
Pasado, presente y futuro 
de la Edición Genómica

Máster en Genética y Evolución 
(Especialidad Agroalimentaria)

Enero de 2019

Aplicaciones de la Ingeniería Genética



Sentencia 25 julio 2018

http://curia.europa.eu/juris/document/document.jsf;jsessionid=9ea7d0f130dab160bbb2688e4757b2e3cd978602c2f3.e34KaxiLc3eQc40LaxqMbN4Pb3qQe0?text=&docid=204387&pageIndex=0&doclang=ES&mode=req&dir=&occ=first&part=1&cid=738391


Mutagénesis
- Sustancias químicas
- Radiación

Interferencia por ARN

Transgénesis

Integración de ADN exógeno mediada por:
- Plásmido Ti Agrobacterium tumefaciens
- Enzimas de restricción (mutagénesis REMI)
- Transposones
- Recombinasas

Edición de genomas con nucleasas sitio-dirigidas:
- Meganucleasas
- Dedos de zinc (ZFNS o ZN)
- TALEN
- CRISPR-Cas9





Químicos con poder mutagénico
Radiación

http://www.nytimes.com/2007/08/28/science/28crop.html?pagewanted=print&_r=0

http://www.nytimes.com/2007/08/28/science/28crop.html?pagewanted=print&_r=0


Luz ultravioleta o agentes alquilantes monofuncionales (pueden reaccionar 
con solo una cadena de ADN) (MNNG o EMS): sustitución de bases

Radiación ionizante o agentes alquilantes bifuncionales (forman enlaces 
covalentes cruzados con ambas cadenas de ADN) (DEB o DEO): deleciones







Tecnología Recombinante:

- Aislamiento de genes de interés
- Modificación de los mismos
- Integración del ADN recombinante en el organismo de interés
- Regeneración de un organismo completo



Estándares de calidad de un buen vector

-Ser capaz de alcanzar tejidos adecuados para la propagación.

-Liberar el ADN de forma eficiente.

-Incluir agentes que permitan la identificación de tejidos con el 
transgén.

-Proporcionar un porcentaje razonable de transgénesis de la forma 
más simple, eficiente, reproducible y económica posible.

-Insertarse de forma específica.



Algunas formas de “delivery”:

- Electroporación: usando pulsos eléctricos o descargas.

- Biobalística: bombardeo con esferas de oro o tungsteno.

- Inyección directa: del núcleo con una microaguja.

- Liposomas: que son integrados por la célula.



Electroporación en protoplastos



Biobalística



Microinyección



Interferencia 
por ARN



Fig. 2 Current model of the mechanism leading to RNA
interference in eukaryotes, including filamentous fungi (for further
explanation, see text). dsRNA double-stranded RNA, RdRP RNA-
dependent RNA polymerase, siRNA small interfering RNA, RISC
RNA-induced silencing complex





Integración ectópica de ADN foráneo con especificidad 
media/baja:

- Plásmido Ti Agrobacterium tumefaciens: infección de esta 
bacteria (sólo en dicotiledóneas).

- Enzimas de restricción (mutagénesis REMI).

- Mediada por transposones: sistema Sleeping Beauty. 

- Mediada por recombinasas: sistema Cre/LoxP.



Modificación genética mediante infección 
con Agrobacterium tumefaciens





Genes 
implicados en el 

proceso de 
infección

Origen de 
replicación

Genes 
implicados en el 
proceso de 
transferencia de 
la región T

Integración inespecífica

VirA: se expresa al detectar compuestos
fenólicos productos de la herida en la
planta.
VirG: induce la expresión de los genes vir
activando, entre otros VirD1 y D2.
VirD1 y virD2: endonucleasa, corta el ADN
plasmídico. Posteriormente contribuye al
proceso de inclusión.
VirE: proteína de unión al ADN T.
VirB: proteínas que crean poros
transmembrana.



Gonsalves, D. (2004). Transgenic papaya in Hawaii and beyond. AgBioForum, 7(1&2), 36-40.

