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RESUMEN

En este articulo de revisidon se describe paso a paso como se ha construido el conocimiento cientifico sobre el
sistema molecular CRISPR/Cas. Este sistema inmunoldgico Unico de algunas bacterias y arqueobacterias fue
esclarecido a nivel molecular por una serie de investigaciones realizadas en aproximadamente treinta afios.
Primero un grupo de investigadores japoneses descubrieron un patron de secuencias repetidas en tandem
en el extremo de un gen. Los cientificos de esa época no pudieron atribuir una funcién bioldgica a este
peculiar patréon de secuencias repetidas en tandem. Estos hallazgos fueron corroborados algunos afios
después por investigadores esparfioles. Posteriormente, a inicios de la década 2000-2010, los cientificos
acordaron denominar a estas secuencias con el acrénimo CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, por sus siglas en inglés). En ese mismo periodo de tiempo fueron identificados los
genes asociados a CRISPR, a los que denominaron genes cas; estos genes codifican enzimas involucradas en
el metabolismo de 4cidos nucleicos. Consecuentemente, los investigadores hipotetizaron que CRISPR/Cas
podria conferir a las bacterias y arqueobacterias resistencia inmune contra ADN foraneo. Efectivamente, en
recientes afios la validez de esta hipdtesis fue demostrada experimentalmente. En conclusidn, es evidente
que los grandes descubrimientos son el resultado de investigaciones cientificas, muchas veces fortuitas y
luego orientadas sobre la base de hipdtesis adecuadamente planteadas. Pero estos avances significativos en
el conocimiento se logran gracias a la disposicidn de las publicaciones cientificas.

Palabras claves: biologia molecular, edicion de genomas, inmunologia molecular, mejoramiento genético.

ABSTRACT

In this review article we describe step by step how scientific knowledge about the CRISPR/Cas molecular
system has been constructed. This unique immune system of some bacteria and archaebacteria was clarified
at the molecular level by a series of investigations carried out in approximately thirty years. First, a group of
Japanese researchers discovered a pattern of sequences in tandem at the end of a gene. The scientists of that
time could not attribute a biological function to this peculiar pattern of tandem sequence distribution. These
findings were corroborated some years later by Spanish researchers. Further, at the beginning of the decade
2000-2010, the scientists agreed to name these sequences with the acronym CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats). In the same period, the genes associated with CRISPR were
identified, which they called cas genes, these genes code enzymes involved in nucleic acids metabolism.
Consequently, the researchers hypothesized that CRISPR/Cas could provide to bacteria and archaebacteria
immune resistance against foreign DNA. Certainly, in recent years the validity of this hypothesis was
experimentally demonstrated. In conclusion, it is clear that great discoveries are the result of scientific
research, often fortuitous and then hypothesis-oriented properly formulated. But these significant advances
in knowledge are achieved thanks to the availability of scientific publications.
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INTRODUCCION

Una peculiaridad que definitivamente caracteri-
za a los hombres y mujeres de ciencia, es que
son apasionadamente curiosos, tal como lo ma-
nifestd Albert Einstein “/ have no special talents.
I am only passionately curious”. Gracias a esta
caracteristica, sumado a la capacidad de formu-
lar hipotesis precisas y disefiar los experimentos
requeridos para probar sus hipdtesis con las
herramientas adecuadas, es que los cientificos
generan los conocimientos basicos y aplicados,
que ayudan a resolver problemas de diversa
indole. Por cierto, para que los cientificos formu-
len y demuestren la validez de sus hipdtesis no
solo requieren de una sélida formacién cienti-
fica, sino también de una excepcional capacidad
de imaginacion.

Debido a ello, varios cientificos han aporta-
do con sus descubrimientos, muchos de estos
por casualidad y otros mas dirigidos, que han
permitido resolver algunos enigmas. Por ejem-
plo, el descubrimiento del sistema CRISPR/Cas
(Ishino et al., 1987; Mojica et al., 1993, 2000),
gue es una maquinaria molecular que se encar-
ga de reconocer y eliminar el ADN de agentes
invasores como los bacteriéfagos, fue funda-
mental para el desarrollo de nuevas tecnologias
de edicién de genomas en microorganismos,
animales y plantas (Belhaj et al., 2013; Bortesi y
Fischer, 2015; Jiang et al., 2013; Kushalappa et
al., 2016). La edicidon de genomas, ademds de
permitir comprender mejor diversos procesos
biolégicos basicos, también esta siendo em-
pleada para el mejoramiento genético y diver-
sas aplicaciones biotecnoldgicas para generar
bienes y servicios (Chu et al., 2015; Ma et al.,
2015; Xu et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Dada la gran relevancia de estas novedosas
herramientas moleculares con multiples apli-
caciones practicas, en este articulo de revision
describimos paso a paso los descubrimientos
cientificos que han conducido a dilucidar cémo

funciona el sistema CRISPR/Cas. Cabe resaltar,
que las publicaciones cientificas han cumplido
un rol clave en este excitante camino de descu-
brimientos, porque ha motivado a cientificos de
varios paises ha involucrase en resolver el
enigma en torno de este sistema molecular.

1. Eldescubrimiento de CRISPR

Los hallazgos cientificos histéricos que han con-
ducido al descubrimiento y desarrollo de la nue-
va herramienta de edicién de genomas (CRISPR-
Cas) empezaron hace aproximadamente treinta
anos. En diciembre de 1987, un grupo de cienti-
ficos japoneses de la Universidad de Osaka
publicaron sus investigaciones sobre la secuen-
cia nucleotidica del gen iap de Escherichia coli,
cuyo producto génico (enzima lap) es responsa-
ble de la conversidn isoenzimatica de la fosfa-
tasa alcalina. Estos investigadores encontraron
estructuras repetitivas inusuales, nunca antes
reportadas, en el extremo flanqueante 3' de la
region codante del gen mencionado. Estas
estructuras estan constituidas por cinco secuen-
cias altamente homodlogas de 29 nucledtidos
(consenso: CGGTTTATCCCCGCTRRCGCGGGGAA
CTC) arreglados como repeticiones directas con
32 nucledtidos de espaciado entre ellas. Los
cientificos mencionan al final de la discusion del
articulo que la significancia bioldgica de estas
secuencias es desconocida (Ishino et al., 1987).

