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Resumen

Desde principios de la década pasada en la que
se cre6 como herramienta para editar genomas
el sistema CRISPR/Cas, la comunidad cientifica
se dio cuenta de los alcances que podria tener
esta poderosa metodologia. Con el paso de los
afios ésta se ha hecho mucho mas robusta y
se han generado una serie de herramientas
colaterales, en muchos casos adaptadas para
cada organismo, de tal forma que su uso se esta
volviendo rutinario en cualquier laboratorio de
Biologia Molecular. Por lo tanto, el premio Nobel
a Emmanuelle Charpentier y a Jennifer Doudna,
que participaron de manera importante en el
desarrollo de esta metodologia, era esperado.
En este articulo se describe cudles fueron los
descubrimientos clave que se dieron para poder
usar este conocimiento en el desarrollo de la que
es, probablemente, la herramienta molecular mas
importante desde el desarrollo de la Ingenieria
Genética, y también, como es que funciona para
editar genomas y algunas otras aplicaciones.
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Abstract

Since the beginning of the last decade, when the
CRISPR / Cas system was created as a tool to edit
genomes, the scientific community realized the
importance of this powerful methodology. Over
the years it has become much more robust and
a series of collateral tools have been generated,
in many cases adapted for each organism, in
such a way that it is becoming routinely used
in any Molecular Biology laboratory. Therefore,
the Nobel Prize to Emmanuelle Charpentier
and Jennifer Doudna, who participated in an
important way in the development of this
methodology was expected. This article describes
the key discoveries that were made in order to
use this knowledge in the development of what
is probably the most important molecular tool
since the development of Genetic Engineering
and also how it works to edit genomes as well as
some other applications.
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| premio Nobel de Quimica en el 2020 fue otorgado a las investigadoras Emmanuelle

Charpentier del Instituto Max Planck en Biologia de las Infecciones y a Jennifer

Doudna de la Universidad de Berkeley y del Howard Hughes Medical Institute, por
su aportacién en el desarrollo de la herramienta de genética molecular conocida cémo
CRISPR/Cas. El dar un premio Nobel a la creacién de esta poderosa herramienta era
altamente esperado y no fue una sorpresa. Esto es porque el contar con el sistema CRISPR/
Cas ha generado una gran cantidad de posibilidades para editar el genoma de cualquier
organismo de una manera precisa, elegante, y en general no tan complicada, como lo
detallaré mas adelante. Sin embargo, en la comunidad existia una gran curiosidad sobre
quiénes serian las galardonadas y/o galardonados. Esto debido a que, como en muchas
otras ocasiones en las que se ha entregado el premio Nobel en un descubrimiento o
desarrollo especifico, este se debe a la contribucién de varios investigadores que aportaron
informacion que se puede considerar de igual relevancia. De cualquier forma, el premio a
Charpentier y a Doudna es merecido, pero una buena parte de la comunidad en Genética y
Biologia Molecular considera que bien podria haber otro galardonado mas.

Para que el lector tenga una vision clara de cémo funciona esta poderosa herramienta
y qué podemos hacer con ella, es importante conocer qué descubrimientos fueron hechos
por diferentes grupos de investigacion para finalmente desarrollar un protocolo para editar
genomas. Para esto, se describe en forma resumida la cronologia de los descubrimientos
mas importantes que llevaron a proponer el sistema CRISPR/Cas, y después, como se puede
editar un gen o grupos de genes.

Breve historia de la generacion del sistema CRISPR/Cas para editar genomas.

