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MANUAL de MÓDULO II BIOINGENIERÍA MOLECULAR y CELULAR 

 

En este módulo práctico se abordarán distintas metodologías que forman parte de una estrategia de edición genómica 

basada en el sistema CRISPR-Cas9. A lo largo del módulo se utilizarán los distintos componentes recombinantes del 

sistema para diseñar, generar y evaluar herramientas de edición genómica. Como modelo experimental se utilizará una 

línea celular humana inmortalizada que expresa de forma estable la proteína fluorescente mCherry. Durante el práctico 

se generarán mutantes de pérdida de función de la proteína fluorescente mCherry. La disrupción de este gen produce 

la pérdida de fluorescencia roja, lo que permite su detección mediante microscopía óptica y/o citometría de flujo. 

 

Cronograma de actividades organizado en cuatro secciones: 

I. Herramientas de análisis y diseño de ácidos nucleicos para la edición mediante CRISPR-Cas9 

II. Síntesis, análisis y purificación de ácidos nucleicos 

III. Expresión, purificación y análisis de proteínas recombinantes 

IV. Evaluación de actividad de nucleasa in vitro y edición genómica en células 

 

 

 

 

Objetivos de la Sección I 

• Diseñar ARN guía (sgRNA) para edición genómica. 

• Evaluar eficiencia y especificidad de sgRNA utilizando herramientas bioinformáticas. 

• Diseñar oligonucleótidos para generar moldes de transcripción in vitro. 

• Diseñar primers para evaluar eventos de edición. 

• Diseñar oligonucleótidos donantes (donor) para edición dirigida mediante HDR. 
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Sección I 

 

Herramientas de análisis y diseño de ácidos nucleicos para la edición mediante CRISPR-Cas9. 

 

CRISPR-Cas9 es un sistema de defensa bacteriano adaptado para la edición genómica. En su versión 

utilizada en biotecnología, el sistema consta principalmente de: 

 

• una proteína nucleasa Cas9 

• un ARN guía (sgRNA) que dirige la nucleasa hacia el ADN objetivo 

 

Cuando el complejo Cas9-sgRNA reconoce una secuencia complementaria en el ADN, la nucleasa genera 

un corte de doble hebra (Double Strand Break, DSB). La reparación de este corte por los mecanismos 

celulares permite introducir mutaciones o modificaciones específicas en el genoma. 

 

La edición del genoma basada en CRISPR/Cas en cualquier aplicación biológica requiere la identificación y 

evaluación de sitios blanco genómicos adecuados. Entre las principales consideraciones para el diseño de 

un ARN guía (sgRNA) se incluyen la evaluación de posibles sitios de edición fuera del blanco deseado (off-

target), la predicción de la eficiencia de reconocimiento del sitio blanco (on-target) y el tipo de 

mutación/cambio que se busca generar. El diseño manual de sgRNAs considerando simultáneamente todos 

estos parámetros resulta bastante complejo. Por este motivo se han desarrollado herramientas 

computacionales que automatizan este proceso y permiten diseñar sgRNAs. Esto se puede hacer para 

regiones específicas o hasta bibliotecas a escala de genoma completo. Estas herramientas facilitan las 

distintas etapas del proceso de diseño. 

 

En este práctico realizaremos el paso a paso para el diseño de sgRNAs utilizando la herramienta web 

CRISPOR (http://crispor.tefor.net/), ampliamente utilizada para el diseño de sgRNAs individuales. 

Adicionalmente, el sitio CRISPR RGEN Tools (http://www.rgenome.net/) ofrece múltiples herramientas 

complementarias para el diseño y la evaluación de sgRNAs.  

 

En la Sección 1 del práctico realizaremos el diseño de sgRNAs capaces de dirigir un corte de doble hebra 

(en inglés, double-strand break, DSB) en las regiones de interés de los genes seleccionados. 

 

Materiales: 

 

● Computadora con conexión a Internet. 

● Programas de edición de ácidos nucleicos: ApE (A plasmid Editor) o Serial Cloner (ambos de uso 

libre) 

● Navegador web (por ejemplo: Chrome, Firefox, etc). 

● Editor de texto (por ejemplo: Notepad++). 

 

 

Parte 1 

 

El diseño de ARN guía (sgRNAs) se realizará utilizando la plataforma web CRISPOR (http://crispor.tefor.net/, 

Concordet & Haeussler, 2018). CRISPOR es una herramienta que asiste en el diseño de estrategias de 

edición mediante CRISPR-Cas, evaluando posibles sgRNAs capaces de dirigir un corte en el ADN en un gen 

o región genómica de interés. 

