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DESCRIPCION GENERAL

El sistema CRISPR-Cas9, cominmente conocido como CRISPR, es una herramienta biotecnoldgica con la que se
pueden inactivar o bloquear genes (también denominado como “knockout”). En esta actividad, los estudiantes
exploran el uso del sistema CRISPR-Cas9 para inactivar genes de algunas mariposas y determinar su funcion.
Primero, los estudiantes aprenden cémo el sistema CRISPR-Cas9 reconoce y modifica una secuencia objetivo en
el ADN. Después, disefian su propio sistema CRISPR-Cas9 para inactivar un gen de una mariposa y analizan el
fenotipo resultante. La actividad incluye una extensién opcional en la que los estudiantes aplican lo aprendido
para determinar la funcién de un gen diferente. Esta actividad puede utilizarse para revisar los conceptos de
apareamiento de bases complementarias, relaciones genotipo-fenotipo y mutaciones.

En la pagina web de este recurso se encuentra informacion adicional relacionada con la pedagogiay la

implementacion, incluida la audiencia sugerida, el tiempo estimado y sus relaciones con el plan de estudios.

CONCEPTOS CLAVE
e El sistema CRISPR-Cas9 puede ser utilizado para inactivar genes especificos en el genoma de un organismo.
e Una hebra de ARN puede unirse a una de ADN mediante el apareamiento de bases complementarias.

e Los cambios en la secuencia de ADN en un exdn de un gen pueden afectar al fenotipo de un organismo.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE PARA EL ESTUDIANTE
e Identificar secuencias de bases complementarias para disefiar una herramienta biotecnoldgica.

e Interpretar la relacidn entre genotipo y fenotipo de un rasgo particular.

CONOCIMIENTO PREVIO

Los estudiantes deben estar familiarizados con:
e el proceso de expresién génica

e |a diferencia entre intrones y exones

e larelacion entre genotipo y fenotipo

e |asreglas de apareamiento de bases de ADN

e |a estructura del ARN

MATERIALES
e copias de la “Hoja de trabajo para el estudiante”

e acceso al Haz clic & aprende CRISPR-Cas9: Mecanismo y aplicaciones

e (opcional) imagenes a color de las “Fotos de mariposas”, que son versiones ampliadas de las Figuras 2—6 de
la “Hoja de trabajo para el estudiante”.

INFORMACION GENERAL

El sistema CRISPR-Cas9 (con frecuencia abreviado como CRISPR) es una tecnologia que le permite a la
comunidad cientifica editar el ADN de una célula y puede utilizarse para inactivar genes, un proceso al que
también se le conoce como “knockout”. Desde que se identificd por primera vez en 2012, el sistema CRISPR ha
generado mucho interés por su notable potencial tanto en la investigacion como en la medicina. Este sistema se
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descubrid por primera vez en bacterias, donde actia como un tipo de sistema inmunitario. La comunidad
cientifica modificé el sistema bacteriano para producir una herramienta biotecnolégica para editar el ADN.

Las tecnologias basadas en CRISPR han sido muy utilizadas en la investigacion y se han aplicado en una gran
variedad de estudios bioldgicos. La tecnologia es relativamente barata, facil de usar y le permite a la comunidad
cientifica formular nuevas preguntas y obtener resultados mas rapidos. El Haz clic & aprende CRISPR-Cas9:
Mecanismo y aplicaciones proporciona mas informacién sobre cdmo funciona el sistema CRISPR y como lo utiliza

la comunidad cientifica.