A finales de los afios 80s del siglo pasado, un grupo japonés que estudiaba un gen de
Escherichia coli observo, al final de este gen, la presencia de una secuencia de ADN con
secuencia repetidas directas de 29 pares de bases que tienen, entre cada una de estas
repeticiones, una secuencia de 32 pares de bases. Estas secuencias de 32 pares de bases,
llamadas espaciadoras, que se encuentran entre los 29 pares de bases repetidos, son
diversas, es decir, cada una es diferente (Figura 1). Pasaron varios afios para que los bidlogos
moleculares de bacterias se dieran cuenta que este tipo de organizacién esta presente en
muchas especies de bacterias y sobre todo en las arqueas. El primero fue Francisco Juan
Martinez Mojica en Alicante, Espafia (Mojicaetal,2000; Mojicaetal.,2005). Mojicajunto con
Ruth Jansen nombraron a estas secuencias repetidas “repeticiones palindrémicas cortas,
regularmente espaciadas, agrupadas”, que en inglés es “Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats”, abreviado CRISPR. Un poco tiempo después, en el 2002, se
demostro que estas secuencias de ADN repetido se transcriben y son parte de un sistema
en el que se expresan también una serie de genes que se encuentran muy conservados en
algunas bacterias y que forman un operdn. A estos genes relacionados a los CRISPRs se les
llamé “CRISPR-associated (Cas) genes” o “genes asociados a CRISPR” en espaiol (Haft et al,
2005). Los genes Cas codifican para varias proteinas que forman un complejo en el que una
de ellas es una endonucleasa (Figura 1), es decir, una enzima que corta al ADN.

Un descubrimiento que fue un parteaguas en esta historia fue el del grupo de Mojica,
que encontré en el 2005 que las secuencias espaciadoras entre las repetidas directas
del CRISPR tenfan homologia con fragmentos de ADN codificados por fagos (virus) que
infectan a la bacteria correspondiente, asi como de algunos plasmidos (Mojica et al. 2005).
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Esto sugirié que el sistema CRISPR/Cas es parte de la respuesta inmune adaptativa de
las bacterias como defensa a las infecciones por fagos y de transferencia horizontal por
plasmidos. En otras palabras, secuencias del genoma de fagos y plasmidos pueden ser
incorporadas al genoma de la bacteria en fragmentos de 32 pares de bases dentro de la
region CRISPR, y esto sirve para que, de alguna forma, estas secuencias interfieran con el
ciclo de vida de estos virus bacterianos (Figural). Un poco antes, Alexander Bolotin del
Instituto Nacional para la Investigacion en Agricultura de Francia, habia encontrado que la
bacteria Streptococcus thermophilus, codifica para una endonucleasa mas grande, a la cual
le puso Cas9 y que actua sola, no formando un complejo con otras proteinas para funcionar.
En la actualidad la Cas9 que se usa mas es la de Streptococcus pyogenes. Bolotin también
encontré algo muy importante, se dio cuenta de que la secuencia que esta contenida dentro
del fragmento CRISPR en los fragmentos que tienen homologia con ADN de fagos, todas
comparten una secuencia al final de este, o sea, en el 3’de esta secuencia. Esta pequeia
secuencia es: 5'-NGG-3” en donde N es cualquiera de los cuatro nucledtidos en el ADN. A
esta secuencia la nombraron “proto-spacer adjacent motif” o PAM (Bolotin et al., 2005).