 

El software identifica regiones candidatas para el diseño de sgRNAs en función de la presencia de 

secuencias PAM (Protospacer Adjacent Motif) reconocidas específicamente por la nucleasa Cas9 

seleccionada. Las nucleasas Cas9 requieren la presencia de una secuencia corta denominada PAM 
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(Protospacer Adjacent Motif) inmediatamente adyacente al sitio de reconocimiento del sgRNA. La secuencia 

PAM depende de la variante de Cas9 utilizada. 

 

En el navegador web de su preferencia, dirigirse al sitio: 

http://crispor.tefor.net/ 

 

 
Figura 1. Portada de la página web del programa CRISPOR. 

 

1. Ingresar en el programa CRISPOR la secuencia de ADN que se desea editar (ver recuadro STEP1, 

Figura 1). En este caso: la secuencia de interés para realiza el diseño de sgRNAs ingresar la 

secuencia de ADN correspondiente al gen mCherry (711 nt) que no está presente en el genoma 

humano. 

 

 
 

2. Seleccionar el genoma del organismo en el cual se realizará la edición Homo sapiens (ver recuadro 

STEP2, Figura 1). Este paso es fundamental ya que permite evaluar posibles off-targets en el genoma 

humano (sitios de edición no deseados). 

 

3. Seleccionar la nucleasa que se va a utilizar y por lo tanto, la correspondiente secuencia PAM de la 

proteína Cas9. En este caso, SaCas9 (21bp-NNG(A/G)(A/G)T - Staphylococcus aureus Cas9), su 

secuencia PAM es 5’-NNGRRT-3’ (N = A,C,G,T; R = A,G) (ver recuadro STEP3, Figura 1 y 2).   
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Figura 2. Portada de la página web del programa CRISPOR con la selección de parámetros para el diseño de sgRNAs. 

 

 

4. Una vez completamos los pasos anteriores ejecutamos el análisis presionando el botón Submit. El 

programa CRISPOR generará una lista de posibles sgRNAs candidatos ordenados según: 

• Especificidad 

• Eficiencia predicha 

• Número de posibles off-targets  

 

Ver Figuras 3 y 4. 

 

 
Figura 3. Imagen de los resultados obtenidos luego de ejecutar el programa CRISPOR. Los colores verde, amarillo y rojo indican especificidad alta, 

media y baja del sgRNA. 

 

 

 

Figura 4. Imagen de los sgRNAs predichos clasificados según la puntuación de especificidad según los parámetros establecidos en Hsu et al., 

Nat Biot 2013. 

 

5. Seleccionar un sgRNA considerando los parámetros mencionados. Discutir en clase las ventajas y 

desventajas de las distintas opciones. 

 

6. Una vez seleccionado el sgRNA, procedemos al diseño de oligonucleótidos para la generación del 

molde de ADN que permitirá la producir el sgRNA mediante transcripción in vitro (IVT) ver Figuras 5 

y 6.  
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Figura 5. Imagen de los contenidos ofrecidos una vez que se selecciona un sgRNA. Secuencia de los oligonucleótidos para construir el molde de 

ADN para la transcripción in vitro del sgRNA con el promotor T7. 

 

La transcripción in vitro es un método que permite sintetizar ARN a partir de un molde de ADN utilizando una ARN 

polimerasa. En este práctico se utilizará la ARN polimerasa T7, que reconoce el promotor: T7 promoter. 

El molde de ADN que vamos a diseñar incluirá: promotor T7, secuencia guía y secuencia scaffold del sgRNA (Figura 

6). 

 

 
 

Figura 6. Esquema de la complementariedad de los dos oligonucleótidos de ADN utilizados para la síntesis in vitro del sgRNA. Cada una de las 

dos rectángulos representa una hebra de ADN, es decir, un oligonucleótido. El oligonucleótido directo contiene en su extremo 5’ la secuencia del 

promotor T7 (en azul), la secuencia complementaria del sgRNA y en su extremo 3’ una región solapante con el extremo 3’ del oligo reverso. El 

oligonucleótido reverso contiene la secuencia del scaffold para la SaCas9 (Bassett et al., 2013). 

 

7. Los oligonucleotidos de ADN solapantes serán enviados a una compañía de síntesis de 

oligonucleótidos para su síntesis (ejemplo: Macrogen, https://dna.macrogen.com/). Evaluar las 

secuencias obtenidas por CRISPOR y verificar la capacidad de las mismas para la generación de un 

molde de ADN apto para la transcripción in vitro (IVT). Estos oligonucleótidos deben hibridar y se 

extienden mediante PCR para generar el molde de transcripción. 

