et al., 2007). En 2011, 

se propuso un análisis actualizado de las relaciones evolutivas entre CRISPR y las 

proteínas Cas (Makarova et al., 2011). 

De 2011 hasta hoy en día, las investigaciones de CRISPR siguieron creciendo con el 

paso de los años en muchos de los laboratorios de todo el mundo. En 2011 pudieron 

por primera vez transferir el sistema CRISPR/Cas9 de una bacteria a otra 

(Sapranauskas et al., 2011) y en el 2012 se concluyó por varias investigaciones que 

la escisión llevada a cabo por la proteína Cas orientaba secuencias cortas de ARN 

que actuarían como guía (Jinek et al.,2012). Las investigadoras Emmanuelle 

Charpentier y Jennifer Doudna vieron el potencial de este sistema para potenciar 

cambios en humanos cuando estudiaban el mecanismo de CRISPR/Cas9 en 

bacterias (Jinek et al., 2012). Sin embargo, el primero en conseguir que el sistema 

CRISPR/Cas9 se adaptase a células eucariotas fue Feng Zhang del Instituto de 

Tecnología de Massachusetts; esto lo hizo realizando modificaciones en el genoma 

de células de ratón. 

La figura 3 muestra los avances de CRIPS/Cas desde su descubrimiento hasta su 

aplicación como herramienta de edición génica y manipulación genómica (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema de la cronología de los avances realizados en referencia al sistema CRISPR-Cas, 

desde su descubrimiento en 1987 hasta su aplicación como herramienta de edición y manipulación 

genómica. Tomado de (Hsu et al, 2014) 

4.2. Función de los sistemas CRISPR/Cas in vivo 

La función del sistema permaneció oculta al principio; esto se debe a que la gran 

presencia de CRISPR/Cas en bacterias y Archaea lo que informaba era del vínculo 

entre el sistema y la resistencia a los bacteriófagos. Esto llevó a que la comunidad 

científica se centrase más en encontrar la razón por la que se había creado ese 

vínculo. Después de muchas investigaciones pudieron descubrir que, tras una 

infección por un virus, se insertaban nuevas secuencias espaciadoras del 

bacteriófago invasor en el genoma del huésped. Cualquier adición o deleción de 

estas secuencias espaciadoras insertadas alteraba el fenotipo de resistencia a los 

fagos de la célula (Barrangou et al., 2007). Diversos trabajos influyentes llevaron a 

deducir el camino de las funciones del sistema. Los pasos funcionales más 

importantes del sistema CRISPR/Cas son: adaptación, expresión e interferencia. 

1) Adaptación (inserción o adquisición): es un proceso de incorporación de 

secuencias de ADN extrañas en matrices de CRISPR (espaciadores). Esta 

incorporación de un nuevo espaciador está medida por un complejo protéico 

heterohexamérico ((Cas1 2 –Cas2) 2) localizado en la secuencia líder de la matriz de 

CRISPR. Podemos encontrar dos tipos de sistema de adquisición de espaciadores: 

tipo I y tipo II. 
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Los de tipo I utilizan el factor de integración del huésped (IHF) unido a la secuencia 

líder induciendo la flexión del ADN. La flexión que se produce hace que el complejo 

(Cas1 2 –Cas2) 2 realice una escisión inicial para la inserción del espaciador. 

En un sistema de tipo II, la secuencia de anclaje líder (LAS) se la reconoce usando 

la proteína Cas1 del complejo (Cas1 2 –Cas2) 2 y, posteriormente, se inserta el 

espaciador polar (McGinn J et al., 2019) (Figura 4). 

  

Figura 4. Lado izquierdo: paso de adaptación CRISPR. Lado derecho: Organización genómica 

generalizada en sistemas de clase 1 y clase 2. Un contorno discontinuo indica que el gen es 

prescindible o falta en algunos subtipos o variantes. (Figura creada con BioRender.com) 

2) Expresión (biogénesis de CRISPR RNA (crRNA: ARN de los sistemas CRISPR) o 

procesamiento de crRNA): en esta fase lo que ocurre es que se transcribe CRISPR 

dando un precursor de pre-crRNA dentro de cada secuencia de repetición directa 

para así poder producir ARN CRISPR (crRNA) más cortos y maduros. Algunos 

crRNA pueden someterse a recortes en los extremos 5′ o 3′. Las enzimas que están 

involucradas en este procesamiento de crRNA son de diferentes tipos, incluso se 

pueden dividir en subtipos del sistema CRISPR/Cas (Hochstrasser et al., 2015) 

(Figura 5). 

3) Interferencia: esta fase implica la formación de un complejo efector multiprotéico o 

una proteína efectora única. El complejo efector multiprotéico es típico de los 

sistemas de clase 1 y está compuesto de múltiples proteínas Cas y crRNA. La 

proteína efectora única se usa en sistemas de clase 2 y solo tiene una única 

proteína Cas con crRNA. Estos dos complejos tienen como objetivo principal 

reconocer secuencias iguales o muy similares en el genoma del virus o del plásmido 

invasor. Una vez se han reconocido estas secuencias, el genoma invasor queda 

cortado por el complejo y por tanto queda inactivado (Makarova et al., 2020). A 

veces, en esta fase, algunos sistemas pueden requerir el reconocimiento de un 

motivo adyacente protoespaciador (PAM) en el genoma invasor. El PAM es una 
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secuencia corta de ADN que no está presente en el genoma del huésped bacteriano. 