Posteriormente, en agosto de 1993y julio de
1995, investigadores espafioles liderados por el
doctor Francisco Mojica de la Universidad de Ali-
cante hacen publico sus hallazgos sobre el anéli-
sis de secuencias gendmicas de las arqueobac-
terias Haloferax mediterraneiy H. volcanii, don-
de indican que estos organismos poseen
secuencias de 30 pb con simetria en diada (in-
cluyendo repeticiones invertidas de 5 pb) repeti-
das en tandem e intercaladas por secuencias
Unicas de 33 a 39 pb (Mojica et al., 1995, 1993).
Cinco aios después, en abril de 2000, el grupo
del doctor Mojica empleando herramientas bio-
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informaticas identificd estas secuencias pecu-
liares en los genomas de nueve especies de
arqueobacterias y doce especies de bacterias
(Mojica et al., 2000), indicando que son elemen-
tos cortos repetidos generalmente en tdndem,
pero su principal peculiaridad es la disposicion:
siempre estan espaciados regularmente por
secuencias intermedias de longitud constante,
por lo que inicialmente esta particular familia de
repeticiones fue denominada repeticiones cor-
tas regularmente espaciadas (Short Regularly
Spaced Repeats - SRSRs, por sus siglas en
inglés)(Mojica et al., 2000). Después, en marzo
de 2002, los grupos de investigacion del doctor
Mojica y del doctor Ruud Jansen, este ultimo de
la Universidad de Utrecht de los Paises Bajos,
acordaron emplear el acrénimo CRISPR (Clus-
tered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats, por sus siglas en inglés) (Jansen et al.,
2002; Mojicay Garrett, 2013).

2. El descubrimiento de los genes asociados a
CRISPR (cas)

En marzo de 2002, el grupo del doctor Ruus
Jansen también publicé los resultados de la

exploracién in silico de bases de datos biold-
gicas (p. ej., EMBL y GenBank) con el algoritmo
PATSCAN en busca de posibles loci CRISPRs en
secuencias de los genomas de virus, procariotas
y eucariotas. Estos investigadores demostraron
gue los motivos CRISPRs estan ausentes en los
genomas virales o de eucariotas. En contraste,
de los 72 genomas procariotas explorados,
aproximadamente el 56% (40 especies) presen-
taron los loci CRISPRs (Jansen et al., 2002). Pero,
quizas el aporte mas importante de este grupo
de investigadores, es que en todas las especies
de procariotas portadoras de los loci CRISPRs
también identificaron cuatro genes asociados
(CRISPR-associated genes, [cas]). Estos genes
cas estan localizados invariablemente de mane-
ra adyacente a un locus CRISPR (figura 1). Intere-
santemente indicando que los genes cas y los
loci CRISPRs tienen una relacién funcional, los
genes cas como cas3 y cas4 codifican para enzi-
mas con motivos caracteristicos de helicasas y
RecB exonucleasas, respectivamente; sugirien-
do que estos genes estan involucrados en el
metabolismo del ADN o expresién de genes
(Jansenetal., 2002).
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Figura 1. Organizacion genética del locus CRISPR y genes asociados cas en algunas especies bacterianas.
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3. Hipétesis que CRISPR/Cas es un sistema
inmune adaptativo

Hasta este punto no se tenia claro cuales eran
los roles de los loci CRISPRs y los genes cas, has-
taque en el 2005 tres publicaciones claves mar-
caron el punto de inflexion y brindaron mas
evidencias sobre la funcidon bioldgica de estos
elementos. El primero, reportado en febrero
por el grupo del doctor Mojica muestra que las
secuencias espaciadoras CRISPRs derivan de
secuencias genéticas preexistentes, ya sean de
origen cromosoémico (35%) o de elementos ge-
néticos transmisibles tales como bacteriéfagos
(figura 2) y plasmidos conjugativos (65%). Mu-
chas de estas secuencias genéticas presentes
en los loci CRISPRs estan directamente involu-
cradas en procesos claves tales como transfe-
rencia de plasmidos, replicacién del ADN, en-
samblado del virién, proteccion del ADN contra
restriccion, integracion/escision de fagos, etc.
Por tanto, la inhibicién de cualquiera de estos
procesos podria dificultar la infectividad.
Asimismo, como la ocurrencia preferencial de
los espaciadores CRISPR derivan de elementos
genéticos (p. ej. bacteriéfagos) que son incapa-
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Fuente: http://phenomena.nationalgeographic.com/2013/02/27/the-virus-that-learns/.

ces de infectar las cepas bacterianas portado-
ras de los espaciadores correspondientes, pero
no de aquellos que se propagan exitosamente
en la poblacidn, los investigadores hipotetiza-
ron que CRISPR podrian estar involucrados en
conferir resistencia inmune a las bacterias
contra ADN foraneo (Mojica et al., 2005).

El segundo reporte fue publicado en marzo
por Pourcel et al. (2005) de la Universidad de
Paris Xl, quienes también demuestran con gran
sorpresa que en Yersinia pestis los loci CRISPR
adquieren nuevos espaciadores por captacion
preferencial de ADN de bacteriéfagos. Asimis-
mo, cuando analizaron las secuencias de geno-
mas publicados, particularmente en el caso de
la cepa M1 GAS de Streptococcus pyogenes,
encuentran una relaciéon entre la presencia de
un espaciador CRISPR y la ausencia de un
particular profago. Por lo que indican que una
posible explicacién para este hallazgo es que
CRISPRs son estructuras capaces de “tomar”
piezas de ADN fordneo como parte de un
mecanismo de defensa y plantean la hipdtesis
que CRISPRs pueden representar una memoria
de “agresiones genéticas” pasadas.

