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Edicion gendmica en levadura por CRISPR/Cas9

Intrduccion

En la ultima decada la tecnologia de edicion gendmica CRISPR/Cas9 ha cobrado
relevancia por su amplio potencial en la investigacion cientifica y en su aplicacion en
diferentes areas que van desde la biotecnologia, la agricultura hasta el desarrollo de
farmcos personalizados. Desarrollada por Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna
(Ganadoras del Premio Nobel de Quimica 2020), esta tecnologia se caracteriza por su
capacidad para editar el genoma de practicamente cualquier organismo de manera
precisa, dirigida y programable. Este sistema esta constituido por dos elementos
(Figura1): Una guia de RNA (gRNA) y una nucleasa Cas9, que al unirse forman un complejo
que escanea el genoma en busca de una secuencia de tres bases llamada PAM (5" NGG).
Una vez encontrada esta secuencia, si un extremo de 20 bases ( sequencia spacer) de la
gRNA hibrida con 20 bases del DNA blanco (secuencia protospacer), Cas 9 cortara
adyacentemente al sitio PAM. Por lo cual, el elemento que determina el sitio de corte en
el genomay que por ende el elemento que podemos programar es la gRNA.
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https://eng.bioneer.com/c-life-science/service/crispr.html

Figura 1- Complejo gRNA-Cas9

En esta practica utilizaras la tecnologia CRISPR-Cas9 para editar el genoma de la levadura
del pan (Saccharomyces cerevisiae), con el objetivo de modficar la ruta de biosintesis de la
adenina mediante la inactivacion de un gen llamado ADE2, el cual codifica para una enzima
involucrada en la sintesis de esta purina (Figura 2). La inactivacion sera efectuada por la
ruptura de la doble cadena en la region del gen ADE2, corte mediado por la nucleasa Cas9,



lo que llevara a la acumulacion de un intermediario de color rojo (AIR : 5-aminoimidazol
ribonucleotido) de la ruta de biosintesis de la adenina, observandose colonias de color
rojo (fenotipo). Aquellas celulas que NO fueron editadas, formaran colonias de color
blanco.
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Figura 2.- Ruta de biosisntesis de la adenina. En presencia de una proteina funcional
Ade2 las colonias resultantes despliegan un color blanco, mientras que en aquellas en
donde la proteina Ade2 carece de actividad, se formaran colonias rojas debido a la
acumulacion del pigmento en la vacuola.
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