Además, es una secuencia de orientación esencial para que algunas proteínas Cas 

se puedan unir, seguido de una escisión (Gleditzsch et al., 2018) (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Paso de expresión e interferencia CRISPR en sistemas tipo I (arriba), tipo II (medio) y tipo III 

(abajo). (La figura fue creada con BioRender.com) 

4.3  Componentes de los sistemas CRIPR/Cas  

4.3.1 Secuencias CRISPR 

Las especies procariotas contienen un locus CRISPR en sus cromosomas (Jansen 

et al., 2002); sin embargo, hay especies que contienen más loci de CRISPR (Mojica 

et al., 2000). El locus de CRISPR consta de tres partes principales:  

- Matriz CRISPR: son repeticiones cortas y directas que están rodeadas de 

espaciadores. Estas repeticiones son secuencias de nucleótidos que hay en el 

genoma y que tienen una longitud y secuencia idénticas. Pueden ser similares en 

especies que estén relacionadas. El tamaño de la matriz CRISPR es de 32pb, pero 

puede variar entre 21 y 47 pb. Los espaciadores son secuencias de nucleótidos que 

tienen una longitud fija, pero en este caso las secuencias suelen ser muy variables. 

El tamaño suele ser entre 20 y 72 pb (Karginov et al., 2009). 
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- Secuencia líder: suele estar cerca de la matriz CRISPR y está involucrada en la 

adaptación y en la transcripción. Estas secuencias tienen una conservación muy 

limitada. Se vio que los loci CRISPR sin estas secuencias líder están inactivos en la 

fase de adaptación, pero sigue contribuyendo en la fase de la interferencia que está 

dirigida por crRNA (Alkhnbashi et al., 2016). 

- Genes asociados a CRISPR (proteínas Cas): son un grupo de genes de orientación 

y orden variables que codifican a las proteínas Cas correspondientes. Hasta ahora 

se han identificado 93 genes cas diferentes. Además, las proteínas Cas juegan un 

papel fundamental en la adquisición y en la destrucción de secuencias extrañas 

(Makarova et al., 2015). 

4.3.2 Proteínas Cas 

Las proteínas Cas son nucleasas, es decir, cortan el ADN de forma específica 

guiadas por secuencias de ARN. Son la columna vertebral de los sistemas CRISPR. 

Tienen una distribución muy variable. Algunas de ellas participan en la mayoría de 

los sistemas, mientras que otras son proteínas que participan en algunos tipos o 

subtipos de los sistemas (Makarova et al., 2006; Shmakov et al., 2015). Estas 

proteínas se clasifican según las funciones que realicen: adaptación, expresión, 

interferencia y auxiliares (Makarova et al., 2015) (Figura 6). 

 

Figura 6. Clasificación funcional de las proteínas Cas. En color morado se encuentran las proteínas 

Cas que participan en la maduración del cr-RNA. El color rojo y amarillo representan las proteínas 

Cas que forman parte del complejo efector y del reconocimiento del material genético a escindir. Las 

proteínas Cas que intervienen en el proceso de adaptación están coloreadas en azul. El verde y el 

marrón representa otras proteínas que realizan otras funciones o funciones desconocidas. (Tomado 

de: Makarova et al., 2015). 
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4.4. Clasificación del sistema CRISPR/Cas 

Los sistemas CRISPR/Cas son una familia grande. Según algunos estudios 

recientes podemos dividir los sistemas en dos clases, seis tipos y 33 subtipos en 

función de una serie de criterios (Tabla 1), como la similitud de secuencia, 

características distintas en los componentes o incluso en el análisis filogenético 

(Makarova et al., 2020). A medida que se vayan descubriendo nuevos CRISPR/Cas 

la clasificación irá aumentando. Tener una clasificación de los sistemas CRISPR/Cas 

es esencial para poder comprender el origen y para poder seguir investigando sobre 

éstos (Makarova et al., 2011). Los tres primeros tipos son los que primero se 

descubrieron y además son de los que más información se conoce. Estos tipos son 

I, II y III. Luego están los tipos IV, V y VI que son más recientes y están menos 

caracterizados. 

Los sistemas de clase 1 están compuestos por los sistemas de tipo I (tiene como 

proteína característica la Cas3), III (tiene como proteína característica la Cas10) y 

IV. En esta clase se usa un complejo efector que está compuesto por diferentes 

proteínas Cas y crRNA. A su vez los sistemas de tipo I tienen 7 subtipos con varias 

variantes. Los sistemas del tipo III tienen 3 subtipos; algunos incluyen transcriptasas 

inversas. Los sistemas de tipo IV contienen 3 subtipos; éstos suelen carecer de 

proteínas Cas en el paso de adaptación y en la escisión de los genomas extraños. 

Además, se ha descubierto recientemente que los sistemas CRISPR/Cas de tipo IV 

podrían ser derivados divergentes de los sistemas I o III.  Los de clase 2 son 

sistemas de tipo II (la proteína característica es la Cas9), V y VI. A diferencia de los 

de clase 1, éstos tienen una proteína Cas única, grande y con multidominios unida a 

crRNA. Los sistemas de tipo II incluyen 3 subtipos. Los sistemas de tipo V tienen 10 

subtipos. Por último, los sistemas de tipo VI contienen 4 subtipos (Makarova et al., 

2020; Charpentier et al., 2015; Makarova et al., 2015; Özcan et al., 2019).  

 

CLASE TIPO SUBTIPO 

1 I IA 

  IB 

  IC 

  ID 

  IE 
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  IF 

  IG 

 III III-A 

  III-B 

  III-C 

  III-D 

  III-E 

  III-F 

 IV IV-A 

  IV-B 

  IV-C 

2 II II-A 

  IIB 

  II-C 

 V VA 

  VB 

  VC 

  VD 

  VE 

  VF 

  VG 

  VH 

  VI 

  VK 

 VI VI-A 

  VI-B 

  VI-C 

  VI-D 

Tabla 1. Clasificación de los sistemas CRISPR/Cas (Elaboración propia). 

5. APLICACIONES DEL SISTEMA CRISPR/CAS EN LA EDICIÓN DE GENOMAS 

5.1. Edición de genomas 

La edición del genoma es un grupo de tecnologías que dan la posibilidad de cambiar 

el ADN de un organismo. Permiten adicionar, delecionar o alterar material genético. 



14 

 

Es de gran interés en la prevención y en el tratamiento de enfermedades. Se usa en 

células y en modelos animales en laboratorios de investigación para poder 

comprender las enfermedades. Aún se está estudiando si usar estas tecnologías en 

personas son un método seguro y efectivo. 

