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1. RESUMEN  

 
INTRODUCCIÓN: Candida glabrata es una levadura oportunista que causa 

infecciones fúngicas invasivas en pacientes inmunosuprimidos con una tasa de 

mortalidad muy alta debido a la resistencia que este microorganismo ha desarrollado 

a los antifúngicos; esta levadura posee MIC muy alta para fluconazol, y en los 

últimos años se han aislados cepas resistentes a la caspofungina (equinocandina de 

elección como tratamiento de primera línea) debido a mutaciones en genes FKS 

cuya sobreexpresión es mediada por la vía Calcineurina/Calmodulina. Por lo anterior 

se hace necesario realizar una mutante del factor de transcripción CRZ1 y evidenciar 

retornar de un fenotipo resistente a sensible.  

OBJETIVO: Obtener mutantes de Candida glabrata resistentes a Caspofungina 

aisladas de muestras clínicas para el factor de transcripción CRZ1 mediante el 

sistema CRISPR-Cas9. 

METODOLOGÍA: se realizó una búsqueda informática de la literatura sobre el 

sistema CRISPR-Cas en levaduras. Además, se diseñó un plásmido con la 

secuencia del sgRNA complementario a una fracción de la secuencia del gen CRZ1, 

y con el sistema CRISPR-Cas9 para transfectar las levaduras y seleccionar las 

cepas mutadas a través de un marcador de selección fluorescente.  

RESULTADOS: En la búsqueda sistemática se analizaron 39 artículos en los 

cuales, se obtuvo información sobre el sistema CRISPR-Cas en levaduras de 

importancia clínica e industrial, se documentó las variantes descritas en levaduras 

para el uso del sistema CRISPR/Cas. La construcción bioinformática de C. glabrata, 

se obtuvieron dos sgRNA con score de 89 y 71%, un mapa del constructo del 

plásmido con el sistema CRISPR más el marcador YFP y el SgRNA, la generación 

del mutante no se logró realizar por incumplimiento de la casa comercial.  

CONCLUSIÓN: El sistema CRISPR es un sistema muy versátil y eficientes, que 

permite realizar la edición del genoma de diferentes organismos celulares. Para 

lograr el éxito de la edición, es muy importante un buen diseño bioinformática que 

garantice la especificidad del sistema, y el reconocimiento adecuado de la Cas9 de 

la secuencia diana que se quiere editar.   
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2. INTRODUCCION 

Desde los años 80’s los hongos se han convertido en importantes causas de 

enfermedades humanas [1]. Candida spp. es uno de los géneros más prevalentes 

en las infecciones fúngicas cuya incidencia es de 8 – 10 casos por 100.000 

habitantes. En Latinoamérica C. albicans es la más prevalente, con un 40,9% hasta 

62% de los casos [2,3]; esta levadura es capaz de producir candidemias en 

pacientes que presentan algún tipo de inmunosupresión; sin embargo, otras 

especies son capaces de generar esta misma enfermedad en el ser humano entre 

las cuales se encuentran. C. glabrata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. krusei, C.  lusitaniae, siendo C. glabrata las segunda más prevalente a nivel 

mundial cuyo tratamiento se basa en el empleo de equinocandinas (caspofungina).    

C. glabrata es saprofita de la micobiota comensal que no forma hifas cuyo genoma 

es más similar a Saccharomyces cerevisiae [4], en su estado patógeno, expresa, 

proteasas que le permiten degradar colágeno, queratina, mucina , moléculas de 

adhesión EPA, que le confieren la capacidad de invadir el tejido y generar la 

infección [5]. Esta levadura en los últimos años a presentado altas tasas de 

resistencia, principalmente al fluconazol, debido a que sobre expresa bobas de flujos 

y tiene la capacidad de tomar el ergosterol del medio para reutilizarlo; además, de 

desarrollar resistencia a las equinocandinas debido a mutaciones en el gen FKS que 

codifican para la enzima 1, 3-β- D glucano-sintasa [6].  

Dentro de las diferentes vías de señalización presentes en esta levadura, se sabe 

que la vía Calmodulina-Calcineurina (Cam/Cal) está implicada en procesos de 

resistencia principalmente a las equinocandinas y que su factor de transcripción es 

Crz1 activa cerca de 87 genes que están relacionados con procesos de termo-

tolerancia, crecimiento, estrés oxidativo. Para el estudio de esta vía y comprender el 

papel que cumple el factor de transcripción CRZ1, se decidió realizar una mutante 

utilizando el sistema CRISP-Cas9. Este sistema revoluciono la forma de realizar 

edición génica, debido a que es un sistema con una eficiencia mayor a los métodos 

tradicionales (TALENS por sus sigras en ingles Activador de transcripción como 

efector nucleasas y SINES por sus siglas en ingles Elementos cortos de ADN 

respetitivos nucleares intercalados) y posee una mayor versatilidad que estos [7]. 