CONSEJOS DIDACTICOS

e laseccién “Como funciona” del Haz clic & aprende CRISPR-Cas9: Mecanismo y aplicaciones aborda
practicamente la misma informacién que la Parte 1 de esta actividad. Puede ser util que los estudiantes
exploren primero el Haz clic & aprende y después realicen la Parte 1 como repaso.

e Ademas del Haz clic & aprende sobre el sistema CRISPR, esta actividad puede combinarse con otros recursos
de Biolnteractive sobre CRISPR:

o Enlaactividad Elaboracidn de un modelo de CRISPR-Cas9 de papel, los estudiantes construyen y analizan
un modelo de papel del sistema CRISPR. Esta actividad es adecuada tanto para clases de bachillerato

como de nivel universitario.

o Enlaactividad Winging It: Analyizing a Scientific Paper (recurso en inglés), los estudiantes analizan
partes del articulo de investigacion (Zhang et al. 2017) del que forman parte las Figuras 2—4 de la “Hoja
de trabajo para el estudiante”. La actividad Winging It: Analyzing a Scientific Paper es mas adecuada
para una audiencia universitaria.

o ElHaz clic & aprende Dogma central y medicina genética, la hoja de trabajo que acompafia este recurso
y el cortometraje Usando genes como medicinas muestran cémo el sistema CRISPR y otras herramientas
biotecnoldgicas pueden ser empleadas para tratar enfermedades genéticas.

e Para hacer mas eficiente el tiempo de clase, los estudiantes podrian hacer parte de esta actividad como
tarea (por ejemplo, la pregunta del Haz clic & aprende al final de la Parte 3 o la extensidn opcional).

e El archivo PDF “Fotografias de mariposas” contiene versiones ampliadas de las Figuras 2—6 de la “Hoja de
trabajo para el estudiante”. Estas imagenes deben mostrarse a color. Se pueden proyectar en una pantalla si
la impresidn a color no esta disponible. Otra opcién es compartir las imagenes en linea.

e Lainactivacion genética mediante el sistema CRISPR utiliza la union de extremos no homoélogos (NHEJ, por
sus siglas en inglés), que es el principal proceso que utiliza la célula para reparar rupturas del ADN
bicatenario. Los estudiantes tal vez se pregunten cémo CRISPR puede causar mutaciones utilizando este
proceso. Durante la NHEJ, los extremos rotos del ADN se vuelven a unir. Este proceso puede ser propenso a
errores, ya que a veces los nucledtidos se separan de los extremos rotos y la maquinaria de reparacion de la
célula los vuelve a afiadir incorrectamente. Si la NHEJ repara correctamente la secuencia de ADN, la enzima
Cas9 simplemente se unira a la secuencia utilizando el ARN guia y cortara de nuevo el ADN. Aunque la célula
puede seguir reparando el ADN, la enzima Cas9 seguira cortandolo hasta que la célula finalmente afiada los
nucledtidos incorrectos, lo que a menudo hace que el gen pierda su funcidn. Una vez que la secuencia de
ADN tiene los nucleétidos incorrectos, la enzima Cas9 no lo volvera a cortar, porque el ARN guia ya no
coincidira ni se unira al ADN.

CLAVE DE RESPUESTAS
PARTE 1: Uso del sistema CRISPR-Cas9 para inactivar genes
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1. Analiza con tu compaiiero qué significa inactivar un gen y cémo se puede hacer. Anota tus ideas.
Inactivar un gen significa impedir que se exprese como proteina. Las ideas de los estudiantes sobre c6mo
inactivar un gen pueden variar. Pueden sugerir cambiar la secuencia del gen para que ya no produzca una
proteina funcional o utilizar un represor transcripcional o ARN de interferencia para impedir que se
produzca la proteina.

2. ¢Se te ocurren otras formas de averiguar qué hacen los genes? Anota una o dos ideas.
Las respuestas pueden variar, pero podrian incluir ideas como el andlisis de la secuencia de ADN del gen y
la busqueda de genes similares con funciones conocidas en otras especies. Otra opcion seria expresar el
gen en una bacteria para producir una proteina y después analizar su funcion.

3. Lasiguiente parte de una secuencia genética (ADN) contiene multiples secuencias PAM. Identifica seis de
ellas en la hebra superior (5’ a 3’).

5'-GCACGGCGGAGCGGTTCTTGGCAGCGGCCGCACGATCTCGTTGCCGCCGG-3'
3'-CGTGCCGCCTCGCCAAGAACCGTCGCCGGCGTGCTAGAGCAACGGCGGCC-5!