Para poder realizar la edición de genomas se crea un ARN con una secuencia “guía” 

corta que se une a una secuencia objetivo del ADN. El ARN guía, después de unirse 

al ADN, se une a la proteína Cas. Cuando se introduce en las células, este ARN 

guía va a poder reconocer la secuencia de ADN que se esté buscando y ahí es 

cuando la enzima Cas va a cortar el ADN en la ubicación objetivo. Una vez hecho 

esto, se usan unas vías de reparación del ADN para adicionar o eliminar secuencias 

del ADN. 

5.1.1.  Vías de reparación 

Una vez que se han formado las rupturas en las cadenas por CRISPR/Cas en el 

ADN, las células se someten a mecanismos de reparación. El mecanismo más 

utilizado en NHEJ (unión de extremos no homólogos), en el cual una ligasa une los 

extremos de ADN rotos para volver a conectar la secuencia. Es normal que durante 

el proceso se eliminen o inserten uno o más nucleótidos en el sitio DSB (sitio en el 

que se producen las rupturas de las cadenas), es por eso que la unión de estos 

extremos de como resultado un cambio en el marco de lectura de las secuencias de 

aminoácidos o produciendo alguna mutación sin sentido. Por tanto, CRISPR/Cas es 

un método más eficiente para producir mutaciones genéticas y se usa para estudiar 

funciones de genes individuales. 

Otro de los métodos de reparación es HDR (reparación dirigida por homología). Es 

una vía de reparación que no comete errores, en la cual se inserta una plantilla de 

ADN homólogo, obtenida de una copia del gen, para poder reparar el DSB y volver a 

formar la secuencia de ADN original (Heyer et al., 2010). Todo esto facilita los 

estudios de sobreexpresión, ya que permite que se inserten genes dirigidos en unas 

ubicaciones precisas del ADN. 

Otra ruta que se está estudiando para aumentar la eficiencia y la especificidad es la 

modificación de las endonucleasas Cas. La mayoría de los estudios se han centrado 

en modificar los dominios de corte en Cas9 y han demostrado que la función de 

pérdida de un solo dominio (nCas: Nick Cas), o de ambos dominios (dCas: dead 

Cas) no afectan en la función de unión. Tampoco la pérdida de función de un 

dominio afecta a la función del otro. Estas proteínas modificadas pueden llegar a 
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fusionarse con otras proteínas funcionales, lo que ha llevado hacia la creación de 

nuevos editores de genoma CRISPR/Cas con muchos nuevos propósitos. 

5.1.2. CRIPR/Cas en células madre in vivo 

Para realizar edición directa del genoma in vivo, por ejemplo, en humanos, es 

fundamental que haya precisión, eficiencia y seguridad de la propia herramienta 

CRISPR (Doudna et al., 2020). Hay diversos métodos, el más destacado es el uso 

de vectores AAV (virus adenoasociados), que proporcionan expresión del genoma a 

largo plazo sin necesidad de integración genómica, son seguros y no son patógenos. 

En humanos, estas herramientas han presentado algunos problemas, esto es debido 

a que han necesitado sistemas CRISPR/Cas más grandes y con funciones más 

específicas. El problema está en que existe un límite de 4-5kb en la cadena de ADN 

que se va a editar, y el promotor y la secuencia codificante de Cas9 ya están cerca 

de 4kb (Heidenreich et al., 2015). Sin embargo, la edición genómica en ratones a 

través del uso de estos vectores de AAV no ha dado tantos problemas (Levy et al., 

2020). Dados estos inconvenientes, se está considerando establecer otros sistemas 

de administración no virales, obteniendo estudios in vivo prometedores (Cheng et al., 

2020). 

5.1.3. Regulación génica por CRISPR/Cas 

La regulación de genes concretos es posible gracias a la ingeniería de Cas9. 

(Thakore et al., 2016). Ciertas mutaciones producidas en unos dominios de nucleasa 

van a destruir la actividad catalítica de Cas9 mientras que su capacidad de unión al 

ADN guiada por ARN se mantiene (Jinek et al. 2012; Qi et al. 2013). Al fusionar 

dCas9 (Cas9 mutada) con diversos efectores, la caja de herramientas CRISPR/Cas 

se amplió; estos efectores pueden ser efectores o represores de la transcripción, 

modificadores epigenéticos y fluoróforos. 

Para que se produzca la represión de la transcripción, dCas sola o dCas9 fusionado 

con efectores puede dirigirse hacia los promotores y, además, se pueden dirigir a la 

región no traducida en 5’ (5' UTR) (Gilbert et al. 2013; Gao et al. 2014; Thakore et al. 

2015). La función de dCas con dominios de activación de la transcripción favorece la 

activación de la transcripción. Se pueden usar las combinaciones de sistemas dCas9 

inducibles para la manipulación dinámica de diversos objetivos a la vez (Gao et al. 

2016). Las herramientas CRISPR/Cas pueden monitorear o manipular las 

interacciones de la cromatina que va a regular la expresión génica (Myers et al. 

2018). 
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5.2. Medicina 

5.2.1. Tratamiento de enfermedades genéticas 

El sistema CRIPSR/Cas se ha utilizado en la corrección de enfermedades genéticas 

humanas (distrofia muscular de Duchenne (DMD)) (Min et al., 2019), la deficiencia 

de antitripsina α-1 (AATD) (Bjursell et al., 2018), la hemofilia (Ohmori et al., 2015), 

etc. Estas correcciones genéticas se hacen en células madre y progenitoras 

hematopoyéticas (HSPC) utilizando CRISPR/Cas (Dever et al., 2016).  

Por ejemplo, en trastornos de la sangre, como la β-talasemia y la enfermedad de 

células falciformes (SCD), son causados por la producción anormal o reducida de 

cadenas β, lo que disminuye la capacidad de transporte de oxígeno de la 

hemoglobina. Usando la tecnología de CRISPR/Cas9, eliminan una región de 200pb 

en el genoma de células linfoides haciendo posible que, gracias a esa eliminación, 

se induzca a la expresión de hemoglobina (Khosravi et al., 2019). 