El caso de la papaya y el virus de la 
mancha anular



Años 40-50

Primeros casos, 1992

El caso de la papaya y el virus de la mancha 
anular



- (1970) 2500 acres en Puna (95% producción).

- (1986) se aisla la secuencia de la cubierta del PRSV.

- (1988) primeros experimentos de transformación embriogénica mediante biobalística.

Se obtienen 17 plantas transformadas que se propagan y testan utilizando 

una cepa muy agresiva del virus.

- (1991) se identifica la línea 55-1 ('Sunset'), resistente al virus en experimentos en 

invernadero.

- (1992) experimentos de campo (comportamiento agronómico + resistencia).

Un mes más tarde se da el primer caso de PRSV en el distrito de Puna.



Variedad 'SunUp' 

homocigótica para 

el transgén.

Variedad 'Rainbow' 

cruzamiento entre la 

variedad transgénica 

'SunUp' y la no transgénica 

'Kapoho'.

x

Variedades transgénicas de papaya:



-(1992) A finales de año, todas las plantas no transgénicas estaban ya infectadas,

mientras que las transgénicas mostraban resistencia.

-(1994) la plaga se vuelve incontrolable y el sector se atraviesa una grave crisis.

-(1995) experimentos de campo extensivos con 'Rainbow' y algunas 'SunUp‘.



-(1995-1997) periodo de regularización (US

Environmental Protection Agency y la US Food

and Drug Administration).

- (1998) licencia para comercializarla y

distribución gratuita de semillas (principalmente

'Rainbow') a los productores.

-(1999) recolección de las primeras cosechas.

-(2000's) introducción y desarrollo de variedades

transgénicas de papaya adaptadas a las

condiciones locales en Brasil, Venezuela,

Tailandia, Jamaica, Tanzania, Bangladesh y

Uganda.

-(2008) el genoma de la papaya es secuenciado

(primer genoma vegetal transgénico

secuenciado).







-Resistencia de la planta a patógenos (o a

herbicidas).

-Producción de vacunas contra gran número de

enfermedades.

-Producción de plásticos biodegradables.

-Mejora de las propiedades organolépticas del

producto.

-Producción de anticuerpos monoclonales.

Monelina



Guerin, Nicholas A. and Denis A. 
Larochelle. “A user's guide to 
restriction enzyme-mediated 

integration in Dictyostelium.” Journal 
of Muscle Research & Cell Motility 23 

(2002): 597-604.

Integración específica mediada 
por restrictasas



Mutagénesis mediada por 
transposones (Sleeping Beauty)

Geurts et al. (2003). Gene 
transfer into genomes of 

human cells by the sleeping 
beauty transposon system. 

Molecular Therapy, 8(1):108-
117.



Integración específica mediada 
por recombinasas



“Gene targeting” o recombinación 
homóloga



Efecto ‘insercional’: posible disrupción de 
secuencias codificantes (productos proteicos no 

funcionales, intensificación de la actividad de 
ciertos genes).

Efecto posicional: función alterada del gen 
insertado en función de la posición que ocupa del 

genoma (hipermetilación, condensación del 
ADN,…).



Principal inconveniente: 

La técnica depende, en general, de la rara
preexistencia de sitios de reconocimiento en el
genoma de interés o en la generación en el mismo
de sitios específicos, en muchas ocasiones usando
metodologías complicadas y poco efectivas.





Integración ectópica de ADN foráneo con especificidad alta:

- Meganucleasas: sistemas I-CreI y I-SceI
- Dedos de zinc (ZFNS o ZN)
- TALEN
- CRISPR-Cas9



Unión a 
sitios 

específicos 

Endonucleasa



Mecanismos de reparación del ADN

Mutaciones puntuales:

- Reparación por eliminación de bases: base dañada
- Reparación por eliminación de nucleótidos: rayos UV
- Corrección de emparejamiento erróneo: mal emparejamiento

Mutaciones de doble cadena:

- Recombinación homóloga (HR, homologous recombination)
- Unión no homóloga (NHEJ, non-homologous end-joining)



HDR: (Homology Directed Repair) o
Recombinación Homóloga. Las
dobles roturas se reparan utilizando
un ADN homólogo como molde.