4. A continuacion, se muestra parte de una secuencia de un ARN guia. La seccion subrayada estd disefiada para
gue coincida con una secuencia especifica del ADN objetivo.

5'-GGCGGAGCGGUUCUUGGCAGGUUUUAGAGCUAGAAAUAGC-3'

Revisa nuevamente la secuencia genética. Contiene una secuencia del ADN objetivo que coincide con el ARN
guia anterior. Identifica la Gnica secuencia PAM en la hebra superior (5’ a 3’) que esta junto a la secuencia del
ADN objetivo.

5'-GCACGGCGGAGCGGTTCTTGGCAGCGGCCGCACGATCTCGTTGCCGCCGG-3'
3'-CGTGCCGCCTCGCCAAGAACCGTCGCCGGCGTGCTAGAGCAACGGCGGCC-5!

5. Anota la secuencia del ARN guia que se une al ADN y la secuencia a la que se une (el complemento del ADN
objetivo). Identifica los extremos 5'y 3' de las hebras de ARN y de ADN.
ARN: 5'-GGCGGAGCGGUUCUUGGCAG-3'
ADN: 3'-CCGCCTCGCCAAGAACCGTC-5'

6. A continuacién, vuelve a escribir la secuencia del ADN objetivo y su complemento, indica con un espacio o
una linea vertical (|) el sitio donde la enzima Cas9 cortaria ambas hebras del ADN.
5'-GGCGGAGCGGTTCTTGG CAG-3'
3'-CCGCCTCGCCAAGAACC GTC-5'

7. Loserrores en la reparacién del ADN consisten en la eliminacidn o insercion de nucledtidos de manera
aleatoria en el sitio del corte. Explica cdmo estos cambios pueden inactivar un gen.
Los nucleédtidos insertados o eliminados de manera aleatoria pueden inactivar un gen al impedir la
produccion de una proteina funcional. Por ejemplo, estos cambios pueden hacer que la secuencia del gen
codifique para los aminodcidos equivocados, dando lugar a una proteina no funcional. (Es posible que la
proteina siga funcionando si la mutacion resultante es una mutacion silenciosa. Esto podria suceder si se
insertan tres nucledtidos exactamente en el lugar de la ruptura, lo que resultaria en una mutacion dentro
del marco de lectura).
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PARTE 2: Inactivacidn de los genes de las mariposas

1. ¢Qué son los exonesy los intrones y en qué se diferencian?
Los exones son las partes de los genes que codifican para la produccion de proteinas. Se transcriben en
ARN mensajero (ARNm) y luego se traducen en proteinas. Los intrones son las partes de los genes que no
codifican para la produccion de proteinas. Estos ultimos se eliminan del ARNm antes de su traduccion
mediante el corte y empalme del ARN.

2. EnlaFigura 1 se observa que todas las secuencias del ADN objetivo se encuentran en los exones. ¢Por qué la
comunidad cientifica se concentra en las secuencias ubicadas en los exones en lugar de las que estan en los
intrones cuando inactiva genes?

Los exones son las partes del gen que serdn traducidas en una proteina. Asi que, es mds probable que los
cambios en la secuencia del ADN de los exones afecten a la proteina y, por lo tanto, su funcion.

PARTE 3: Disefio de un ARN guia
1. Subraya una secuencia del ADN objetivo de 20 nucledtidos en la hebra superior (5’ a 3’) del exdn anterior.

Recuerda que debe estar aguas arriba (en el extremo 5’) al lado de una secuencia PAM (5’-NGG-3’).

2. lIdentifica y resalta la secuencia PAM que esta junto a la del ADN objetivo que hayas subrayado. Aqui es
donde se unira la Cas9.
Hay varias respuestas correctas para 1 y 2. A continuacion, se muestra un ejemplo.