5.2.2. Manejo de enfermedades infecciosas 

Se sabe que algunos virus causan infecciones latentes como el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH), el virus del herpes simple (HSV), el virus de 

Epstein-Barr (EBV), el citomegalovirus humano (HCMV), etc (Traylen et al., 2011). 

Además, para muchas enfermedades virales infecciosas no se han creado vacunas 

efectivas que eliminen por completo el virus del huésped. Pero el sistema CRISPR-

Cas representa una herramienta prometedora para combatir infecciones virales. 

También se predice que CRISPR puede editar el genoma humano para evitar que 

las personas se infecten.  

Por ejemplo, en el virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), el ARN del virus 

depende de un huésped para su replicación (similar a la de cualquier otro virus de 

ARN) y se va a integrar en el genoma actuando como un reservorio latente, creando 

un problema con su erradicación (Craigie et al., 2012; Finzi et al., 1999). Por tanto, 

para combatir las infecciones latentes debidas al VIH, la tecnología de CRISPR/Cas 

ha tenido un papel en la destrucción de los provirus del VIH. La tecnología de 

CRISPR/Cas9 ha permitido la modificación de linfocitos B para tener la capacidad de 

expresar anticuerpos contra el VIH (Voss et al., 2019; Moffett et al., 2019). 

Otra de las enfermedades es el Síndrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2 

(SARS-CoV-2). Los investigadores están usando diferentes tecnologías de 

CRISPR/Cas para poder detectar de forma rápida y eficaz los virus. El reciente brote 

de un nuevo SARS-CoV-2 se detecta mediante un ensayo de CRISPR/Cas12 dual 
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todo en uno en el que se utilizó un par de crRNA introducidos para poder detectar 

los ácidos nucleicos de SARS-CoV-2 (ADN y ARN). Además, la rápida detección del 

nuevo patógeno ha planteado desafíos tecnológicos para el campo científico. 

Algunos investigadores lograron desarrollar una herramienta de diagnóstico basada 

en CRISPR, altamente sensible para la detección genética de cepas como SARS– 

CoV. Aunque la investigación está en evaluación, promete tiempos de ejecución más 

cortos y una detección de mayor sensibilidad que la RT-PCR (“Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction”) (Hou et al., 2020). Este mecanismo se basa en 

analizar las muestras buscando secuencias de ARN características del SARS-CoV-2 

(previamente secuenciado). Para poder detectar el virus se usaron unos métodos, 

los cuales usan el sistema CRISPR/Cas. Algunos de estos métodos son el método 

SHERLOCK (desbloqueo específico del reportero enzimático de alta sensibilidad), el 

STOP-Covid o el sistema de diagnóstico DETECTR. 

El método SHERLOCK-Covid está basado en CRISPR/Cas13. Combina la 

amplificación de ácidos nucleicos a través de CRISPR/Cas para reconocer 

secuencias específicas de ADN o ARN. La amplificación viene de muestras de 

pacientes infectados por el virus (Wang et al., 2020; Esbin et al.,2020; Kellner et al., 

2019). 

Este método es rápido, ultrasensible, preciso y de bajo coste, que usa como 

elemento efector la enzima Cas13a (al activarse con la unión del ARN guía al 

fragmento complementario de ARN degrada los fragmentos de ARN presentes). El 

funcionamiento básico es simple, cuando hay presencia del ARN a detectar, el ARN 

guía se une a su secuencia diana y activa la enzima Cas13a, que empieza a 

degradar el ARN. Para ver si el ARN es el del virus se incluye en la reacción 

pequeños fragmentos de ARN marcados que al degradarse emiten fluorescencia o 

calor (Sherlock Biosciences et al., 2021) (Figura7). 
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Figura 7. Metodología SHERLOCK/CRISPR-CoV para la detección de los componentes moleculares 

del SARS-CoV-2 (Tomado de: Sherlock Biosciences et al., 2021). 

El STOP-Covid es un ensayo que combina la extracción de ARN viral con la 

amplificación isotérmica mediada por bucle y la detección llevada a cabo por 

CRISPR/Cas12b. A diferencia del anterior método, éste proporciona sensibilidad sin 

tener que tener un proceso de amplificación del ácido nucléico (Patchsung et al., 

2020). 

Otra de las tecnologías usadas es el sistema de diagnóstico DETECTR. Es un poco 

más complejo ya que hay que transformar las moléculas de ARN a ADN. Una vez 

realizado este paso, el genoma del virus puede ser detectado por su ARN guía, y 

tras la activación de la nucleasa Cas12a, se produce una respuesta inespecífica que 

va a originar luz u otra reacción química (Rahimi et al., 2021). 

A parte de la detección del virus, CRISPR/Cas se ha usado como terapia para inhibir 

el virus. El uso de CRISPR/Cas13 (“PAC-MAN”: The Prophylactil Antiviral CRISPR in 

human cells) tiene como objetivo destruir el ciclo de vida del coronavirus. El proceso 

consiste en degradar el ARN genómico del virus, limitando por tanto la expresión de 

proteínas vitales y la expresión del virus en las células humanas. También, la 

tecnología CRISPR/Cas se ha dirigido a estudiar la identificación de anticuerpos y 

antivirales contra SARS-CoV-2 y generar protección en la sociedad con el fin de 

poder controlar la enfermedad en un futuro. 
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5.2.3. Cáncer 

El cáncer es una enfermedad que se caracteriza por tener muchos oncogenes y por 

las modificaciones epigenéticas que se producen. Con la tecnología que tienen los 

sistemas CRISPR/Cas para la edición de genes, se ha visto lo fácil que es la 

transferencia de estos sistemas a las células, y la amplia aplicación que tiene en la 

biología y en los oncogenes del cáncer (Tian et al., 2019). Las células usadas en 

inmunoterapia contra el cáncer son las CART (“Chimeric Antigen Receptor T cells”). 