Cambios Precisos en el ADN

NHEJ: (Non-homologous end joining)
Recombinación No Homóloga. Los
extremos de las dobles roturas se ligan
sin la intervención de un ADN molde.

Inserciones/deleciones (Knock outs)



Meganucleasas

- Reconocimiento de sitios 12-40 pb
- No necesariamente palindrómicos
- Tolera algún error
- Cuatro familias

Romay & Bragard. 
(2017). Antiviral 

Defenses in Plants 
through Genome 

Editing. Front. 
Microbiol., 

https://doi.org/10.3389
/fmicb.2017.00047



Nucleasas de Dedos de Zinc, 
ZFNs (Zinc finger nucleases)

Dominio Fok I que produce 
cortes en la doble cadena de 

ADN

Dominio ZFN que reconoce 
sitios específicos de ADN a los 

que se une

Sitio de reconocimiento de 3 pb
por cada dedo de zinc



Lino et al. (2018). Delivering CRISPR: a 
review of the challenges and 

approaches. Drug Deliv., 25(1):1234-
1257.



Deleción de genes o edición genómica



2011

TALEN: transcription activator-like effectors nucleases



TALEN: transcription activator-like effectors nucleases

- Descubrimiento asociado a Xanthomonas

- Factores de unión específica a genes diana, cuya expresión son capaces de regular. Esto 
facilita la infección bacteriana.

Estructura natural de TALE

Código TALE



Lino et al. (2018). Delivering CRISPR: a 
review of the challenges and 

approaches. Drug Deliv., 25(1):1234-
1257.



Modulación de la transcripción o 
edición genómica



Arquea Haloferax mediterranei

"Encontré unas secuencias repetidas en

su genoma. Tenían que ser importantes

para las células, porque muchas se

morían cuando las manipulábamos […]

comprendí que debían cumplir una

función importante para la célula"

(Mojica)

SRSR, “Short Regularly Spaced Repeats”.

Posteriormente encontradas en Escherichia coli y 
Mycobacterium tuberculosis



http://yifanhu.net/TOL/tol_9_19_2011.jpg

http://yifanhu.net/TOL/tol_9_19_2011.jpg


CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindormic Repeats)



CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindormic Repeats)



CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindormic Repeats)



CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindormic Repeats)

PAM: (Protospacer adjacent motif) motivo de 2-6 pb que se encuentra inmediatamente
después del gen de interés. Su secuencia depende del tipo de bacteria de la que se aisle Cas9
(NGG para S. pyogenes). Cas9 provoca una rotura de doble cadena ~3 pb aguas arriba de
PAM.

sgRNA: (single-guide RNA) Consta de dos partes: 

- Región variable, crRNA: (CRISPR RNAs) Región complementaria al gen target, 
normalmente de unos 20 nucleótidos. 

- Región constante, tracrRNA: (trans-activating crRNA). Tiene una región 
complementaria a crRNA. Es la secuencia de unión a Cas9.



- (2003) Mojica (izquierda) descubre que CRISPR es un sistema

inmunitario con el que las bacterias se protegen de las infecciones

víricas.

- (2012) Charpentier y Doudna (derecha) identifican los elementos mínimos de

CRISPR con los que se puede cortar el ADN, abriéndose así la puerta a la

edición de genomas (el llamado “corta y pega genético”).



CRISPR en Ingeniería Genética



CRISPR en Ingeniería Genética

Especificidad y customización



CRISPR en Ingeniería Genética

Edición simultánea de varios genes



Lino et al. (2018). Delivering CRISPR: a 
review of the challenges and 

approaches. Drug Deliv., 25(1):1234-
1257.



Características principales de los nuevos sistema de 
edición génica