Figura 2. Imagen que muestra el ataque de los fagos a una bacteria susceptible.
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Figura 3. Correlacion entre la resistencia a fagos y el nimero de espaciadores en el locus CRISPR de S.
thermophilus. Cepas parcialmente resistentes (®) y cepas completamente resistentes a fagos ().

Por ultimo, en agosto, otro grupo de
investigadores franceses liderado por el doctor
Alexander Bolotin del Instituto Nacional de
Investigaciones Agrondmicas, proporcionaron
mayores evidencias (Bolotin et al., 2005).
Primero, mediante analisis in silico identifi-
caron en Streptococcus thermophilus vy
Streptococcus vestibularis mas genes cas, los
cuales fueron denominados cas1B, cas5y casé.
También, como en las dos investigaciones
previas, revelaron que un cierto nimero de
espaciadores presentan homologia con genes
existentes, frecuentemente derivados de
fagos, pero también derivados de otros
elementos extracromosdmicos. Asimismo,
demostraron experimentalmente, que la
sensibilidad de las cepas de S. thermophilus a
infecciones causadas por bacteriofagos, esta
negativamente correlacionada (figura 3) con el
numero de espaciadores que posee la cepa
bacteriana en el locus CRISPR (y = - 0,02x +
0,77,R*=0,51).

Consecuentemente, los autores sugirieron
gue los elementos espaciadores son trazas de
invasiones genéticas pasadas causadas por

elementos extracromosomicos. La presencia
de estos fragmentos genéticos en las estruc-
turas CRISPR y los motivos estructurales tipicos
de nucleasas en los genes cas sugiere que la
formacion de CRISPR involucra una etapa de
degradacién de ADN. Por tanto, plantearon la
hipdtesis que los espaciadores proporcionan
inmunidad celular contra infecciones causadas
por fagos y mas generalmente la expresién de
ADN foraneo, mediante la codificacion de un
ARN antisentido. Finalmente, estos investiga-
dores propusieron un probable mecanismo de
accion del sistema CRISPR/Cas, que consistiria
de dos etapas:

1. Formacion de segmentos de ADN de un
tamafio definido que se convertirian en los
espaciadores, debido a la actividad nucleo-
litica de las enzimas Cas4 y Cas5, toda vez
gue estas enzimas poseen motivos de
exonucleasa (tipo RecB) y endonucleasa
(tipo HNH), respectivamente. Por tanto, los
segmentos de ADN se formarian por dos
posibles mecanismos. En el primer meca-
nismo, un complejo enzimatico constituido
por la exonucleasa Cas4 y la helicasa Cas3
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generaria los oligonucledtidos. En el
segundo mecanismo, la endonucleasa Cas5
podria cortar los segmentos por escision
interna del ADN, posiblemente dirigida por
las secuencias pentanucleotidicas conser-
vadas (consenso: RYAAH) presentes en los
elementos extracromosémicos donadores.
Estas secuencias se encuentran en una
posicién constante (a 3 nucledtidos) relati-
vaalaregion de pareo del espaciador.

2. Unién covalente de los espaciadores al
locus CRISPR. En este caso las enzimas Casl1,
codificadas por dos genes relacionados
(cas1A y cas1B) podrian estar involucrados
en la unién de los segmentos de ADN a las
repeticiones.

Adicionalmente, a las hipdtesis formuladas por
los investigadores mencionados, otra hipdte-
sis, sustentada en analisis in silico de los genes
cas, es planteada en marzo de 2006 por cien-
tificos de la Universidad de Texas y del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(Makarova et al., 2006). Estos cientificos pro-
ponen que el sistema CRISPR/Cas es un sistema
de defensa inmune procaridtico que funciona
sobre la base del principio del ARN de
interferencia. Mds especificamente, parece
probable que los insertos son transcritos y
silencian los genes del fago cognato o genes de
pldsmidos mediante la formacién de un duplex
entre el ARN procaridético interferente
pequefio (Prokaryotic small interfering RNA -
psiRNA, por sus siglas en inglés) y el ARNm
blanco seguido por escisiéon del duplex o
inhibicién de la traduccidn.

4. Experimentos que demuestran el rol
inmunoldgico de CRISPR/Cas

En marzo de 2007, el doctor Philippe Horvathy
su equipo de investigadores de la empresa de
alimentos Danisco y de la Universidad de Laval,
publicaron las primeras evidencias experimen-

tales sélidas demostrando la hipdtesis que
CRISPR/Cas es un sistema inmune adaptativo
basado en acidos nucleicos, donde la especifi-
cidad es determinada por el contenido de los
espaciadores CRISPR, mientras que la resisten-
cia es proporcionada por la maquinaria enzi-
madtica Cas. Asimismo, hipotetizaron que
algunos de los genes cas no estan involucrados
directamente en la resistencia, mas bien esta-
rian participando en la insercién de espaciado-
res y repeticiones CRISPR adicionales, como
parte de la respuesta de un sistema inmune
adaptativo (Barrangou et al., 2007). Para llegar
a estas conclusiones, estos investigadores
hicieron un bueny elegante disefio experimen-
tal, pero primero analizaron las secuencias
CRISPR de varias cepas de Streptococcus
thermophilus, una bacteria Gram-positiva
acido lactica empleada en sistemas de cultivos
para la producciéon de yogurt y queso, vy
encontraron diferencias en el nimero y tipo de
espaciadores en el locus CRISPR1.