Una vez conocidas las funciones y los límites de estas células se vio la necesidad de 

una herramienta que permita poder perfeccionar la inmunoterapia y poder hacerlo a 

un bajo coste para que sea accesible a toda la población. Para poder llevar a cabo 

esto es donde entra en juego los sistemas de edición genética, concretamente 

CRISPR/Cas. El sistema CRISPR/Cas es una herramienta adecuada para poder 

explorar distintos mecanismos oncológicos, como la aparición, el desarrollo y el 

tratamiento de tumores por reparación de mutaciones y genes “knockout”. 

Para la inmunoterapia de usan células T autólogas (que se obtienen del mismo 

individuo que lo recibe), porque que es un proceso costoso a nivel de tiempo y a 

nivel económico (Salas-Mckee et al., 2019). Por esta razón, uno de los retos de la 

inmunoterapia es poder fabricar células T universales. Para lograr esto, se 

necesitarían células alogénicas (proceden de otro individuo de la misma especie del 

que lo recibe) de donantes sanos para después modificarlas en función de las 

necesidades que se requieran. Pero estas células alogénicas han supuesto un 

problema en la reacción entre el injerto contra el huésped, por lo que algunos 

estudios han aplicado el sistema CRISPR/Cas para realizar el “knockout” génico. 

Gracias a esto se ha logrado tener una primera aproximación para la elaboración de 

células T universales (Gornalusse et al., 2017). 

En el primer ensayo clínico que usa CRISPR para la terapia del cáncer se evalúa la 

seguridad de las células T modificadas ex vivo con PD-1 (proteína de muerte celular 

programada 1) en el tratamiento del cáncer de pulmón de células cancerosas que se 

han expandido después de realizar los tratamientos estándares. El regulador del 

punto de control de PD-1 es un receptor de las células T que se encarga de inhibir la 

activación de estas células T, lo que lleva a la regulación de la tolerancia inmunitaria 

y a la disminución de reacciones autoinmunes, todo esto con el fin de permitir el 

escape inmunitario de los cánceres. Los anticuerpos neutralizan PD-1, y éstos se 

utilizan para el tratamiento del cáncer de pulmón, entre otros. Lo que se observa con 
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esto es que se están proporcionando linfocitos de sangre periférica y que se estén 

eliminando PD-1 de las células T, por CRISPR/Cas9 (esto se realiza ex vivo). Una 

vez realizado esto, se seleccionan los linfocitos editados, se replican y se vuelven a 

introducir al paciente del que se ha obtenido (Tianzuo et al., 2018) (Figura 8). 

 

Figura 8. CRISPR/Cas9 como herramienta terapéutica. Se muestra uno de los primeros ensayos 

clínicos que utilizan un knockout ex vivo CRISPR/cas9: Se extraen linfocitos de sangre periférica del 

paciente con un tumor (A) y se realiza un knockout mediado por CRISPR/Cas9 del gen del punto de 

control inmunitario PD1 en Células T (B–C). Las células T knockout para PD1 se expanden ex vivo y 

luego se vuelven a transfundir al paciente (D), donde se supone que inducen una respuesta 

inmunológica contra las células tumorales (Tomado de: Tianzuo et al., 2018) 

5.3 Mejora vegetal 

5.3.1. Fitomejoramiento en agricultura y biotecnología vegetal 

El sistema CRISPR/Cas9 se utiliza para generar mutantes knockout mediante la 

edición de un solo gen. El desarrollo y la ventaja de los editores de bases ha 

ampliado el alcance de la edición del genoma mediante la introducción de 

sustituciones de bases sin necesidad de ADN donante (Nadakuduti et al., 2018; Choi 

et al., 2021).  

Las mejoras de los sistemas CRISPR/Cas han permitido mejorar la productividad de 

las plantas o poder desarrollar otras características. Un objetivo que se tiene con 

esto es poder inducir reordenamientos cromosómicos específicos como inversiones 
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o translocaciones con la finalidad de generar líneas diploides autocompatibles y 

generar knockoputs usando CRISPR/Cas9 (Enciso-Rodriguez et al., 2019). La 

opción de usar la herramienta CRISPR/Cas y la estrategia de edición general 

depende de algunos factores, como el tipo de célula, el entorno celular, la forma del 

agente, el método de administración, cada uno impone diferentes restricciones y 

diferentes propensiones a eventos de modificación del genoma no deseados 

(Anzalone et al., 2020). El uso de CRISPR/Cas9 in vivo e in vitro se ha descrito para 

la mejora de cultivos a través de la mejora nutricional y la producción de plantas 

tolerantes al estrés biótico y abiótico. 

La edición del genoma dirigida lo que ha conseguido es aumentar la productividad 

(aumento del tamaño del grano, el peso, el número, el contenido de proteínas, etc, 

de los cultivos de arroz, trigo, arroz y maíz) (Miao et al., 20013; Shan et al., 2024; 

Zhang et al., 2018; Ma et al., 2015). Los cultivos modificados que usan el sistema 

CRISPR/Cas tienen como objetivo reducir los niveles de glicoalcaloides esteroideos 

tóxicos, mejorando así el color de las frutas y verduras para así hacerlas más 

atractivas. Las modificaciones llevaron a un aumento en los niveles de amilosa, 

almidón, grasas buenas (ácido oleico), mejoras en las fragancias, una disminución 

en proteínas de gluten y ácidos grasos insaturados, etc (Jiang Et al., 2017; Sánchez 

León et al., 2018; Aznar-Moreno et al., 2017; Sun et al., 2017).  

El estrés en las plantas produce una reducción significativa en la producción de los 

cultivos agrícolas. Esto ha llevado a inducir mutaciones a algunos cultivos para 

poder protegerlos del estrés tanto biótico como abiótico (Shan et al., 2013; Klap et 

al., 2017; Lu et al 2018).  

