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01 Establecimiento de cultivos celulares
En Acuicultura, los cultivos celulares son de gran interés ya que 
permiten el estudio de procesos relacionados con la actividad y 
división celular, la expresión génica, y sirven como modelos 
para análisis en virología, inmunología o patología. 

Mytilus edulis, mejillón

Ruditapes philippinarum, almeja japonesaCerastoderma edule, berberecho
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01 Establecimiento de cultivos celulares

Usamos un baño termostatizado o una estufa para cultivos 
celulares. 



01 Establecimiento de cultivos celulares

Medio IMDM: recomendado para 
cultivos celulares de alta 

densidad y proliferación rápida.

Medio DMEM: recomendado 
para diferenciación de células en 

cultivos celulares.



02 Elección del gen de interés

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

GenBank ® is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA
sequences (Nucleic Acids Research, 2013 Jan;41(D1):D36-42). GenBank is part of the International
Nucleotide Sequence Database Collaboration, which comprises the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the
European Nucleotide Archive (ENA), and GenBank at NCBI. These three organizations exchange data on
a daily basis.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23193287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/collab
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03 Diseño del ARN guía

Breaking-Cas es una herramienta web desarrollada en el Centro Nacional de Biotecnología
del CSIC (CNB-CSIC) que facilita el diseño de experimentos de edición génica utilizando la
técnica CRISPR/Cas. Este programa permite diseñar ARNs guía ad hoc para cada
experimento.

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/


03 Diseño del ARN guía

Juan C. Oliveros, Mònica Franch, Daniel
Tabas-Madrid, David San-León, Lluis
Montoliu, Pilar Cubas and Florencio
Pazos (2016). Breaking-Cas––interactive
design of guide RNAs for CRISPR-Cas
experiments for ENSEMBL
genomes. Nucleic Acids Research (2016)
doi: 10.1093/nar/gkw407.

https://doi.org/10.1093/nar/gkw407
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04 Diseño del vector

https://benchling.com/signup/welcome

Plataforma para múltiples análisis relacionados con la ingeniería genética,
que permite trabajar de forma colaborativa con otros científicos.

https://benchling.com/signup/welcome


04 Diseño del vector



05 Chequeo de cultivos celulares

Iniciación de cultivos celulares a partir de tejido de 
branquia y hemolinfa. 



Tinción de células con DAPI y con diacetato de 
fluoresceína. 

05 Chequeo de cultivos celulares



05 Chequeo de cultivos celulares

Seguimiento del cultivo durante 15 días: recuento del número 
de células y el análisis de la confluencia.



06 Transfección o delivery

Fuente: https://jsancho.bifi.es/

Existen otros métodos químicos que usan, por
ejemplo, fosfato cálcico o DEAE dextrano.
Forman complejos con el ADN y permite su
introducción en la célula mediante choques
osmóticos.

https://jsancho.bifi.es/


07 Análisis del porcentaje de éxito de la transfección

Análisis de la emisión de fluorescencia o inspección visual 
bajo microscopio confocal

Introducimos el vector pTG13077 utilizando el
kit TransIT-X2 Dynamic Delivery System. Este
vector lleva integrado un promotor vírico y el
gen de la proteína verde fluorescente (GFP).
Estudiamos la expresión del gen GFP dentro de
células. Esto sirve para comprobar el éxito de la
transfección a través de la medida de niveles de
fluorescencia de las células transfectadas
mediante citometría de flujo. La medida de
fluorescencia se realiza después de transcurridas
72 horas.



08 Extracción del ADN
Es possible separar las células fluorescentes
mediante un tipo especial de citometría de flujo
denominado FACS (del inglés Fluorescence-
activated cell sorting). Permite identificar y separar
grupos de células concretos.

Fuente: https://www.indiamart.com/
Fuente: AAT Bioquest

https://www.indiamart.com/


09 Comprobación del éxito de la edición genética

Fuente: https://www.neb.com/

https://www.neb.com/


09 Comprobación del éxito de la edición genética

Fuente: Sorlien et al., 2018. JoVE, doi: 10.3791/56969 y Zhang et al., 2014. 
Methods, 10.1016/j.ymeth.2014.03.020

Uso de endonucleasa
T7 (corta en posiciones 

en las que existe 
desemparejamiento, 

heterodúplex) y 
electroforesis en gel de 

agarosa

https://dx.doi.org/10.3791/56969
https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2014.03.020


09 Comprobación del éxito de la edición genética

Chequeo de la región editada utilizando cebadores 
diseñados en las regiones flanqueantes
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