Entonces estos cientificos se percataron
que la sensibilidad de las bacterias a ser infec-
tadas por los fagos parecia estar correlaciona-
da con el contenido de espaciadores del
CRISPR. Especificamente, el contenido de
espaciadores fue casi idéntica entre cepas
parentales y derivados resistentes a los fagos,
excepto por la presencia de espaciadores adi-
cionales presentes en el Ultimo. Estos hallazgos
sugirieron a los investigadores que existe una
potencial relacién entre la presencia de espa-
ciadores adicionales y las diferencias observa-
das en la sensibilidad a los fagos de una
determinada cepa bacteriana.

Por tanto, los investigadores se propusieron
indagar sobre el origen y funcién de los
espaciadores adicionales presentes en cepas
bacterianas mutantes que son resistentes a
fagos. Para ello plantearon como hipdtesis de
trabajo que los loci CRISPR son alterados
durante la generaciéon natural de bacterias
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mutantes resistentes a fagos. Disefiaron un
modelo experimental conformado por unsiste-
ma de fago-huésped bacteriano susceptible.
En sus experimentos la cepa silvestre
susceptible DGCC7710 de S. thermophilus fue
infectada con los fagos virulentos ©858, $2972
o simultdneamente con ambos (®858 +
$2972) y obtuvieron nueve mutantes resis-
tentes a fagos (figura 4). Al analizar las secuen-
cias de los loci CRISPR de estas cepas bacte-
rianas mutantes, observaron que estos habian
anadido de 1 a 4 espaciadores de manera
polarizada entre los espaciadores preexis-
tentes (p. €j., 1, 2, 3, 4) y la secuencia lider (L).
Interesantemente, estos nuevos espaciadores
revelaron una gran similitud con secuencias
presentes en los genomas de los fagos
empleados en los experimentos. Estos resulta-
dos, en conjunto revelan que las bacterias que
se hicieron resistentes a los bacteriéfagos,
modificaron su locus CRISPR1 mediante la
integracion de nuevos espaciadores, aparente-

mente derivados del ADN de los fagos
(Barrangouetal., 2007).

Estos hallazgos indican que los locus
CRISPR1 estan sujetos a cambios dinamicos y
evolutivos rapidos impulsados por la exposi-
cion a los fagos. En conjunto, estos resultados
muestran que los loci CRISPR son alterados du-
rante la generacidn de cepas bacterianas mu-
tantes resistentes a fagos y también establecen
un nexo entre el contenido de CRISPRy la sensi-
bilidad a los fagos. Asimismo, demuestran que
la incorporacion de mas espaciadores CRISPR
idénticos a secuencias de fagos, proporcionan
resistencia de novo contra los fagos que tienen
esta secuencia particular. Adicionalmente, los
investigadores probaron la hipétesis si es que
los genes cas estan involucrados en la inmuni-
dad mediada por CRISPR. Cuando inactivaron
el gen cas5 observaron que las cepas bacteria-
nas perdieron la resistencia a los fagos, por lo
qgue propusieron que el producto génico de

cas5 cas! casé cas7 repeatispacer region  ORF
o T L e
........................... Sonsyloosts  Senstviy to 02072
L : WT | |
WT g2 ] E—
m’@m W57 ] ]
L E ﬂ E WT o072 | |
O W | |
L E ﬂ E W 072" ] ]
LA W I —
COBE W | |
NSO WToerosoorose [ 1
WTagssazora*®1351 ] ]

Fuente: Barrangou et al. (2007).

Figura 4. Descripcidn general del locus CRISPR1 de S. thermophilus, donde se muestra nuevos
espaciadores adquiridos en bacterias mutantes resistentes a fagos y la correspondiente
evaluacidn de la susceptibilidad a los fagos.



74  Conoc. amaz. 8(1): 67-82 [2017]

Castro y Cobos

cas5 podria actuar directamente en la respues-
ta inmune basada en acidos nucleicos, dado
que la enzima Cas5 actia como una hidrolasa
de acidos nucleicos foraneos, pues la enzima
posee el dominio de nucleasa tipo HNH. En
contraste, cuando inactivaron el gen cas7 ob-
servaron que la resistencia al fago ®858 no fue
afectada, pero las cepas bacterianas que tenian
este gen noqueado eran incapaces de incor-
porar nuevas secuencias espaciadoras CRISPRy
por ende fueron susceptibles a reinfecciones
de otros fagos. Sobre la base de estos resulta-
dos los investigadores sugirieron que la enzima
Cas7 estariainvolucrada en la sintesis y/o inser-
cién de nuevas secuencias espaciadorasy repe-
ticiones adicionales (Barrangou et al., 2007).

5. Mecanismos moleculares de interferencia
del sistema CRISPR/Cas

En agosto de 2008 un equipo de investigadores
de la Universidad de Wageningen, Universidad
de Sheffield y del Centro Nacional para
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus

siglas eninglés) dirigidos por el doctor John van
der Oost, publicaron los primeros descubri-
mientos que ayudan a explicar parcialmente
los mecanismos moleculares implicados en la
resistencia antiviral del sistema CRISPR/Cas
(Brounsetal., 2008). Primero demostraron que
el locus CRISPR se transcribe y produce un ARN
pre-CRISPR (pre-crRNA); este transcrito prima-
rio es procesado para generar productos pe-
quefios de ~57 nucledtidos conocidos como
crRNA. El crRNA contiene una secuencia espa-
ciadora (homoéloga a las secuencias gendmicas
de fagos) flanqueada por dos secuencias
conservadas. El proceso de maduracion es
realizado por un complejo enzimatico denomi-
nado Cascade (CRISPR-associated complex for
antiviral defense, por sus siglas en inglés), el
gue estd constituido por las proteinas CasA,
CasB, CasC, CasD y CasE. Con diversos
experimentos realizados, los cientificos
demostraron que de las cinco proteinas que
forman Cascade, solo la subunidad CasE es
esencial para la conversion de pre-crRNA a
crRNA (figura 5).
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Figura 5. El complejo proteico Cascade es el responsable de realizar la maduracién del pre-crRNA (ARN
transcritos > 100 nucleétidos) a crRNA (ARN maduro de ~57 nucledtidos). Las figuras A y B muestran el
andlisis Northern Blot, indicando que CasE es esencial para este proceso de maduracion.
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Asimismo, mostraron que Cascade forma
un complejo con crRNA, por lo que especularon
gue este pequefio ARN podria funcionar como
guia para dirigir el complejo enzimatico hacia
acidos nucleicos virales y en una accion combi-
nada con Cas3 se hidrolizarian estos acidos
nucleicos foraneos y asi mediar la respuesta
inmune antiviral. Sobre la base de las eviden-
cias obtenidas, estos investigadores concluyen
que latranscripcion de los loci CRISPRs y la esci-
sién del pre-crRNA por las proteinas Cas para
obtener el crRNA maduro es la base molecular
de la etapa de defensa antiviral del sistema
CRISPR/Cas, el cual capacita a los procariotas
para prevenir de manera efectiva la predacion
por fagos.