Por ejemplo, la zanahoria es un cultivo con gran importancia económica. Las 

zanahorias se pueden agrupar en dos grupos según su pigmentación: grupos 

carotenos u occidental y grupos antocianinas u oriental. Los cultivos de zanahoria 

morada son ricos en antocianinas mientras que los cultivos de zanahoria naranja, 

amarilla y roja acumulan carotenoides (Xu et al., 2017). Estos carotenoides y 

antocianinas proporcionan varios beneficios para la salud de las personas. Algunas 

investigaciones informaron sobre la pérdida de la función del gen F3H (mediada por 

CRISPR/Cas9) que es fundamental para la biosíntesis de las antocianinas. Se 

estudiaron algunas variantes de optimización de codones de los genes SpCas9 y 

demostraron que AteCas9 (plásmido AteCas9) tiene alta eficiencia para producir 

mutaciones en las células de la zanahoria. Una vez inactivado el gen F3H se 
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observa que se produce decoloración, pero no se generan plantas transgénicas 

(Lino et al., 2018) 

5.3.2. Industria alimentaria 

La ingeniería del genoma de microorganismos usando la tecnología de CRISPR/Cas 

se lleva a cabo por varias investigaciones cuyo fin es mejorar el metabolismo celular 

y la producción de metabolitos celulares importantes (Jakočiūnas et al., 2016). Un 

ejemplo de vía metabólica es la del mevalonato que es la encargada de la 

producción del colesterol y de los monoterpenos, que son importantes industrias 

farmacéuticas y cosméticas tanto tradicionales como modernas. La edición del 

genoma (edición de genes nativos o introducción de vías multienzimáticas 

heterólogas para poder vincular transformaciones posteriores a marcadores 

individuales seleccionables) en la levadura lo que hace es aumentar el mevalonato 

en más de 41 veces si lo comparamos con cepas que no estén editadas (Jakočiūnas 

et al., 2015). También se usó el sistema CRISPR/Cas para integrar la vía sintética 

del β-caroteno en el genoma Escherichia coli, y para la modificación de las vías 

metabólicas centrales y del fosfato metileritritol para la sobreproducción del β-

caroteno (Li et al., 2015). 

CRISPR no solo edita el genoma de los organismos para la producción de 

metabolitos, también elimina los contaminantes que se forman durante el proceso de 

formación de éstos (Liu et al., 2020). La tecnología de CRISPR ha mostrado altas 

respuestas en la mejora de cultivos, pero aún este ámbito esta por explorar.  

5.4. Diseño de genomas bacterianos 

El sistema CRISPR/Cas9 se ha usado en diversas células bacterianas, mediante a 

la utilización de sus herramientas de manipulación genética para la expresión de 

Cas9 y gRNA, como por ejemplo en Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, 

Escherichia coli o Streptomyces. 

5.4.1. Bacillus 

Como ya se sabe los bacilos tienen una gran capacidad para sintetizar diversas 

proteínas y productos bioquímicos. Por ejemplo, en Bacilus subtilis, aplicaron el 

sistema CRIPSR/Cas9 de tipo II para editar su genoma usando un sistema con un 

único plásmido el cual tenía el origen de replicación pUC (sitio de multiclonado: lugar 

donde hay muchas dianas para enzimas de restricción que solo cortan una vez) y el 

origen de replicación sensible a la temperatura pE194. (Altenbuchner et al., 2016). 

Este sistema produjo deleciones generando mutaciones genéticas en B. subtilis. 
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Para poder tener una selección eficiente de células con genoma editado, 

CRISPR/Cas se expresó en un plásmido que tenía un origen de replicación sensible 

a la temperatura, lo cual es muy útil porque en este caso B. subtilis también tiene un 

origen de replicación que es sensible a la temperatura. Este sistema va a permitir la 

eliminación de genes que están regulados por la temperatura (Mougiakos et al., 

2017). Además, el sistema mostró que la eliminación de genes multiplexados (genes 

que pueden activar las funciones de varios genes a la vez) tuvo una eficiencia del 

11,6% y la eliminación de fragmentos de ADN grandes tuvo una eficiencia del 79%. 

La inserción de genes también tuvo una gran eficiencia (76,5%) (Li et al., 2018). 

5.4.2. Clostridium 

Las cepas de Clostridium son bacilos anaerobios, gram positivos y formadores de 

esporas. Provocan diversas respuestas patógenas como diarrea, también producen 

diversas toxinas como la toxina A (TcdA), la toxina B (TcdB) y la toxina botulínica (Di 

Bella et al., 2016; Bartlett et al., 2008; Rossi et al., 2014). En relación con las toxinas 

que producen, se dice que la toxina de C. butilinum es el veneno fetal biológico más 

potente que paraliza los músculos; aun así, es la toxina que más se usa en la 

actualidad en cirugía estética y en algunos ámbitos terapéuticos como trastornos 

musculares y dolor de cabeza (Pirazzini et al., 2017).  

En los últimos años hay muchas demandas en las aplicaciones de clostridium, por lo 

que han tenido que desarrollar tecnologías para la manipulación del genoma para la 

aplicación industrial de las diferentes especies de Clostridium. El sistema 

CRISPR/Cas9 se aplicó por primera vez en clostridios solventogénicos, teniendo así 

una gran importancia en la industria para la producción de biocombustibles y 

bioquímicos como sería la acetona, el butanol y el etanol (Pidot et al., 2014; Wang et 

al., 2011). Tiene una baja eficiencia de recombinación homóloga, pero al usar el 

sistema CRISPR/Cas9 permitió la eliminación de genes, incluso de fragmentos 

grandes de genes de su cromosoma; también permitió la integración y la 

modificación de un solo nucleótido con alta eficiencia (Wang et al., 2016; Wang et 

al., 2015).  