En el 2008 el grupo de John van der Oost, de la universidad de Wageningen en
Holanda, encontr6 que el tramo de ADN que contiene la region CRISPR se transcribe y
se procesa por la ARNasa III de las bacterias, formandose moléculas pequefias de ARN
que contienen un segmento de la secuencia repetida directa y una de las secuencias
espaciadoras que tienen homologia con fagos (Brouns et al.,, 2008). A estos ARNs les puso el
nombre de “CRISPR ARNs o crARNs”. En otras palabras, el segmento de ADN en el genoma
de las bacterias que contiene a las repetidas directas que comparten la misma secuencia
y que tienen secuencias de fagos o plasmidos entre estas, se expresa en las bacterias. De
forma interesante, a finales del 2008, dos investigadores de North Western University en
[llinois, Luciano Marrafini y Erik Sontheimer, demostraron que el blanco de los crARNs es
el ADN (Marraffini, and Sontheimer, 2008). Un tiempo después, se reporto que la enzima
Cas9 corta directamente el ADN, dirigida por un crARN. Esto fue demostrado por el grupo
de Sylvain Moineau de la Universidad de Laval en Canada. En el mismo trabajo también
encontraron que la Cas9 no necesita de otras proteinas, como otros tipos de Cas de otras
bacterias que forman un complejo de varias proteinas. También encontraron que la Cas9
cortajusto tres nucleoétidos hacia arriba de la secuencia PAM (que es 5-NGG-3" parala Cas9)
(Garneau, J.E. et al,, 2010). A partir de este punto es cuando aparece en escena Emmanuelle
Charpentier. Charpentier descubrid que, al lado del gen de la Cas9, se transcribe, en el otro
sentido, un ARN pequeiio en el que parte de la secuencia de este es complementaria a la
secuencia de la repetida directa presente en CRISPR (Deltcheva, et al, 2011) (Figural).
Ademas, también encontrd que este ARN se aparea con en crARN, formandose un ARN de
doble cadena que es reconocido por la Cas9, y que es a este complejo de los dos ARNs y la
Cas9 lo que reconoce el blanco en el DNA del fago y del plasmido. Charpentier llamé a este
ARN pequeio “trans-activating-CRISPR-RNA” conocido ahora como “tracrARN” (Figura 1).

A partir de toda la informacion anterior y de forma subita, los bidlogos moleculares
tuvieron enfrente de ellos una nueva caja de herramientas para manipular al ADN. La légica
de esto fue qué: si el crARN es capaz de reconocer cualquier secuencia de ADN de manera
especifica, entonces, tal vez, se podria dirigir a la endonucleasa Cas9 a cualquier lugar del
genoma, hacer un corte y generar una mutacién. Por otro lado, ya que somos capaces de
expresar cualquier segmento de ADN de cualquier organismo dentro de cualquier otro,
utilizando técnicas de ingenieria genética, tal vez podriamos hacer mutaciones dirigidas



http://dx.doi.org/10.22201/fq.18708404e.2021.3.79714

FiGura 1. Sistema CRISPR/
Cas9 de inmunidad
adquirida en Streptococcus
thermophilus. En general,
diferentes fagos pueden
infectar a esta bacteria, a
los cuales la bacteria puede
ser resistente activando su
sistema CRISPR/Cas9. Las
Cas9 mas utilizada como
herramienta es la de esta
bacteria.
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con una alta precision en el genoma de cualquier célula usando un crARN, el tracrARN y la
Cas9. Las preguntas obvias fueron ;puede el crARN reconocer secuencias de ADN que no
sean tipicas de fagos y plasmidos? ;podra este sistema de respuesta inmune adaptativa de
una bacteria en particular funcionar en otras bacterias o arqueas y también en eucariontes?
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En el 2011 Virginijus Siksnys, del Instituto de Biotecnologia de la Universidad de
Vilnius, en Lituania, publicé en la revista Nucleic Acids Research que los componentes
crARN, el tracrARN y Cas9 de S. thermophilus funcionan en Escherichia coli (Sapranauskas
et al, 2011). Este experimento demostré que estos 3 componentes (Cas9, tracerRNA
y el crRNA) pueden funcionar en una bacteria diferente de la que proceden, y lo mas
importante es que también demostré que con estos tres componentes es suficiente para
cortar el ADN invasor a la bacteria, ya sea de fagos o de plasmidos. Un afio mas tarde, en
una publicacién que aparecié en el Procedings of the National Academy of Sciences de los
Estados Unidos, el mismo grupo fue capaz de reproducir el mecanismo de corte especifico
de una secuencia blanco por el crARN in vitro, teniendo todos los componentes producidos
en E. coli, y asi, determinaron el mecanismo de cémo el sistema CRISPR/Cas9 reconoce la
secuencia blanco, y qué regiones de la enzima son importantes para realizar este corte.
También, encontraron que el crARN solo necesita 20 nucle6tidos continuos de homologia
con la secuencia blanco para llevar al complejo CRISPR/Cas9 a dicha secuencia y realizar
el corte. Asi mismo, demostraron que la Cas9 tiene dos dominios de corte, uno que corta la
cadena de ADN que no hibrida con el crARN, y otra que corta exactamente la otra cadena en
el mismo par de bases. También corroboraron que el corte ocurre tres pares de bases antes
de la secuencia PAM en el ADN que es blanco del crARN, y que la secuencia PAM es esencial
para que Cas9 corte. Al final del articulo sugieren que este sistema podria ser utilizado para
generar mutaciones dirigidas en otros organismos (Gasiunas et al., 2012).
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FIGURA 2. Mecanismos
generales por medio del
cual se pueden usar el
sistema CRISPR/Cas9
para editar genomas.
El corte por la Cas9