Por todo lo anteriormente mencionado, este estudio pretende realizar mutantes del 
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factor de transcripción CRZ1 de la via Cam/Cal para evidenciar el efecto de su 

mutacion utlizado el sistema CRISPR-Cas9, en el cambio de patogenicidad y 

resistenacia.  

3. JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 
En los últimos años, las infecciones fúngicas se han convertido en un problema de 

salud pública a nivel mundial, debido a que 1,2 millones de personas en el mundo 

padecen estas infecciones [8]. Más del 90% de las muertes reportadas por 

infecciones fúngicas se deben a los géneros, Candida, Aspergillus y Pneumocystis 

[9]. Candida spp es una levadura oportunista que causa candidemia en pacientes 

inmunocomprometidos; esta infección oportunista tiene una incidencia a nivel 

mundial más de 400,000 casos por año, resultando mortales el 27% principalmente 

debido a fallos en el tratamiento de los cuales algunos de ellos son producto de las 

resistencias a los antimicóticos [10]. 

La especie más prevalente es C. albicans siendo responsable de la mayoría de los 

casos de candidiasis, seguida por C. glabrata, la segunda especie más prevalente 

en candidemias cuya incidencia en la resistencia a los medicamentos antimicóticos 

es mucho mayor que para C. albicans [11] (la más prevalente en este tipo de 

infecciones); por lo que es importante estudiar la resistencia a los medicamentos 

antimicóticos, como los azoles (Fluconazol, itraconazol y voriconazol) y las 

Equinocandinas (Caspofungina, micafungina, anidulafungina) en estos 

microorganismos, ya que han incrementado las tasas de resistencia 

significativamente, debido al constante uso de estos agentes terapéuticos [12];  las 

equinocandinas tienen como blanco la enzima (1-3)-b-glucano sintetasa y la 

resistencia frente a las equinocandinas es un problema que está relacionado con 

respuesta al estrés generado por los antifúngicos debido a mutaciones en los genes 

FKS1 y FKS2, que codifican para enzima (1-3)-b-glucano sintetasa, implicada en la 

biosíntesis del 1,3 βD glucano [13,14].  Se ha descrito que la ruta de señalización 

Calmodulina/Calcineurina está implicada en múltiples procesos biológicos entre los 

cuales se encuentra la respuesta a antifúngicos, y que al inhibir la vía con 

medicamentos o construyendo mutantes de la misma, se logra retornar de un 

fenotipo resistente a un fenotipo sensible [8]. El factor de transcripción Crz1, 
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identificado por primera vez en la levadura S. Cerevisiae como un mediador de los 

cambios dependientes a calcineurina  en la expresión génica, en C. glabrata modula 

la biosíntesis de la pared celular, síntesis de proteínas de choque térmico, 

patogénesis, homeostasis. En mamíferos el homólogo del factor de transcripción 

Crz1 es el factor nuclear de las células T activadas (FNAT) [15]. Regulador de 

múltiples procesos celulares, incluidos activación de linfocitos T, diferenciación de 

neuronas, fecundación y contracción muscular. Teniendo en cuenta lo anterior se 

puede afirmar que la vía Cam/Cal es un promisorio blanco terapéutico; sin embargo, 

al estar presente tanto en las levaduras como en lo humanos es necesario buscar 

blancos selectivos en la levadura para proponer nuevas estrategias terapéuticas. Es 

por esto, que en este trabajo se pretende construir mutantes para el factor de 

transcripción Crz1 (presente en la levadura, pero no en el humano) de la vía 

Cam/Cal implicada en la resistencia a Caspofungina para posteriores estudios 

enfocados en el diseño de nuevas dianas terapéuticas.   

