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Resumen 

 

      El sistema CRISPR-Cas nos ha proporcionado una oportunidad excepcional para desarrollar 

una enseñanza más aplicada y actual en Microbiología y Biología molecular y además mentalizar a 

los estudiantes de cómo la ciencia, llamada básica, es indispensable para desarrollar 

posteriormente una ciencia aplicada. 

Hemos completado el plan de trabajo en todos sus puntos. Para ello se diseñó un recurso en Studium 

(ID2017_69) que se puso a disposición de los estudiantes (como actividad de Seminarios evaluable) 

en la asignatura Diversidad Microbiana del tercer curso del Grado en Biología. Un total de 185 

matriculados, distribuidos en dos grupos de Teoría y cuatro de Seminarios. La participación ha sido 

masiva y entusiasta y creemos haber alcanzado todos los objetivos propuestos. 

      En este proyecto hemos llevado a cabo una primera aproximación más teórica y virtual al 

sistema que, dado que consideramos ha dado los resultados esperados, podría dar paso a un segundo 

proyecto más práctico. Según las propias opiniones de los estudiantes, utilizando el recurso han 

adquirido unas bases teóricas sólidas sobre el sistema CRISPR-Cas que les han capacitado para 

utilizar de manera fluida las herramientas proporcionadas para el diseño e interpretación de los 

experimentos. Se consideran asimismo capacitados para profundizar en el autoaprendizaje y la 

formación continua en esta tecnología. 
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Cumplimiento del Plan de Trabajo Propuesto 

 

1 y 2) La primera fase se desarrolló fundamentalmente durante el primer cuatrimestre del curso 

2017-18, antes del comienzo de la asignatura Diversidad Microbiana. Se recopiló, analizó y estudió 

toda la bibliografía pertinente y se elaboraron los tutoriales, descritos mas adelante, que más tarde 

servirían de guía en la realización de actividades. Se creó una Unidad de Equipo en Google Drive 

para que los tres integrantes del proyecto pudieran subir, compartir y editar los materiales que se 

iban creando. Todos estos materiales, más los vídeos y textos introductorios correspondientes se 

incorporaron al curso de Studium ID2017_69 Edición Génica mediante el sistema CRISPR-Cas cuya 

estructura se resume a continuación. Los tutoriales se incluyen al final del informe a modo de 

apéndices. 

 

 

https://moodle2.usal.es/course/view.php?id=13475
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https://moodle2.usal.es/mod/resource/view.php?id=684806
https://moodle2.usal.es/mod/resource/view.php?id=682126


4 

 

 

 

https://moodle2.usal.es/mod/resource/view.php?id=681763
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3) Antes de dar acceso al primer tutorial en Studium, (Marzo) se abrió un cuestionario para evaluar 

los conocimientos previos sobre el tema de los estudiantes. Se les insistió en no buscar información 

para contestarlo. El contenido del cuestionario se muestra a continuación, aunque los resultados se 

incluirán más adelante en una comparativa con los obtenidos tras completar el curso. 
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4) Tras cerrar el cuestionario inicial se impartieron cuatro seminarios introductorios presenciales 

(uno a cada grupo de 45 alumnos) se hizo visible el recurso en Studium y se publicitó entre los 

estudiantes para su acceso y consulta entre Marzo y Junio. Los profesores estimularon 

constantemente a la participación a través del Foro correspondiente, respondiendo allí mismo o por 

correo electrónico a las dudas o consultas que iban surgiendo. 

 

5) Se modificó el cuestionario inicial descrito en el punto 3 (incluyendo apartados más complejos) 

para evaluar la eficacia del aprendizaje de los estudiantes. Puede consultarse el Cuestionario 

Final en el apartado de apéndices. 
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Los resultados obtenidos fueron muy estimulantes, tanto por el aumento de participación 

observado (55 a 77% de los alumnos matriculados), como por el grado de consecución de objetivos, 

puesto de manifiesto por la espectacular mejora constatada (Mediana de calificación alrededor de 5/10 

en el inicial frente a 9,5/10 en el final). Se analizan a continuación en cuatro gráficos comparativos. 