en un lugar especifico
del genoma hace que
los mecanismos de
reparacion por dafio

a ADN entren en
accion, y esto media
los cambios deseados,
ya sean diferentes
tipos de mutaciones

o la substitucién de
una region del genoma
por otra disefiada por
el investigador. Para
detalles ver el texto.
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Practicamente al mismo tiempo, Charpentier, ahora en colaboraciéon con Jennifer
Doudna de la Universidad de Berkeley en California, publicaron en la revista Science
exactamente los mismos resultados que el grupo de Lituania. En su articulo en Science,
ademas mostraron que si unian el tracrARN en el extremo 3’de crARN y formaban una
molécula de ARN hibrida, esta funcionaba tan bien como tenerlas separadas (Jinek et al,
2012). Esto fue muy importante porque simplificaba el sistema CRISPR/Cas9 de tres a dos
componentes, lo que ha sido muy conveniente para su posterior uso como herramienta
molecular. Otro aspecto importante es que mostraron que el blanco puede ser cualquier
secuencia de ADN, no importa su origen y, al igual que los lituanos propusieron, que
CRISPR/Cas9 puede ser utilizado para generar mutantes en regiones especificas en
cualquier genoma (Figura 2).
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Feng Zhang, del Broad Institute en el MIT y Harvard, asi como George Church, también
de Harvard, publicaron en el 2013, también en Science, articulos independientes en los que
muestran que generando crARNSs (ahora se conocen como ARNs guia), que llevan una secuencia
complementaria de genes especificos en células humanas, e introduciéndolos en células junto
con la Cas9, se pueden generar mutaciones especificas contra estos genes con una eficiencia
muy alta para ese momento, que fue entre el 10 y 25% (en la actualidad se pueden obtener
eficiencias de mas del 80%, esto dependiendo del tipo celular). También mostraron que esta
nueva y poderosa herramienta podia ser utilizada para hacer tamices genéticos, mutando al
mismo tiempo la cantidad de genes que el investigador desee (Cong et al, 2013; Mali et al,
2013). La principal importancia de este trabajo es que mostré que el sistema CRISP/Cas9
funcionaba en células de humano, y si esto trabajaba bien en el humano, se podia predecir que
funcionaria en cualquier organismo: animal, planta, levadura o lo que fuera.
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Después de esta breve resefia de la generacién del sistema CRISPR/Cas9 como la
poderosa herramienta que tenemos hoy, vemos que fue a partir de la contribucién de
muchos grupos de investigacion en diferentes partes del planeta, todas igual de relevantes,
que se lleg6 a esta nueva metodologia para editar genomas. De hecho, es muy conocida la
disputa por la patente sobre el uso del sistema CRISPR/Cas9 para editar genomas entre
Charpentier y Doudna contra Zhang y Church, ala que se le conoci6 cémo el pleito Berkeley
vs MIT/Harvard. Al final ganaron la patente los grupos del MIT y Harvard, y aunque la
disputa sigue, realmente fueron Zhang y Church los primeros que editaron genes en una
célula y dieron paso a la aplicaciéon de esta metodologia en otros organismos. Por otro
lado, la contribucion del lituano Virginijus Siksnys es equivalente a la de Charpentier y
Doudna, solo que el articulo de ellas salié publicado un mes antes, aunque Siksnys envié a
publicar su trabajo antes que las actuales premio Nobel. Finalmente, todo esto empezé a
partir del trabajo pionero de Francisco Mojica, que a mi parecer era el candidato mas obvio
para obtener el Nobel. De cualquier manera, ahora contamos con una herramienta muy
poderosa para modificar el genoma de cualquier organismo y que se esta volviendo rutina
en grupos alrededor del planeta.

Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas9

La principal utilidad que ha tenido el sistema CRISPR/Cas9 ha sido la generacién de
mutaciones y ediciones en lugares especificos en el genoma. Sin embargo, también se puede
utilizar para sobre activar la expresion de un gen o para silenciarlo. Asi mismo, también a
partir de esto se han desarrollado sistemas muy eficientes de diagnostico molecular. En
esta seccidn se describe el mecanismo de cdmo opera esta herramienta.

El sistema CRISPR/Cas9, funciona en parte tan bien porque durante la evoluciéon se
seleccionaron mecanismos de reparacién del ADN que estan presentes en todos los seres
vivos y, en general, funcionan igual en todos ellos, dependiendo del tipo de dafo. Usando
ARNs guias (gARNs) especificos para editar una region del genoma podemos enviar a la
Cas9 a cortar la doble hélice. Como se ha mencionado, esta enzima hace cortes en un sitio
especifico en las dos cadenas del ADN. Cuando esto ocurre en una célula, tanto procarionte
como eucarionte, se activa un mecanismo de reparacion para volver a pegar el cromosoma que
ha sido cortado. La célula eucarionte posee dos mecanismos para reparar esta afectacion en
al ADN. Uno es el “Unién de los Extremos No Homologos” que en inglés es “Non Homologous
End Joining” (NHE]). El otro mecanismo es el de “Reparacién Directa por Homologia” o
HDR, en inglés. De los dos mecanismos, el NHE] es el que entra en accién primero y lo que
hace es pegar las dos cadenas resultantes del corte en el mismo sitio de este. Sin embargo,
para el infortunio de la célula, pero para la fortuna de los biélogos moleculares, cuando este
mecanismo vuelve a pegar las dos cadenas de ADN se pueden generar deleciones (perdida
de algunos pares de bases), o inserciones (adiciéon de bases no codificadas en esa region),
conocidas como INDELS. Por lo tanto, en el sitio en el genoma en el que el sistema CRISPR/
Cas9 corta, genera mutaciones. Si por ejemplo, dirigimos un ARN guia a la regién cercana
al inicio de la traduccién de un gen que codifica para una proteina, el que se inserten o se
pierdan bases puede generar un cambio en la fase de lectura del ARN mensajero y, por lo
tanto, que se produzca una proteina aberrante, o lo que es mas comun, que la nueva fase
de lectura sitde un codén de término de la traduccién de la proteina y solo se produzca un
péptido truncado sin ninguna funcién (Figura 2). De esta forma, con el sistema CRISPR/Cas9
podemos realizar una mutacion en el lugar que nos plazca en cualquier genoma.
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Sin embargo, el generar inserciones o deleciones de pares de bases no es lo Unico
que podemos hacer con el CRISPR/Cas9. Resulta que el otro sistema de reparacién del
rompimiento de la doble hélice del ADN que involucra recombinacién homologa, también
nos es muy util para editar genomas. Durante la reparacidn de un cromosoma que ha sido
roto enambas cadenas de ADN puede haber reparacion de estamolécula por recombinacion,
si hay otro cromosoma homologo dentro de la célula. En este mecanismo de reparacién
hay un intercambio de cadenas de ADN entre los cromosomas homologos alrededor del
sitio de ruptura, de tal manera que el resultado es el juntar de nuevo las dos cadenas
rotas, pero ahora con las cadenas homologas presentes en el otro cromosoma (Figura 2).
Este mecanismo de reparacion es muy eficiente y casi siempre no genera mutaciones, de
hecho, es parte del mecanismo de recombinacién genética entre cromosomas durante la
meiosis. Este mecanismo de reparacion se puede dar por lo menos en células que poseen
dos pares de cada cromosoma, o sea, que sean diploides. Pero, si este mecanismo no
genera mutaciones al reparar el ADN, ;para qué nos sirve utilizando el sistema CRISPR/
Cas9? Tomando ventaja de este mecanismo de reparaciéon que esta presente en todos los
eucariontes podemos introducir, al mismo tiempo que el ARN guia y la Cas9, un fragmento
de doble cadena de ADN, e incluso de cadena sencilla lineal y que contenga regiones de
homologia con la regién que nos interesa en el genoma. Una vez que la Cas9 genera el
corte en el ADN, por medio de recombinacién homologa podemos sustituir un tramo del
cromosoma por el ADN lineal que metimos en la célula. Por ejemplo, si queremos introducir
en un gen cambios especificos en su secuencia, como podria ser cambiar aminoacidos
especificos en la proteina codificada por este gen, usando CRISPR/Cas9 y el segmento de
ADN que queremos substituir directamente en el gen, el sistema de reparacién directa por
homologia de la célula lo puede hacer (Figura 2).