También, en diciembre de 2008, Luciano A.
Marraffini y Erik J. Sontheimer demostraron
que el sistema CRISPR/Cas de Streptococcus
epidermidis evita que ocurra la conjugacion y
transformacién por pladsmidos por un mecanis-

mo que estaria atacando directamente al ADN
fordneo (Marraffini y Sontheimer, 2008). Sin
embargo, en octubre del mismo afio, un equipo
de investigadores de la Universidad de Georgia
y de la Universidad del Estado de Florida
dirigidos por el doctor Michael P. Terns identifi-
caron y caracterizaron funcional y estructural-
mente la enzima Cas6 de la arqueobacteria
Pyrococcus furiosus (figura 6). Estos investi-
gadores demostraron que Cas6 es una nueva
endoribonucleasa que escinde los ARN CRISPR
a nivel de las secuencias repetidas para liberar
ARNs individuales que tienen como diana los
ARNs deinvasores. La enzimainteractda con un
motivo de secuencia especifico en la region 5'
del elemento de repeticién CRISPRy se escinde
en un sitio definido dentro de la region 3' de la
repeticion. La estructura tridimensional de la
enzima obtenida con una resolucién de 1,8
angstrom revela dos pliegues similares a la
ferredoxina (figura 6), dominios que también
se encuentran en otras proteinas que interac-
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Figura 6. Caracteristicas estructurales de la enzima Cas6 de P. furiosus. Vistas frontal (A) y posterior (B) de la estructura
de PfCas6 representada en diagramas de cinta (izquierda) y potencial electrostatico de superficie coloreado (derecha).
En el centro, se ilustra la topologia de plegamiento con flechas (hojas beta) y circulos (hélices alfa). En los diagramas
de cintas, el bucle rico en glicinas (G) caracteristico de las proteinas RAMP (Repeat-Associated Mysterious Proteins,

por sus siglas en inglés) se muestra en rojo y los residuos

de aminodcidos de la triada catalitica se muestran en verde.
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tdan con ARN. El sitio activo predicho de la en-
zima es similar al de las endonucleasas de
empalme de tRNA y de forma concordante, la
actividad de Cas6 no requiere de iones metali-
cos como cofactores. Por lo que concluyen que
la enzima Casb6 es responsable de la generacion
de ARN guias derivados de CRISPR en nume-
rosas bacteriasy arqueas (Carte et al., 2008).

Adicionalmente, en noviembre de 2009, el
mismo equipo de investigadores del doctor
Michael P. Terns, aislaron de la arqueobacteria
Pyrococcus furiosus dos complejos enzimaticos
efectores CRISPR/Cas que denominaron cmr
(cas mdédulo RAMP) formado de cuatro a siete
proteinas Cas (Cmrl-1, Cmrl-2, Cmr2, Cmr3,
Cmr4, Cmr5 y Cmr6) y ARNs pequefios de 39 o
45 nucledtidos derivados de los loci CRISPR
llamados ARN de silenciamiento procaridtico
(psiRNA [prokaryotic silencing RNA], por sus
siglas en inglés) que tienen como dianas los
ARNs de los patégenos. Los complejos ribonu-
cleoproteicos psiRNA-Cmr hidrolizan los en-
laces fosfodiéster de los ARNs diana comple-
mentarios a una distancia fija (14 nucledtidos)
desde el extremo 3' de los psiRNAs integrales.
En Pyrococcus furiosus, los complejos psiRNA-
Cmr presentan dos isoformas de tamafios dife-
rentes que comparten una etiqueta de se-

cuencia comun en el extremo 5' del psiRNA, pe-
ro tienen extremos 3' diferentes que dirigen la
escision del ARN diana en dos sitios distintos
(figura 7). Sobre la base de sus evidencias expe-
rimentales, estos investigadores concluyen que
los procariotas poseen un sistema unico de
silenciamiento de ARN que funciona por esci-
sién dependiente de la homologia entre el
psiRNA vy los ARNs delinvasor (Hale et al., 2009).

Aportes importantes también fueron reali-
zados en noviembre de 2010 por un equipo de
investigadores de la Universidad Laval y de la
empresa Danisco bajo la direccidon del doctor
Sylvain Moineau, quienes mostraron que el
sistema CRISPR1/Cas de Streptococcus thermo-
philus inactiva plasmidos y bacteriéfagos in
vivo. Esto es posible gracias a la escision espe-
cifica del ADN doble hebra de ambos elementos
foraneos por el producto génico de cas5
(también denominado cas9). La escisidén ocurre
en la regidon denominada protoespaciador, que
es la secuencia presente en el plasmido o geno-
ma del fago homologa a la secuencia del espa-
ciador. El sitio especifico de corte de la endonu-
cleasa Cas5 es después del nucledtido numero
27, 3 bases previas al motivo adyacente del pro-
toespaciador (Proto-spacer Adyacent Motif -
PAM, por sus siglas en inglés) cuya secuencia

45-nt psiRNP
) Cmr1-6
8-nt psi-tag P
M
LY
45 nits Ve =7
| \~37-nt guia
I 39-nt psiRNP
39 nts Vo

~31-nt guia

T Cmr1-6 Cmri-6 14 nt
5 N <A = ARNm viral
3 D | 51

Sitio 1

Sitio 2

Fuente: modificado de Hale et al. (2009).