 

  

  

 

6) Una vez finalizados los exámenes y entregadas las calificaciones, se elaboró y aplicó una encuesta 

configurable de Studium para recoger las opiniones de los alumnos y utilizarla en la mejora del recurso. 
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Los resultados de la encuesta se muestran y analizan a continuación. Las preguntas 1 a 4 evalúan el 

planteamiento temporal del curso y su dificultad para los estudiantes. 
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Conclusiones:  

Aunque únicamente 30 estudiantes respondieron a la encuesta final (de un total de 185 

matriculados) se pueden extraer algunas conclusiones de sus respuestas y sugerencias. Más del 80% de 

los estudiantes que utilizaron el curso lo encuentran interesante, fácil de seguir y, aunque reconocen 

que les lleva trabajo, creen que es asumible (Preg. 1, 2 y 4). Un 46% creen que se debiera comenzar 

antes la actividad para disponer de más tiempo (Preg. 3).  

El 84% opinan que el contenido del curso está bien organizado (Preg. 5), un 37% estima que se 

podrían hacer cambios aunque no sugieren cuales. Los estudiantes dicen utilizar todos los recursos, 

aunque no todos en la misma medida ni con la misma utilidad. (Preg. 6 y 7) Los más consultados y útiles 

son los cuestionarios, en especial el final y el Tutorial general introductorio que complementa el 

seminario teórico. Hay una correlación positiva entre el uso de un recurso y su consideración como útil 

(93,3 y 90% frente a 83,3 y 90% para los dos recursos citados). Por el contrario, no se observa una 

correlación clara entre la utilidad de los Tutoriales para avanzar en el recurso y su utilización efectiva 

(Preg. 8).  

Mas de un 80% considera que se han alcanzado los objetivos 1 y 2 y más del 60% los 3 y 4. 

Finalmente, en el apartado de sugerencias, destaca la petición de empezar antes la actividad 

y reforzarla con al menos otro seminario presencial. También se deduce que habría que incrementar 

el numero o mejorar la calidad de los tutoriales. Asimismo es de destacar la retroalimentación positiva 

a los Profesores, agradeciéndoles la iniciativa y el esfuerzo empleado en la elaboración y seguimiento 

del recurso. 

 

 

 

 

 

 

APÉNDICES 

 

1.- Tutorial PDF: ¿Qué es CRISPR-Cas y como se usa para editar genomas? 

 

2.- Tutorial PDF: Cómo Localizar la secuencia de un gen determinado. 

 

3.- Tutorial PDF: Uso de la WEB CHOP-CHOP para el diseño de sgRNAs 

 

4.- PDF: Cuestionario Final 

 



El sistema CRISPR/Cas:  
Sistema Inmunológico de Bacterias y Arqueas  

y sus Aplicaciones   



1.  De forma casual, en las proximidades del gen “iap” se identifica un fragmento de DNA  
“inusual” consistente en repeticiones palindrómica cortas, flanqueadas por fragmentos 
únicos de DNA, “espaciadores”, de significado desconocido. 

iap 



Francisco J. Martínez Mojica  
Universidad de Alicante  

Investigadores Españoles identifican secuencias CRISPR  



2. Identificación del mismo tipo de “fragmentos de DNA” en muchas otras Bacterias y Arqueas  

3. Identificación de genes CAS (CRISPR-associated genes) adyacentes a dicho locus    
(Jansen et al.,2002 Mol Microbiol 43:1565-75)  

Enzimas Endonucleasas 

Locus CRISPR  
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)



Referencias: 
- Bolotin et al. (2005) Microbiology 151:2551-2561 
- Pourcel et al. (2005) Microbiology 151:653-663 
- Mojica et al. (2005) Journal Mol. Evol. 60:174-182 

4. Las secuencias de los espaciadores en el locus CRISPR son secuencias 
similares a FAGOS o PLÁSMIDOS  

5. Se sugiere que CRISPR puede mediar INMUNIDAD frente a la infección  
con agentes extra cromosomales   



Streptococcus termophilus

6. Se confirma que tras la infección con fagos, las bacterias adquieren  
secuencias derivadas del fago (nuevos espaciadores) y ello  

les confiere “inmunidad” frente a una nueva infección por el fago  

Streptococcus termophilus

Fago 858  Fago 2972  

Infección  Infección  

Muchas bacterias muertas y 9 MUTANTES



Espaciadores 

Repeticiones  

Streptococcus termophilus

6. Se confirma que tras la infección con fagos, las bacterias adquieren  
secuencias derivadas del fago (nuevos espaciadores) y ello  

les confiere “inmunidad” frente a una nueva infección por el fago  



Estructura y Función del Sistema CRISPR-Cas  

(Adaptado de Sorek et al., Nat Rev. Microbiology 2008)  

Cleavage 



(Terns and terns 2014)  