5'-CGACACCGGTTCCAGCGCTCGAGCCACGCGAAGCTTCAGGCGCTGTGGCTGGAAG
3'-GCTGTGGCCAAGGTCGCGAGCTCGGTGCGCTTCGAAGTCCGCGACACCGACCTTC

CGCACTACCAGGAAGCGGAGCGCCTCCGCGGTCGCCCGCTCGGGCCCGTCGACAA
GCGTGATGGTCCTTCGCCTCGCGGAGGCGCCAGCGGGCGAGCCCGGGCAGCTGTT

GTACCGGGTGCGGAAGAAGTTCCCTCTGCCGAGGACTATTTGGGACGGCGAACAG-3'
CATGGCCCACGCCTTCTTCAAGGGAGACGGCTCCTGATAAACCCTGCCGCTTGTC-5

3. A continuacién, vuelve a escribir la secuencia del ADN objetivo y su complemento, indica con un espacio o

una linea vertical (|) el sitio donde la enzima Cas9 cortaria ambas hebras del ADN.

Las respuestas variardn segun la secuencia elegida. La respuesta correspondiente al ADN objetivo anterior
es:

5'-CTCGAGCCACGCGAAGC TTC-3'

3'-GAGCTCGGTGCGCTTCG AAG-5'

4. Anota la secuencia del ARN guia de 20 nucledtidos que coincida con la del ADN objetivo que hayas elegido.
Esta secuencia no debe incluir la secuencia PAM.
Las respuestas variardn segun la secuencia elegida. La respuesta que corresponde a la secuencia anterior
es:
5'-CUCGAGCCACGCGAAGCUUC-3'

5. En el laboratorio de Robert Reed, en la Universidad de Cornell, se disefiaron ARN guias para inactivar el gen
optix en tres especies de mariposas: dama pintada (Vanessa cardui), ojo de venado comun (Junonia coenia)
y voladora del Golfo (Agraulis vanillae). En las Figuras 2—4 se comparan las alas de las mariposas tipo
silvestre (control) con las de las de aquellas cuyo gen optix fue inactivado.
a. Para cada especie mostrada, describe cémo se diferencian las alas de las mariposas de tipo silvestre
(control) con aquellas en las que se inactivo el gen optix.
Las respuestas van a variar segun las observaciones de los estudiantes. Es posible que algunas
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incluyan la desaparicion del color naranja, la aparicion del color azul o la eliminacion de algunas rayas
y patrones en las alas de las mariposas en las que se inactivo el gen optix.

b. Con base en las figuras, determina la funcidn del gen optix. i Cumple el gen la misma funcién en las tres
especies de mariposas? Si no es el caso, explica cdmo varia entre las tres especies.
Las respuestas van a variar segun las observaciones de los estudiantes. Pueden decir que el gen optix
tiene una funcion parecida en las tres especies y que dicha funcion estd relacionada con los colores y
patrones en las alas de las mariposas. En dos especies, el principal efecto de inactivar el gen parece ser
la pérdida del color naranja. En la tercera, la inactivacion del gen parece provocar que las alas sean
mds azules.

c. Utiliza evidencia de las tres figuras para justificar tu prediccion. Especifica tu respuesta.
Las respuestas van a variar segun las observaciones de los estudiantes. En V. cardui, las alas de la
mariposa de tipo silvestre tienen muchas dreas de color naranja, mientras que las de la mariposa con
el gen optix inactivado no tienen ninguna zona de color naranja. Las alas de la especie A. vanillae, que
son de color naranja en mariposas de tipo silvestre, se han vuelto negras con la inactivacion. Las alas
de J. coenia con el gen optix inactivado tampoco tienen zonas de color naranja, en su lugar, presentan
dreas de color azul.

6. Abre el Haz clic & aprende CRISPR-Cas9: Mecanismo y aplicaciones y dirigete a la pestaia “Como se usa”.

Desplazate por los videos que se encuentran en la parte derecha de la pantalla y mira las tres entrevistas
con Robert Reed. Usa la informacidn de estos videos para revisar tus respuestas a la pregunta 5.