5.4.3. Escherichia coli 

E. coli es una de las cepas con mayor importancia en la industria para la producción 

de diversos productos bioquímicos y biocombustibles (ácidos grasos, aminoácidos, 

poliésteres, etc) (Yim et al., 2011; Yang et al., 2018; Rude et al., 2009; Xu et al., 

2013; Zang et al., 2008; Xu et al., 2011). Los modelos usados con E. coli son los 
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más representativos para el desarrollo de nuevas herramientas de CRISPR/Cas y 

tener mayor eficiencia (casi del 100%) en edición genómica (eliminación e inserción 

de genes) (Jiang et al., 2013). 

Por ejemplo, el β-caroteno es un pigmento de color rojo anaranjado que pertenece a 

la familia de los isoprenoides y que se usa en la industria farmacéutica. Para poder 

mejorar la producción de este pigmento se hicieron deleciones y sobreexpresiones 

de genes con la ayuda de CRISPR/Cas9. Como consecuencia, a partir de glucosa 

como fuente de carbono se produjo β-caroteno (Li et al., 2015; Ajikumar et al., 2010). 

5.4.4. Corynebacterium 

Las corinebacterias son bacterias Gram-positivas con un alto contenido en G:C 

genómico y son muy útiles para la producción de biomateriales. Por ejemplo, C. 

glutamicum es la cepa más desarrollada para la producción industrial de 

aminoácidos, no tienen endotoxinas, además tienen actividad mínima de proteasas y 

tienen un sistema de secreción de proteínas eficiente (Peng et al., 2017; Srivastava 

et al., 2005).Se consiguió manipular el genoma basándose en el sistema 

CRISPR/Cas9 de tipo II para lograr la eliminaciones de genes, para mutaciones 

puntuales y para realizar inserciones en el genoma de C. glutamicum con una gran 

eficiencia (hasta el 100%). Se realizó una regulación génica basada en CRISPRi en 

C. glutamicum para la producción de aminoácidos (Lindner et al., 2013). 

5.4.5. Streptomyces 

Los estreptomicetos son el género más grande de Actinobacteria, son bacterias 

Gram-positivas, son abundantes en el suelo y producen diversos metabolitos 

secundarios que son importantes en la industria y en clínica (Berdy et al., 2005; Bibb 

et al., 2005). Los metabolitos secundarios más representativos son los antibióticos 

como la vancomicina, los herbicidas como la fosfinotricina, los quimioterapéuticos 

como la daunoarubicina y los inmunosupresores como la rapamicina. 

Para poder identificar, caracterizar y producir estos metabolitos secundarios es 

necesario tener herramientas de manipulación genéticas eficientes; el problema está 

en que las herramientas genéticas actuales son insatisfactorias con respecto a su 

eficiencia, esto llevo a que se genera un cuello de botella para la ingeniería 

metabólica sistemática de las cepas de Estreptomicetos (Cobb et al., 2015). 

Se usó un método de edición del genoma basado en CRISPR/Cas9 para varias 

cepas de Streptomyces (Cobb et al., 2015). Usando Cas9 construyeron un plásmido 

que albergaba dos sgRNA (ARN guía) y dos plantillas de edición para la 
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recombinación homóloga. Este sistema demostró que las regiones genómicas 

específicas de diversos tamaños se pueden eliminar con una eficiencia de hasta el 

100%. Se desarrolló un sistema CRISPR/Cas9 muy eficiente para la eliminación de 

genes, para el reemplazo de genes y para el control reversible de la expresión 

génica. Además, la aplicación de CRISPR/Cas9 con una plantilla de recombinación 

homóloga produjo una eliminación precisa de genes llevando consigo una eficiencia 

de inserción del 90-100%. 

Para la identificación de productos naturales, en farmacéutica a partir de cepas de 

Estreptomicetes se investigaron los grupos de genes biosintéticos (BGC). Se diseñó 

un sistema modelo para poder desencadenar la producción de metabolitos mediante 

la activación de los BGC sobre la base del reemplazo del promotor. Se insertaron 

promotores fuertes y constitutivos aguas arriba usando CRISPR/Cas9.  

Por tanto, varias aplicaciones de ingeniería genética de Streptomyces basadas en 

los sistemas CRISPR/Cas9 pueden llegar a mejorar significativamente la extracción 

de sustancias químicas con gran importancia en la industria y en farmacéutica. 

6. TÉCNICAS DERIVADAS DE CRISPR 

Las pantallas de eliminación (CRISPRn), inhibición (CRISPRi) y activación 

(CRISPRa) de CRISPR del genoma han identificado genes esenciales en células 

cancerígenas, genes que están involucrados en la respuesta de inhibidores de 

algunas moléculas pequeñas, etc. Estas pantallas CRISPR para el crecimiento o 

supervivencia celular han tenido bastante éxito, aunque se están optimizando más 

para tener fenotipos más complejos. A continuación, se hace una comparación de 

los efectos, el mecanismo y de la diana de las diferentes pantallas (Tabla 2): 

TIPO EFECTO MECANISMO DIANA 

CRISPRn 

(CRISPR 

nucleasa) 

 

knockout Deleción o 

inserción que causa 

una mutación 

Cualquier región 

del genoma que 

tenga PAM 

CRISPRi 

(CRISPR 

inhibidor) 

Knockout Interferencia en la 

transcripción 

Sitios de iniciación 

de la transcripción 

y que tengan PAM 
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CRISPRa 

(CRISPR 

activador) 

activación Activación de la 

transcripción 

Sitios de iniciación 

de la transcripción 

y que tengan PAM 

Tabla 2. Comparación de técnicas derivadas de CRISPR (Elaboración propia) 

CRISPRn (“CRISPR nucleasa”): Cas9 y sgRNA actúan en un sitio concreto hasta 

que se elimina ese sitio, por lo que pueden generar fenotipos de inactivación 

homocigóticos con una alta frecuencia en las células. Dependen del cambio de 

marco de secuencias para poder generar knockouts, esto lleva a que se afecte a la 

pauta de lectura de las secuencias (Wang et al., 2015; Muñoz et al., 2016; Aguirre et 

al., 2016). 