PAM: protospacer adjacent motif  

crRNA: CRISPR RNA  

crRNP: crRNA + Cas 

Tras la infección por un fago, algunas bacterias adquieren secuencias derivadas  
del fago (espaciadores) y ello les confiere “inmunidad/protección” frente  

a nuevas infecciones por el mismo fago  



(Deveau et al. 2010)  

Tras la infección por un fago, algunas bacterias adquieren secuencias derivadas  
del fago (espaciadores) y ello les confiere “inmunidad/protección” frente  

a nuevas infecciones por el mismo fago  

PAM: protospacer adjacent motif  



Tipos de sistemas CRISPR/Cas  

(van der Oost et al., Nat Rev. 2014)  



(Charpentier and Doudna, Nat. News and Views 2013)  

Manipulación génica “a la carta” (silenciar o eliminar genes,  
corregir mutaciones, insertar nuevas secuencias, etiquetar genes/proteínas……)  

Silenciar genes 
Editar genes  



Emmanuelle Charpentier
(Univ. Umea, Suecia)

      Jennifer Doudna
(Univ. California, Berkeley) 

 pCFJ127 
Plásmido 

 GFP(1-5)sgRNAs 

 Cas9  

 Sal I(enzima restricción)   

 + 

 + 

 + 



Vías de reparación de los cortes de doble cadena del DNA 
 en células eucariotas  

* (Sistemas de reparación de roturas de doble cadena del DNA en la célula)  

 DNA 

   Corte en un sitio  
concreto del genoma 

 (Homologous  
Recombination)  * 

 (Non Homologous End Joining) * DNA donador 

CRISPR-Cas 

             Reparación No precisa 
   (Tendente a mutaciones, Ins.-Del.)               Reparación exacta  

(Permite la inserción de secuencias)  



 Plásmidos con el sistema CRISPR/Cas9  

Secuencia específica 

genes: 

Plásmidos con múltiples RNAs guías 



El sistema CRISPR/Cas y sus Aplicaciones 
(en Biología, Biotecnología, Biomedicina….)   



 Construcción de cepas bacterianas de interés industrial  
Resistentes a fagos patógenos  

El locus CRISPR de una cepa industrial  
se modifica insertándole espaciadores 
específicos para sus potenciales fagos  
patógenos 

(Industria láctea, industria del vino, industria farmacéutica, procesamiento de residuos……..)  

(Adaptado de Sorek et al., Nat Rev. Microbiology 2008)  

Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 



(Hynes et al., Nature 2014)  

(Restriction-modification system) 



  Utilización de bacteriófagos que introducen un sistema CRISPR/Cas9  
  con secuencias “spacer” frente a genes de virulencia y/o esenciales 
  de la bacteria patógena 

La nucleasa Cas9 se dirige a los genes de la bacteria  

Tratamiento de bacterias patógenas resistentes a antibióticos 
(Métodos basados en modificaciones del sistema CRISPR/Cas)  

Silenciamiento de genes de virulencia bacterianos  

L.A. Marraffini.  
The Rockefeller University  

Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 



Silenciamiento de genes bacterianos  

Utilización de Bacteriófagos que introducen un Sistema CRISPR/Cas9  
con secuencias “spacers” frente a genes de resistencia a antibióticos  
que posee el patógeno  

La nucleasa Cas9 se dirige a los genes de resistencia,  
           que en este caso están en plásmidos  

Tratamiento de bacterias patógenas resistentes a antibióticos 
(Métodos basados en modificaciones del sistema CRISPR/Cas)  

Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 



Silenciamiento de genes en cualquier organismo  

Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 



Eliminar zonas genómicas concretas. Corregir mutaciones. 

RNA guía  RNA guía  

CRISPR/Cas  

Terapia génica humana 
Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 



Eliminación de genes virales latentes en el genoma humano
Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 



Terapia génica humana 
Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 

Prevenir y curar muchas enfermedades: 
 

 - Cáncer 
 

 - SIDA 
 

 - Hepatitis 
 

 - Infecciones víricas 
 

 - Diabetes 
 

 - Distrofia muscular 
 

 - Autismo 
 

 - Medicina regenerativa 
 

 - etc, etc 



Terapia génica humana 

El futuro de la Ingeniería Genética basada 
en el sistema CRISPR-Cas 

Mejoras en Agricultura, Ganadería, Industría….  