Las revisiones de los estudiantes van a variar. En los videos se menciona que inactivar el gen optix provoca
cambios en el color, y que estos cambios varian segun la especie de mariposa.

EXTENSION: Determinar la funcién de un gen diferente

1. A continuacidn, se muestra parte de la secuencia de un exdn del gen spalt de la mariposa. Esta vez, solo se
muestra una de las hebras del ADN.

a. Subraya una secuencia del ADN objetivo de 20 nucleétidos en el exdn anterior. Recuerda que debe
estar situada aguas arriba de una secuencia PAM.

b. Identifica y resalta la secuencia PAM que esta junto a la del ADN objetivo que hayas subrayado.
Hay varias respuestas correctas para a y b. A continuacion, se muestra un ejemplo.

5'CGATATCTGGACCAATTTCAATAGCAACAGGACTACGTACTTTTCCTTCATATCCACTATTTCCAAA
TTCCCCACCAAGCAGTGTCTCATCTGGATGTCTTACACCTTTCCAAAGTAATCCCAACAGCATAATAG
ACAGTGACATAACTCGTGATCCCATATTTTATAATTCACTTTTACCGCGTCCTGGAAGTAATGACAAC
TCTTGGGAAAGTTTGATTGAAATTACTAAAACTTCAGAAACGTCAAAATTGCAACAGTTAGTAGATA
ATATTGATAACAAAGTTACTGATCCTAACGAGTGTATTGTATGTCATCGCGTCTTATCTTGTAAAAGT
GCTTTACAGATGCACTACCGAACTCATACCGGGGAAAGACCTTTCAGATGTAAATTGTGCGGTCGTG
CTTTTACTACAAAGGGCAATTTAAAAACTCATATGGGTGTCCATCG-3'

¢. Vuelve a escribir la secuencia del ADN objetivo, indica con un espacio o una linea vertical (|) el sitio

donde la enzima Cas9 cortaria el ADN.

Las respuestas variardn segun la secuencia elegida. La respuesta correspondiente a la secuencia
anterior es:

5'-ATGCACTACCGAACTCA TAC-3'

2. Anota la secuencia del ARN guia de 20 nucledtidos que coincida con la del ADN objetivo que hayas elegido.
Las respuestas variardn segun la secuencia elegida. La respuesta correspondiente a la secuencia
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mencionada es:
5"-AUGCACUACCGAACUCAUAC-3'

3. Las personas del laboratorio de Reed utilizaron el sistema CRISPR-Cas9 para inactivar el gen spalt en dos
especies de mariposas: V. carduiy J. coenia. En las Figuras 5y 6 se comparan las alas de las mariposas de
tipo silvestre con las de aquellas cuyo gen spalt fue inactivado.

a. Para cada especie mostrada, describe cémo se comparan las alas de las mariposas de tipo silvestre con
las de aquellas en las que se inactivé el gen spalt.
Las respuestas van a variar segtin las observaciones de los estudiantes. Algunas podrian incluir la
eliminacion, reduccién o simplificacion de los puntos de las alas o la modificacion de los patrones de
puntos o rayas en las que se inactivo el gen spalt.

b. Con base en las figuras, determina la funcién del gen spalt. i Cumple el gen la misma funcién en las tres
especies de mariposas? Si no es el caso, explica cdmo es diferente entre las tres especies.
Las respuestas van a variar segun las observaciones de los estudiantes. Pueden decir que el gen spalt
tiene una funcion parecida en las tres especies y que dicha funcion esta relacionada con la formacién
de los puntos en las alas.

c. Utiliza evidencia de ambas figuras para justificar tu prediccion. Especifica tu respuesta.
Las respuestas variardn segun las observaciones de los estudiantes. Las alas de las mariposas de la
especie J. coenia con el gen spalt inactivado carecen de puntos o, si los tienen, son de tamafo
reducido.
Las alas de las mariposas de la especie V. cardui con el gen spalt inactivado tienen puntos menos
definidos y faltan algunos circulos y colores.
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