CRISPRi (“CRISPR inhibidor”): no se basan en el cambio de marco de lectura y 

ofrecen algunas ventajas sobre CRISPRn desde el punto de vista del descubrimiento 

de fármacos, ya que la eliminación de la expresión génica lo que hace es imitar los 

efectos de un inhibidor (Mandegar et al., 2016). Es una herramienta muy útil para 

eliminar la expresión génica de manera transitoria o constitutiva sin producir 

alteración en el gen objetivo. Puede bloquear flujos metabólicos que vayan a 

subproductos y aumentar el flujo que va hacia los productos que se están buscando. 

Puede determinar la dirección en la que se transportan los productos, esto es 

posible por una inhibición de la actividad del transportador.  También pueden 

identificar las contribuciones que tienen las transcripciones que surgen de diferentes 

sitios de inicio de la transcripción (TSS). Por ejemplo, CRISPRi se usó para mejorar 

la producción de flavonoides por un ajuste de algunas vías metabólicas (glucólisis, 

síntesis de los ácidos grasos, etc) (Wu et al., 2015). 

CRISPRa (“CRISPR activador”): evalúa objetivos genéticos que lleva a obtener 

fenotipos determinados debido a su sobreexpresión (Gilbert et al., 2014; Konermann 

et al., 2015). Cuando se estimula la expresión de un locus, CRISPRa puede activar 

la expresión de algunas variantes de transcritos. CRISPRa no tendría efecto si el 

gen objetivo tiene mutaciones con pérdida de función o que falte en la línea celular 

de interés. Hay una técnica para poder detectar a CRISPRa, ésta es la activación de 

genes que están altamente reprimidos. Aunque para hacer esto se han tenido que 

desarrollar algunas variedades de sistemas CRISPRa que puedan reclutar los 

dominios de activación transcripcional múltiples para aumentar la potencia de la 

activación génica (Gilbert et al., 2014; Konermann et al., 2015). 

7. LIMITACIONES Y PROBLEMAS ÉTICOS DE CRISPR/CAS 
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Una limitación que se le presenta a los sistemas CRISPR/Cas es la producción de 

efectos fuera del objetivo en las células huésped. La principal razón detrás de los 

efectos que se produzcan fuera de lo que es el objetivo principal es el no poder 

reconocer las secuencias que se buscan por parte de la secuencia protoespaciadora 

a lo largo del sgRNA (Cho et al., 2014). Elegir secuencias específicas en el genoma 

y optimizar el sgRNA y Cas9 puede reducir las mutaciones fuera del objetivo de la 

endonucleasa guiada por ARN. La introducción de sgRNA y Cas9 a la célula 

huésped representa un desafío constante para la comunidad científica. Los 

científicos han optado por la utilización de plásmidos o virus para que esto sea 

posible y no presente tantas complicaciones (Cho et al., 2014). 

Otro de los temas que más se han discutido relacionados con los sistemas CRISPR 

es la edición del genoma humano. El poder modificar el ADN humano genera 

muchos debates en ética y derecho. Hay tres problemas principales por los que se 

generan estos debates:  

A: El riesgo y la incertidumbre de la tecnología y su aplicación. 

B: La modificación de la línea germinal humana y la responsabilidad hacia las 

generaciones futuras. 

C: La legitimación de las medidas de edición del genoma humano con respecto a los 

conceptos de terapia y mejora. 

La introducción de los sistemas CRISPR/Cas ha acelerado los esfuerzos para 

encontrar soluciones adecuadas a otros problemas asociados con otras técnicas de 

edición del genoma. La suposición de riesgo que podría haber asociado con la 

edición del genoma humano llevaron a restringir o prohibir sus aplicaciones en 

humanos. Comenzaron a generarse críticas hacia los científicos que usaban estos 

sistemas de edición genética argumentando que se creían Dios, o que jugaban a ser 

Dios con esto. En aspectos económicos también llega a ser un tema de debate. Los 

escépticos temen que CRISPR-Cas se convierta en una tecnología beneficiosa solo 

para los ricos. Suponían que la sociedad del futuro se iba a dividir en dos grupos, 

uno sería el de los ricos y sanos, y el otro grupo sería el de los pobres y enfermos 

(Schleidgen et al., 2020; Furtado et al., 2019; Locke et al., 2020).  

La limitación o miedo más temible asociado con el sistema CRISPR-Cas es el 

desarrollo de la guerra biológica. La edición de genes puede modificar 

genéticamente las bacterias y los virus para que se utilicen en ataques biológicos 

contra humanos o para causar daños generalizados a los cultivos (DiEuliis et 
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al.,2017; DiEuliis et al., 2018). Las aplicaciones potenciales de la tecnología de 

edición de genes surgen de la ciencia y la tecnología CRISPR, lo que genera serias 

preocupaciones sobre la bioseguridad como un "arma de doble filo". Las posibles 

amenazas de bioseguridad de las ediciones de genes mediadas por CRISPR 

incluyen la creación de nuevas neurotoxinas/neuroarmas; de virulencia aumentada; 

de novopatógenos humanos y vegetales; mayor tolerancia humana para los 

soldados contra la guerra biológica y química; y bioagentes que causan 

enfermedades humanas, degradación, discapacidad y letalidad (West RM et 

al.,2020; Ayanoğlu FB et al., 2020).  

8. CONCLUSIÓN 

Los sistemas CRISPR/Cas son sistemas que han revolucionado el campo de la 

biología y abriendo una nueva dimensión en el campo de la ingeniería genética y en 

la edición específica de nucleótidos dentro de un gen que esté defectuoso. La gran 

eficacia y la amplitud de las herramientas que usa para editar una gran cantidad de 

genes encontraron funciones y rasgos importantes en diversas aplicaciones como en 

terapia génica, mejoras vegetales, etc.  

Los sistemas CRISPR/Cas brindan muchos beneficios y engloban una amplia gama 

de campos de la ciencia y tecnología. Es una herramienta de edición genética de 

alta precisión que nos permite ir mejorando nuestra calidad de vida. Aunque sigue 

habiendo polémicas en cuanto a su uso y tiene algunas limitaciones. 
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