Figura 7. Modelo que muestra el mecanismo molecular de accidn de los complejos psiRNA-Cmr de P. furiosus
para silenciar los invasores moleculares.
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consenso es NNAGAAW (figura 8), porlo que los
investigadores concluyen que la actividad de la
endonucleasa Cas5 reconoce y corta de manera
especifica las secuencias del protoespaciador y
es dependiente de la orientacién del mismo
(Garneauetal., 2010).

Posteriormente, en marzo de 2011, otro
equipo de investigadores de la Universidad de

Universidad de Wiirzburg, con el liderazgo de la
doctora Emmanuelle Charpentier (Deltcheva et
al.,, 2011) descubrieron en Streptococcus
pyogenes un componente no codante clave del
sistema CRISPR tipo Il en la biogénesis y
procesamiento del crRNA. Este componente
molecular es un ARN pequefio (trasn-activating
CRISPR RNA -tracrRNA, por sus siglas en inglés)
que aparentemente se expresa de manera

Umed, de la Universidad de Vienna y de la  constitutiva (figura 9).
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Fuente: modificado de Garneau et al. (2010).
Figura 8. El sistema CRISPR1/Cas en Streptococcus thermophilus escinde (1), de manera especifica, in vivo el ADN

foraneo de origen plasmidico (A) y de bacteriéfagos (B) dentro de la secuencia del protoespaciador a tres
nucleétidos de la secuencia consenso PAM.
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Figura 9. Organizacion gendmica de los loci tracrRNA y CRISPR1 (csn1 - casl - cas2 - csn2). Tanto tracrRNA como los loci
CRISPR se expresan constitutivamente (a) y se muestra que tracrRNA tiene una region complementaria con las regiones
repetidas de CRISPR1 (b). Asimismo, en la figura los sitios de corte en el proceso de maduracién de pre-crRNA.
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Los investigadores también demostraron
que el transcrito primario de tracrRNA tiene
longitudes de 89 y 171 nucledtidos, mientras
que el transcrito mas corto (~75 nucledtidos)
resulta del procesamiento de los tracrRNA
largos. Los tracrRNA tienen una regién de 24
nucleétidos complementaria a las regiones
repetidas del transcrito pre-crRNA y se encarga
de dirigir su maduracidn a crRNA con el auxilio
de la RNasa Ill y la proteina Csnl (también
conocida como Cas9) asociada a CRISPR (figura
10). Estos hallazgos revelan una nueva funcion
de un ARN no codante bacteriano tal que un
ARN pequefio codificado en trans (tracrRNA)
dirige la maduracién de otro ARN no codante

(pre-crRNA) para producir las especies activas
(crRNAs) (Deltchevaetal., 2011).

Posteriormente, en septiembre de 2012, un
equipo de investigadores liderados por el
doctor Virginijus Siksnys de la Universidad
Vilnius y de la empresa DuPont Nutrition and
Health, demostraron mediante experimentos
in vitro, que el complejo Cas9-crRNA del
sistema CRISPR3/Cas de Streptococcus
thermophilus escinde en sitios especificos en
las dos hebras de ADN que contienen
secuencias complementarias al crRNA. La
escision ocurre, como previamente fue
demostrado, en la regién del protoespaciador,

Pre-crRNA

171/89 nt
tracrBNA

Primer evento de
procesamiento

66 nt 66 nt
Segundo evento de
procesamiento 2 Al 2 !
l 66 nt l 66 nt
CIRNA s g ——39-42 nt

@
)

RNasa Il

Fuente: Deltcheva et al. (2011).

Figura 10. Modelo de la maduracién de crRNA mediada por tracrRNA con la participacion del complejo
proteico microprocesador constituido por RNasa Il y Csn1.
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a3 nucledtidos del extremo terminal del proto-
espaciador adyacente a PAM, produciendo
extremos romos (figuras 11y 12). Esta escision
es ejecutada por la enzima Cas9, que usa dos
sitios activos diferentes, RuvC y HNH, para
generar cortes sitio especificos en las hebras
opuestas del ADN diana (figura 13). Por tanto,
sus resultados demuestran fehacientemente
que el complejo Cas9-crRNA funciona como
una endonucleasa guiada por ARN, con
reconocimiento de la secuencia diana (ADN
foraneo) dirigido por ARN (crRNA) y escisién
del ADN diana mediada por una proteina
(Cas9). Asimismo, es preciso sefialar que este
grupo de investigadores proporcionaron datos

fundamentales, tales como: (1) el crRNA guia
es absolutamente necesario para que Cas9
pueda escindir el ADN diana a nivel del proto-
espaciador, (2) Cas9 puede ser programado
con crRNA cognatos para reconocer cualquier
secuencia complementaria de ADN diana, (3)
los 10 nucleétidos en el extremo 5' de los
protoespaciadores, los cuales no son comple-
mentarios al crRNA maduro, no son necesarios
para la interferencia mediada por el sistema
CRISPR3/Cas, (4) PAM es requerido para la
escision de ADN doble hebra por el complejo
Cas9-crRNA y (5) la interaccion de Cas9 con el
ADN doble hebra requiere de PAM y crRNA
complementario aladiana.
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Fuente: modificado de Gasiunas et al. (2012).