Recientemente se desarrolld6 una nueva aplicaciéon para hacer substituciones
especificas en una regiéon del genoma. Esta se basa en una Cas9 mutante que no corta
completamente la doble hélice del ADN, sino que solo hace una mella. Esta Cas9 esta
fusionada a una transcriptasa reversa que puede copiar el ARN en ADN. Por otro lado, el
ARN guia lleva una secuencia extra complementaria al gen blanco que, al momento del
corte, le sirve como molde a la transcriptasa reversa para copiar el ADN con los cambios
que se quieran hacer (Anzalone et al.,, 2019). Este sistema no se ha probado en diferentes
modelos como para que en este momento veamos su potencial uso rutinario.

El sistema CRISPR/Cas es tan versatil que no solo se puede usar para generar
mutaciones en donde queramos en el organismo directamente, sino también podemos
hacer otras cosas. Un ejemplo muy poderoso es que podemos manipular los niveles de
expresion del gen que queramos en el tipo celular que deseemos. Para esto se utiliza una
Cas9 mutante que no puede cortar al ADN (conocida como “dead Cas9 o dCAs9”), pero
que es capaz de reconocer al ARN guia y, por lo tanto, ser enviada a cualquier lugar en el
genoma. Si a esta dCas9 le fusionamos dominios protéicos que activan la expresion de genes
de manera general, podemos hacer que nuestro gen favorito se active cuando nosotros
queramos. De manera similar, si a la dCas9 le fusionamos una regién de una proteina que
funciona reprimiendo la expresion genética, podemos inactivar a nuestro gen favorito
(Figura3). Asi mismo, también podemos alterar la configuraciéon de los cromosomas
fusionando enzimas a la dCas9 que modifican a los componentes de la cromatina, y lo que
se nos ocurra enviar a cualquier lugar en el genoma (Dominguez et al,, 2016).
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Ficura 3. Utilizacién
del sistema CRISPR/
Cas9 para modular la
expresion de un gen.
Una Cas9 que no corta al
ADN, pero que se puede
dirigir a cualquier sitio
en el genoma usando los
ARN guias adecuados,
puede llevar dominios
que pueden activar la
transcripcién de un gen
o dominios que repriman
su expresion.
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Otra impresionante ediciéon que se puede hacer con el sistema CRISPR/Cas9 es
cambiar una base por otra en el ADN en la region del genoma que nos interese. Para esto
se utiliza una dCas9 fusionada con una desaminasa, que puede hacer cambios de un par de
bases C-G auno T- A, o A-T a G-C, generando mutaciones puntuales en los sitios hacia donde
dirigimos a los ARNs guias sin escisién de ADN de doble hebra (Griinewald et al.,, 2020).