 

 
 

Figura 7. Secuencia de los oligonucleótidos de ADN para construir el molde de la transcripción in vitro del sgRNA. Se puede preparar un molde 

para la síntesis in vitro del sgRNA con ARN polimerasa T7 mediante hibridación y extensión de cebadores obtenidos. 

 

 

https://dna.macrogen.com/
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Figura 8. Esquema del proceso de extensión de oligonucleótidos de ADN solapantes para preparar el molde para la transcripción in vitro (IVT) del 

sgRNA.  

 

 

8. Repetir el procedimiento de diseño utilizando como objetivo el gen BAX del genoma humano. 

Comparar los resultados obtenidos con los del gen mCherry y discutir: diferencias en off-targets, 

número de sgRNA disponibles, posibles limitaciones y dificultades extra del diseño. 

 

 

 

Parte 2 
 

9. Diseño de primers/cebadores para evaluar la edición mediante amplificación de la región genómica 

alrededor del sitio de corte, ver Figura 9. Estos primers se utilizarán posteriormente para evaluar si 

ocurrió edición en el gen. Discutir como realizar el diseño y que alternativas son posibles. 

 

 
Figura 9. Imagen de los contenidos ofrecidos una vez que se selecciona un sgRNA. Primers/cebadores para amplificar la región genómica alrededor 

del sitio de corte. 
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10. Para evaluar la efectividad y especificidad de los primers/cebadores diseñados, realizar el análisis in-

silico utilizando la herramienta online UCSC In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) o  

Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi). 

 

11. Cargar los primers/cebadores diseñados en las ventanas “Forward primer” y “Reverse primer” 

(Figura 10) o “Primer Parameters” (Figura 11) y seleccionar el genoma. Evaluar y discutir la 

especificidad y tamaño del fragmento amplificado. 

 

 
 

Figura 10. Imagen de portada de la página web del programa In-Silico PCR. 

 

 

 

Figura 11. Imagen de portada de la página web del programa Primer-BLAST. 

 

 

Además de generar mutaciones por reparación imprecisa del ADN, el sistema CRISPR también permite introducir 

modificaciones específicas mediante reparación dirigida por homología (HDR). Edición dirigida mediante 

oligonucleótidos donor. 

 

12. Discutir aspectos acerca de la elaboración de un “Donor” (oligonucleótido de ADN donante) para la 

edición dirigida de CRISPR. Evaluar ventajas, desventajas y consideraciones a tener en cuenta en la 

elaboración de un oligonucleótido de ADN donante. 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
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Figura 12. Esquema de estrategias de diseño de oligonucleótidos de ADN “donor” para evitar un nuevo corte de CRISPR-Cas9 luego de la edición 

mediada por HDR. Extraído de https://horizondiscovery.com/. 

 

13. Elaborar un molde de ADN “Donor” (oligonucleótido de ADN donante) para utilizar en la edición de 

dirigida mediante HDR para el gen de mCherry. 

 

14. Discutir y diseñar el inserto a colocar en el oligonucleótido donante para que provoque la terminación 

del producto del gen de mCherry y la incorporación de un sitio de corte de enzima de restricción 

único. 

 

15. Incluir en el diseño regiones de homología con el genoma (brazos de homología) 70nt río arriba del 

PAM y 40nt río abajo de la secuencia blanco del sgRNA. Discutir acerca de la función de los brazos 

de homología y sus características. 

 

16. Discutir y definir como evaluar su correcta incorporación/edición en el genoma. 

 

17. Diseñar los oligonucleótidos de ADN solapantes para la generación del “Donor” que serán 

enviados a una compañía de síntesis de oligonucleótidos (ejemplo: Macrogen, 

https://dna.macrogen.com/). 

 

18. Diseñar primers/cebadores para amplificar el sitio de edición de mCherry y comprobar el estado de 

la edición del mismo. 

 

19. Explore otras herramientas web disponibles para el diseño de guías (sgRNAs) y secuencias donor, 

ejemplos: 

 

• Diseño de sgRNAs: https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-calculation-tools/crispr-

design-tool  

 

• Diseño de donor para edición genómica: https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-

calculation-tools/edit-r-hdr-donor-designer 

 

 

 

https://dna.macrogen.com/
https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-calculation-tools/crispr-design-tool
https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-calculation-tools/crispr-design-tool
https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-calculation-tools/edit-r-hdr-donor-designer
https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-calculation-tools/edit-r-hdr-donor-designer