Figura 11. El complejo Cas9-crRNA escinde el ADN doble hebra diana en la region del protoespaciador. A) El sustrato
oligoduplex contiene el protoespaciador (rojo) y la region PAM (azul). El crRNA se hibrida complementariamente con
20 nucledtidos del protoespaciador. B) Las flechas indican los sitios de escisidn en el protoespaciador por el
complejo Cas9-crRNA. Estos sitios de cortes romos estdn ubicados a 3 nucleétidos de la regidon PAM.
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Figura 12. Disposicion esquematica y mecanismo de escision por el complejo Cas9-crRNA del ADN diana
dirigido por crRNA.

En agosto del mismo afio, el equipo de
investigadores de la doctora Emmanuelle Char-
pentier llegd a conclusiones similares a los pro-
porcionados por el equipo del doctor Virginijus
Siksnys. Primero, demuestran que el mecanis-
mo de interferencia de ADN requiere de una
estructura de ARN binaria (tracrRNA:crRNA)
que dirige a una endonucleasa Cas9 para
escindir ambas hebras del ADN diana. Segun-
do, la proteina Cas9 guiada por tracrRNA:
crRNA hace uso de dos dominios endonucleasa
distintos (HNH y RuvC) para escindir las dos
hebras en el ADN diana. Tercero, el reconoci-
miento del ADN diana por Cas9 requiere de una
secuencia semilla en el crRNA y una secuencia
PAM que contenga el dinucleétido GG
adyacente a la region de unién de crRNA en el
ADN diana. Asimismo, la doctora Charpentiery
su equipo demostraron que la endonucleasa
Cas9 puede ser programada con un ARN guia
disefiado como un simple transcrito para reco-
nocer y escindir cualquier secuencia de ADN
doble hebra de interés (figura 13). Por tanto,
manifiestan que el sistema es eficiente, versatil
y programable, porque solo se necesita realizar
cambios en la secuencia del ARN quimérico
guia que se une al ADN diana. Finalmente,
indican que este sistema representa una nueva
metodologia que se basa en Cas9 programado

Cas9 programado por el diplex crRNA:tracrRNA

Proto-espaciador

ADN diana

1T TERRERR
5

[T -
crRNA

———— tracrBNA

Cas9 programado por un simple ARN quimérico

[T IRHERCRIREERARTRTE

LEREERTIRTTIR
5 —

Bucle enlazador

LTI

Quimera crRNA-tracrRNA

Fuente: modificado de Jinek et al. (2012).

Figura 13. Esquema donde se muestra que en el sistema
CRISPR/Cas del tipo Il, Cas9, es guiado por una estructura
de ARN duplex formada por el activador tracrRNA y el
crRNA guia para escindir de manera sitio-especifica el ADN
diana de doble hebra con Cas9. Asimismo, permitiendo la
interaccion de Cas9 con un ARN quimérico generado por
la fusion del extremo 3' de crRNA al extremo 5' de
tracrRNA se logré el mismo efecto interferente.
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por ARN y podria ofrecer considerable poten-
cial para aplicaciones en la edicidén de genes y
genomas (Jineketal., 2012).

CONCLUSIONES

Es evidente que los grandes descubrimientos
son el resultado de investigaciones cientificas,
muchas veces fortuitas y luego orientadas so-
bre la base de hipdtesis adecuadamente plan-
teadas. Pero estos avances significativos en el
conocimiento se logran gracias a la disposicion
de las publicaciones cientificas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Barrangou R, Fremaux C, Deveau H, Richards
M, Boyaval P, Moineau S, Romero DA,
Horvath P. 2007. CRISPR provides acquired
resistance against viruses in prokaryotes.
Science 315,1709-1712.

Belhaj K, Chaparro-Garcia A, Kamoun S,
Nekrasov V. 2013. Plant genome editing
made easy: targeted mutagenesis in model
and crop plants using the CRISPR/Cas
system. Plant Methods 9, 39.

Bolotin A, Quinquis B, Sorokin A, Ehrlich SD.
2005. Clustered regularly interspaced short
palindrome repeats (CRISPRs) have spacers
of extrachromosomal origin. Microbiology
151,2551-2561.

Bortesi L, Fischer R. 2015. The CRISPR/Cas9
system for plant genome editing and
beyond. Biotechnol. Adv. 33,41-52.

Brouns SJJ, Jore MM, Lundgren M, Westra ER,
Slijkhuis RJH, Snijders APL, Dickman MJ, Ma-
karova KS, Koonin EV, Oost J van der. 2008.
Small CRISPR RNAs Guide Antiviral Defense
in Prokaryotes. Science 321, 960-964.

CarteJ, WangR, LiH, Terns RM, Terns MP. 2008.

Cas6 is an endoribonuclease that generates
guide RNAs for invader defense in
prokaryotes. Genes Dev. 22,3489-3496.

Chu VT, Weber T, Wefers B, Wurst W, Sander S,
Rajewsky K, Kiihn R. 2015. Increasing the
efficiency of homology-directed repair for
CRISPR-Cas9-induced precise gene editing
in mammalian cells. Nat. Biotechnol. 33,
543.

Deltcheva E, Chylinski K, Sharma CM, Gonzales
K, Chao Y, Pirzada ZA, Eckert MR, Vogel J,
Charpentier E. 2011. CRISPR RNA matura-
tion by trans-encoded small RNA and host
factor RNase lll. Nature 471, 602-607.

Garneau JE, Dupuis M-E, Villion M, Romero DA,
Barrangou R, Boyaval P, Fremaux C, Horvath
P, Magadan AH, Moineau S. 2010. The
CRISPR/Cas bacterial immune system
cleaves bacteriophage and plasmid DNA.
Nature 468,67-71.

Gasiunas G, Barrangou R, Horvath P, Siksnys V.
2012. Cas9-crRNA ribonucleoprotein
complex mediates specific DNA cleavage for
adaptive immunity in bacteria. Proc. Natl.
Acad. Sci. 109, E2579-E2586.