Como se puede apreciar, la versatilidad del sistema CRISPR/Cas9 es asombrosa y nos
permite disefiar ediciones en el lugar que deseemos del genoma de cualquier organismo.
Aun mas, el uso de sistemas similares de ediciéon no solo esta limitado al ADN como
substrato, sino que también al ARN.

Como se menciond anteriormente, ademas de editar el ADN, los sistemas CRISPR-
Cas también pueden editar ARN. Los sistemas como el CRISPR/Cas13 contienen una sola
Proteina Cas13 guiada por ARN con actividad ribonucleasa, que se puede unir a ARN de
cadena sencilla y cortarlo de manera especifica. Este sistema se ha aplicado con éxito en
la eliminacion de ARNs especificos y recientemente en la deteccién de virus de ARN como
el SARS-Cov2 (ver adelante). Este sistema se ha hecho mas fino también, cambiando bases
por medio de la fusiéon de una dCAS13 con una desaminasa (Cox et al., 2017). Para algunas
aplicaciones, este sistema tiene ventajas con respecto al CRISPR/Cas9, ya que los cambios
o la aniquilacién de un ARN no afectan al genoma, es muy eficiente y mas especifico en el
reconocimiento del blanco.

De manera interesante, la Cas13 tiene la capacidad de cortar a otro ARN en otra
region diferente del blanco, una vez que cort6 al ARN al que fue dirigido por el ARN guia.
Basado en que la Cas13 es muy especifica en el corte que hace, se generé un protocolo de
deteccion de acidos nucleicos in vitro basada en la Cas13a al que le pusieron el nombre de
SHERLOCK, por cierto, desarrollado por Feng Zhang (Gootenberg et al., 2017).
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Este sistema consiste en la Cas13a, el ARN guia dirigido a ARN especifico, que puede
ser el genoma del SARS-Cov2, secuencias y reporteros de ARN fluorescentes. El punto
central en esta metodologia es que la Cas13, una vez que corta a su blanco, puede cortar a
otra molécula de ARN que puede estar acoplada a una molécula fluorescente. Por lo tanto,
después de que la proteina Cas13 reconoce y escinde el ARN blanco, que hipotéticamente
serfaladelvirus, cortard el ARN fluorescente y entonces se liberarala sefial de fluorescencia,
la cual es detectada solo cuando la muestra es positiva. Este sistema es igual de sensible
que un RT-PCR, mas rapido y mas barato.

Conclusiones

En resumen, el sistema CRISPR/Cas9 nos permite manipular el genoma de cualquier
organismo de una manera directa, en el lugar que queremos y de una forma altamente
eficiente. Podemos generar las mutaciones de cualquier tipo en cualquier gen o regién del
genoma, podemos cambiar la secuencia de cualquier gen directamente en el organismo
que deseemos, podemos manipular el grado de expresién de un gen y ademas lo podemos
usar como un nuevo método de diagnostico molecular. Ain hay mas aplicaciones que
en este momento se estan desarrollando, que no solo tendran impacto en el desarrollo
del conocimiento basico, sino también en la medicina, la agricultura y la biotecnologia
en general. Por lo tano, el otorgamiento del premio Nobel al desarrollo de esta poderosa
herramienta era algo esperado por la comunidad cientifica. Pasaron solo 8 afios después
de que los articulos que mostraron el mecanismo y utilidad del sistema CRISPR/Cas fueron
publicados, para que el comité Nobel decidiera dar el premio a Charpentier y a Doudna.
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