       Aplicaciones Biotecnológicas

etc, etc, etc, 



Identificación de genes diana de drogas 

Aplicaciones/Logros del sistema CRISPR-Cas 

Cultivos tolerantes a estrés  

       Biología sintética: Diseño de rutas metabólicas  

Control en la maduración de frutos  

Mosquitos que no transmiten Malaria  

Ganado con más masa corporal   

etc, etc, etc   



Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas 

Legislación  
Consideraciones éticas 



Primero: Localización de la secuencia que queremos editar, para ello ir por ejemplo a UCSC Genome 
Browser 
 

 
 

 
Seleccionar la pestaña Mirrors>Third party mirrors (nos desplazamos al servidor europeo) 
 

 
 

 
Clikar el servidor europeo y seleccionar pestaña Genomes. Por defecto sale el genoma humano más 
actualizado que es el que usaremos.  En la ventana Position/Search term escribimos Tumor protein p53 
y Clik en  GO 
 



 
 

Encontramos muchas coincidencias. Vamos a seleccionar la segunda línea que corresponde solo a 
p53 y no a proteínas que interaccionan con ella como la mayoría de las encontradas. Click 
 

 
Nos da el mapa de exones/intrones de todas las variantes descritas, debajo sus niveles de 
expresión en diferentes tejidos y otras características.  

 
Click en Zoom out 10X para ver todo el gen con todos sus exones e intrones 



 

 
 

Haciendo Click, por ejemplo en la segunda línea obtenemos toda la información sobre esa 
variante, descripción, funciones, número de identificación, expresión en tejidos, estructura 
cristalina, etc.. La revisamos y nos vamos a concentrar en su número de referencia en RefSeq 
RefSeq Summary (NM_001126112) que será el que nos sirva para cargar la secuencia en 
CHOP CHOP 

 
 
Podemos abandonar ahora el UCSC Genome browser y desplazarnos a la web de diseño de 
guías que más nos guste. 
 

 



Primero: Localización de la secuencia que queremos editar, para ello Ir a UCSC Genome Browser 

 
 
Seleccionar la pestaña Mirrors>Third party mirrors (nos desplazamos al servidor europeo) 
 

 
 
Clikar el servidor europeo y seleccionar pestaña Genomes. Por defecto sale el genoma humano más 
actualizado que es el que usaremos.  En la ventana Position/Search term escribimos Tumor protein p53 
y Clik en  GO 

 



Encontramos muchas coincidencias. Vamos a seleccionar la segunda línea que corresponde solo a 
p53 y no a proteínas que interaccionan con ella como la mayoría de las encontradas. Click 

 
Nos da el mapa de exones/intrones de todas las variantes descritas, debajo sus niveles de 
expresión en diferentes tejidos y otras características.  

 
Click en Zoom out 10X para ver todo el gen con todos sus exones e intrones 
 

 
 



Haciendo Click, por ejemplo en la segunda línea obtenemos toda la información sobre esa 
variante, descripción, funciones, número de identificación, expresión en tejidos, estructura 
cristalina, etc.. La revisamos y nos vamos a concentrar en su número de referencia en RefSeq 
RefSeq Summary (NM_001126112) que será el que nos sirva para cargar la secuencia en 
CHOP CHOP 

 
 
Podemos abandonar ahora el UCSC Genome browser y desplazarnos a la web de CHOP CHOP 
http://chopchop.cbu.uib.no/index.php. Alli  en la ventana Target copiaremos el número 
identificativo de p53, seleccionaremos Homo Sapiens (la misma versión que usamos en UCSC) 
en la ventana IN y seleccionaremos por ejemplo CRISPRCas9 en la ventana USING. 

 
Cuando hagamos Click en Find Target Sites obtendremos el diseño de todas las posibles guias 
en todos los intrones posibles 

 

 

  

http://chopchop.cbu.uib.no/index.php
http://chopchop.cbu.uib.no/index.php


 
 
Debajo una tabla con las secuencias de todas las guias, ordenadas primero por las que no tienen 
OFF Targets (cortes no desados) y luego por la eficiencia prevista de corte en orden descendente. 
También la posición en cromosoma, la hebra codificante, el % de GC y la posibilidad de 
autoanillamientos. 
Haciendo Click en la primera fila de la tabla, nos da los detalles correspondientes.  

 
 
La secuencia de la Guía con su secuencia PAM.  Las enzimas de restricción que cortan en esa zona 
por si queremos comprobar el corte de esa forma y los posibles Primers a usar si la comprobación la 
queremos hacer por PCR. En la tabla de abajo los datos correspondientes a este último análisis. 
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