Hale CR, Zhao P, Olson S, Duff MO, Graveley BR,
Wells L, Terns RM, Terns MP. 2009. RNA-
Guided RNA Cleavage by a CRISPR RNA-Cas
Protein Complex. Cell 139, 945-956.

Ishino Y, Shinagawa H, Makino K, Amemura M,
Nakata A. 1987. Nucleotide sequence of the
iap gene, responsible for alkaline
phosphatase isozyme conversion in
Escherichia coli, and identification of the
gene product. J. Bacteriol. 169, 5429-5433.

Jansen R, Embden JDA van, Gaastra W, Schouls
LM. 2002. Identification of genes that are
associated with DNA repeats in



82 Conoc. amaz. 8(1): 67-82 [2017]

Castro y Cobos

prokaryotes. Mol. Microbiol. 43, 1565-
1575.

Jiang W, Bikard D, Cox D, Zhang F, Marraffini LA.
2013. RNA-guided editing of bacterial
genomes using CRISPR-Cas systems. Nat.
Biotechnol. 31, 233.

Jinek M, Chylinski K, Fonfara |, Hauer M,
Doudna JA, Charpentier E. 2012. A
Programmable Dual-RNA-Guided DNA
Endonuclease in Adaptive Bacterial
Immunity. Science 337,816-821.

Kushalappa AC, Yogendra KN, Sarkar K, Kage U,
Karre S. 2016. Gene discovery and genome
editing to develop cisgenic crops with
improved resistance against pathogen
infection. Can.J. Plant Pathol. 38,279-295.

Ma X, Zhang Q, Zhu Q, Liu W, Chen Y, Qiu R,
Wang B, Yang Z, Li H, Lin Y, et al. 2015. A
Robust CRISPR/Cas9 System for
Convenient, High-Efficiency Multiplex
Genome Editing in Monocot and Dicot
Plants. Mol.Plant8,1274-1284.

Makarova KS, Grishin NV, Shabalina SA, Wolf VI,
Koonin EV. 2006. A putative RNA-
interference-based immune system in pro-
karyotes: computational analysis of the pre-
dicted enzymatic machinery, functional ana-
logies with eukaryotic RNAI, and hypothe-
tical mechanisms of action. Biol. Direct 1, 7.

Marraffini LA, Sontheimer EJ. 2008. CRISPR
Interference Limits Horizontal Gene
Transfer in Staphylococci by Targeting DNA.
Science 322,1843-1845.

Mojica FIM, Garrett RA. 2013. Discovery and
Seminal Developments in the CRISPR Field.
In CRISPR-Cas Systems, (Springer, Berlin,
Heidelberg), pp. 1-31.

Mojica FJM, Ferrer C, Juez G, Rodriguez-Valera
F. 1995. Long stretches of short tandem
repeats are present in the largest replicons
of the Archaea Haloferax mediterranei and
Haloferax volcanii and could be involved in
replicon partitioning. Mol. Microbiol. 17,
85-93.

Mojica FJM, Juez G, Rodriguez-Valera F. 1993.
Transcription at different salinities of
Haloferax mediterranei sequences adjacent
to partially modified Pstl sites. Mol.
Microbiol. 9,613-621.

Mojica FIM, Diez-Villasefior C, Soria E, Juez G.
2000. Biological significance of a family of
regularly spaced repeats in the genomes of
Archaea, Bacteria and mitochondria. Mol.
Microbiol. 36, 244-246.

Mojica FIM, Diez-Villasefior C, Garcia-Martinez
J, Soria E. 2005. Intervening Sequences of
Regularly Spaced Prokaryotic Repeats
Derive from Foreign Genetic Elements. J.
Mol. Evol. 60,174-182.

Pourcel C, Salvignol G, Vergnaud G. 2005.
CRISPR elements in Yersinia pestis acquire
new repeats by preferential uptake of
bacteriophage DNA, and provide additional
tools for evolutionary studies. Microbiology
151,653-663.

Xu R, Li H, Qin R, Wang L, Li L, Wei P, Yang J.
2014. Gene targeting using the Agrobac-
terium tumefaciens-mediated CRISPR-Cas
systeminrice.Rice 7,5.

Zhang H, Zhang J, Wei P, Zhang B, Gou F, Feng Z,
Mao Y, Yang L, Zhang H, Xu N, et al. 2014.
The CRISPR/Cas9 system produces specific
and homozygous targeted gene editing in
rice in one generation. Plant Biotechnol. J.
12,797-807.



	Página 1
	Página 2
	Página 3
	Página 4
	Página 5
	Página 6
	Página 7
	Página 8
	Página 9
	Página 10
	Página 11
	Página 12
	Página 13
	Página 14
	Página 15
	Página 16
	Página 17
	Página 18
	Página 19
	Página 20
	Página 21
	Página 22
	Página 23
	Página 24
	Página 25
	Página 26
	Página 27
	Página 28
	Página 29
	Página 30
	Página 31
	Página 32
	Página 33
	Página 34
	Página 35
	Página 36
	Página 37
	Página 38
	Página 39
	Página 40
	Página 41
	Página 42
	Página 43
	Página 44
	Página 45
	Página 46
	Página 47
	Página 48
	Página 49
	Página 50
	Página 51
	Página 52
	Página 53
	Página 54
	Página 55
	Página 56
	Página 57
	Página 58
	Página 59
	Página 60
	Página 61
	Página 62
	Página 63
	Página 64
	Página 65
	Página 66
	Página 67
	Página 68
	Página 69
	Página 70
	Página 71
	Página 72
	Página 73
	Página 74
	Página 75
	Página 76
	Página 77
	Página 78
	Página 79
	Página 80
	Página 81
	Página 82
	Página 83
	Página 84
	Página 85
	Página 86
	Página 87
	Página 88
	Página 89
	Página 90
	Página 91
	Página 92
	Página 93
	Página 94

