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Información General

Prácticos presenciales:
 salón 303 de 14 a 17 hs (recuerden traer túnica)

Sección Genómica Funcional
Piso 3 ala norte
Laboratorio 317

Salón 303



Sección Genómica Funcional - 317



Información General del Curso

Sistema de GANANCIA:

a) Características de las evaluaciones:

Exoneración del curso:
Se requerirá la realización y entrega en tiempo de 4 informes individuales (Puntuados entre 0-100%) 
(relativos a las 4 secciones experimentales del curso), los informes deberán individualmente superar el 
25% y el examen será exonerado en el caso de que el promedio de los 4 informes supere el 50%.

Ganancia del derecho a rendir examen final:
Tendrá lugar cuando el promedio de los 4 informes sea mayor al 25% pero menor al 50% (individualmente 
superen el 25%), será catalogado "sin concepto" y habrá aprobado el curso y ganado el derecho a examen.
También se valorará la participación activa, efectiva y predisposición en clase del estudiante que podrá 
sumar un 10% extra del puntaje total, siempre que no supere el 100%.

b) Porcentaje de asistencia requerido para ganar la unidad curricular: Deberán contar con un 75% de 
asistencias a las instancias prácticas presenciales que son 12 en total, por tanto deberán asistir al menos a 9 
instancias.
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Información General

El factor que más influye en el desarrollo del pensamiento crítico no es cuánto 
sabés, sino cuánto te involucrás activamente con la herramienta.
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Temática del Curso

CRISPR (en inglés: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, 

en español: repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 
interespaciadas2 ​)

https://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_ingl%C3%A9s
https://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_espa%C3%B1ol
https://es.wikipedia.org/wiki/CRISPR#cite_note-2


Objetivos y expectativas del Curso

1. Comprender los fundamentos de CRISPR-Cas9: Explorar los mecanismos moleculares que permiten la edición 

genética y su aplicación en biología celular y molecular.

2. Diseñar estrategias de silenciamiento génico: Aprender a seleccionar genes de interés, diseñar guías de ARN 

(sgRNA) y evaluar su eficacia.

3. Implementar metodologías de edición genética en mamíferos: Cultivar células de mamíferos y aplicar 

protocolos experimentales para la introducción del sistema CRISPR-Cas9.

4. Analizar los efectos del silenciamiento génico: Evaluar la eficiencia de la edición mediante técnicas como PCR, 

y análisis de células por citometría de flujo.

Expectativas del Curso

• Desarrollar habilidades prácticas en biología molecular y edición genética.

• Adquirir criterio para diseñar experimentos robustos y reproducibles.

• Aprender a interpretar y comunicar resultados de edición génica.



El sistema CRISPR/Cas y la inmunidad en procariotas

Hille et al. Cell 2018



El sistema CRISPR/Cas y la inmunidad en procariotas

Arroyo-Olarte et al. Microorganisms 2021



El sistema CRISPR/Cas y la inmunidad en procariotas

Jiang et al. Annu. Rev. Biophys. 2017



El sistema CRISPR/Cas y el ARN guía (crRNA y tracrRNA) 

Jinek et al. Science 2012



El sistema CRISPR/Cas y las proteínas efectoras 

Makarova et al. Nature Reviews Microbiology 2020



El sistema CRISPR/Cas componentes básicos

CRISPR/Cas es un mecanismo de defensa en bacterias y arqueas análogo al silenciamiento con ARN interferente 

en eucariotas, que identifica y degrada secuencias de ácidos nucleicos exógenos.

Se compone de dos elementos esenciales: 

• Un ARN proveniente de la secuencia CRISPR, llamado «ARNcr/ARNguía»

• La endonucleasa Cas. 

El ARNcr (guide RNA) es el encargado de dirigir al 
complejo Cas hacia su secuencia complementaria 
(target DNA), donde la misma realizará el corte.

Redman et al. BMJ 2016



El sistema CRISPR/Cas en mamíferos 

Zhan et al. Seminars in Cancer Biology 2019

Non-Homologous End 
Joining (NHEJ) 

Homology Directed 
Repair (HDR) 



El sistema CRISPR/Cas en mamíferos: Aplicaciones? 

Zhan et al. Seminars in Cancer Biology 2019

Non-Homologous End 
Joining (NHEJ) 

Homology Directed 
Repair (HDR) 



Silenciamiento Génico - mCherry

mCherry

mCherry



Silenciamiento Génico – SaCas9

S. aureus CAS9 (SaCas9)

124 kDa

SpCas9      
► 165 kDa



El sistema CRISPR/Cas – diseño de sgRNA (ARN guía)

Redman et al. BMJ 2016

crRNA + tracRNA sgRNA



Complejo CAS9 - sgRNA y ADN target

Redman et al. BMJ 2016



Complejo CAS9 - sgRNA y ADN target

Redman et al. BMJ 2016



Complejo CAS9 - sgRNA + ADN target + DSB



Complejo CAS9 - Consideraciones básicas para el diseño de sgRNAs



Complejo CAS9 - Consideraciones básicas para el diseño de sgRNAs



Complejo CAS9 - Consideraciones básicas para el diseño de sgRNAs

• Knock-out

• sgRNA que se dirige a un sitio cercano al 3’ del ATG de una secuencia de ADN en el primer exón de 

codificante que comparten todas las isoformas. Apuntar a una región o motivo de secuencia del ADN que 

sabemos es fundamental para su expresión.

• Knock-in

• sgRNA que corte lo más cerca posible de la mutación, idealmente dentro de 10 pb. Cuanto mayor sea la 

distancia entre la sgRNA y el sitio blanco de inserción/mutación, menor será la frecuencia de la reparación 

dirigida por homología.



Complejo CAS9 - Herramientas para el diseño de sgRNAs

• CRISPOR – sgRNA design

• CHOPCHOP – sgRNA design

• UCSC genome browser

• BLAST

• IN-SILICO PCR

• PRIMER BLAST

• Vienna RNAfold

• APE – plasmid editor



Complejo CAS9 - Consideraciones básicas para la edición 



Complejo CAS9 - Consideraciones básicas para la edición 



Complejo CAS9 - Consideraciones básicas para la edición 



Complejo CAS9 - Flujo de trabajo experimental para HDR 



Complejo CAS9 - Flujo de trabajo experimental para HDR 



Edición CRISPR/Cas9 de células humanas - componentes



Edición CRISPR/Cas9 de células humanas - componentes



Diseño del Donor (oligonucleótido donante)



Diseño del Donor (oligonucleótido donante)
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Diseño del Donor (oligonucleótido donante)



Diseño del Donor (oligonucleótido donante)



Diseño del Donor (oligonucleótido donante)



Consideraciones básicas para el diseño del Donor



Consideraciones básicas para el diseño del Donor

https://horizondiscovery.com/en/applications/gene-editing



Consideraciones básicas para el diseño del Donor

https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-calculation-tools/edit-r-hdr-donor-designer

HDR Donor Designer



Consideraciones básicas para el diseño del Donor

https://horizondiscovery.com/en/ordering-and-calculation-tools/edit-r-hdr-donor-designer



Consideraciones básicas para el diseño del Donor



Consideraciones básicas para el diseño del Donor
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