En el tratamiento de las micosis, los antifúngicos disponibles son limitados: 

(análogos de pirimidina, polienos, azoles y equinocandinas), su toxicidad, eficacia y 

la aparición de resistencia, limita los tratamientos exitosos en los pacientes. Aunque, 

estos fármacos se dirigen a distintas vías fúngicas, existe una necesidad urgente de 

desarrollar nuevos antifúngicos que sean más eficaces, específicos para hongos, 

con toxicidad reducida o nula y, al mismo tiempo, no induzcan resistencia. Con la 

obtención de una mutante del factor de transcripción CRZ1 de la vía Cam/Cal en 

cepas de C. glabrata resistentes a caspofungina, se espera modular la resistencia y 

la patogenicidad de la levadura, permitiendo diseñar y evaluar nuevas moléculas 

que estén direccionadas de forma selectiva, evaluándose como moléculas altamente 

efectivas o como  moléculas coadyuvadores de los antifúngicos, generando 

alternativas de tratamiento para pacientes que cursan infecciones fúngicas invasivas 

por cándidas resistentes. 
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4. REFERENTES CONCEPTUALES 

 

3.1) Candida glabrata  

C. glabrata es la segunda especie más prevalente aislada en candidemias, con una 

tasa de mortalidad hasta del 50% [16]y  es el agente infeccioso más común en 

pacientes neoplásicos y adultos mayores [16]. Se sabe muy poco sobre la virulencia 

de esta especie, y prácticamente no se sabe nada sobre las defensas del huésped 

dirigidas contra el organismo. A diferencia de C. albicans, C.glabrata no es dimórfica 

por lo cual no genera pseudomicelios durante su proceso de patogenicidad, posee la 

capacidad de asimilar solamente glucosa y trehalosa, lo que permite su identificación 

in vitro [17]. Por otro lado esta especie se ha convertido en un importante patógeno 

debido a su difícil tratamiento, ya que presenta una alta tasa de resistencia a los 

antifúngicos. Actualmente, para el tratamiento invasivo de candidiasis se recomienda 

fluconazol o una equinocandina como terapia de primera línea [18], sin embargo, la 

resistencia de C. glabrata a las equinocandina es un problema emergente y se ha 

asociado con mutaciones en los genes FKS1 y FKS2 [13]. Estos genes codifican la 

subunidad principal del complejo (1,3) -β-d-glucano sintasa, que permite la síntesis 

de (1,3) -β-d-glucano, el principal componente de la pared celular [19].  

 

3.2) Características Biológicas de C. glabrata  

C. glabrata es un microorganismo unicelular que posee una reproducción asexual 

por gemación mediante la producción de blastoconidias que dan origen a otra célula, 

genéticamente idéntica a la célula progenitora. Dentro de las estructuras más 

importantes en la levadura, se encuentra la pared celular, la cual es la fracción más 

externa de la levadura y que tiene la función de actuar como una barrera protectora 

y permeable, para evitar que la célula sufra daños osmóticos o físicos, además 

brinda forma y le confiere rigidez a la célula [19].  Esta estructura fúngica, está 

formada por polisacáridos como β -glucanos, quitina y en una menor proporción por 

manoproteína, siendo los β–glucanos, el principal blanco terapéutico para las 

infecciones. Esta levadura posee 13 cromosomas, es un microorganismo haploide y 

solo se conoce el 4,48% de la función de las proteínas codificadas por su genoma 

[20]. 
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3.3) Tratamiento  

Para el tratamiento de las infecciones causadas por esta levadura se usan  

antifúngicos que atacan diversas moléculas presentes en la levadura, causando su 

muerte en el hospedero. Dentro de los antifúngicos hay diferentes grupos de los 

cuales los azoles y las equinocandinas son usados para el tratamiento de las 

infecciones causadas por C. glabrata. Los azoles se conforman por imidazoles y 

triazoles, moléculas heterocíclicas que actúan como fungistáticos frente a la 

especies de candida. Actualmente, en el ámbito clínico se encuentran disponibles en 

el grupo de los triazoles para combatir infecciones fúngicas profundas el fluconazol, 

itraconazol, voriconazol y posaconazol. El mecanismo de acción de este grupo de 

antifúngicos consiste en inhibir la síntesis de ergosterol, utilizando como diana la 

enzima lanosterol desmetilasa, lo que genera una inhibición en la producción de 

oxígeno impidiendo la demetilación del lanosterol y provocando acumulación del 14-

α-metil-3,6-diol el cual es un esterol tóxico que produce estrés en la membrana 

celular [21].  

El otro grupo de antifúngicos utilizado en clínica para el tratamiento de las 

infecciones causadas por C. glabrata, son las equinocandinas; dentro de este grupo 

se encuentran la anidulafungina, caspofungina y micafungina. La anidulafungina fue 

la primera en ser aislada en el año 1974, posteriormente caspofungina en 1989 y por 

último la micafungina en 1990. Estos compuestos fueron impulsados en el mercado 

en 2005 debido al incremento en la resistencia a los antifúngicos ya existentes 

(azoles y polienos) en las micosis invasivas [22]. Estas son moléculas lipopeptídicas 

obtenidas de forma natural de algunos hongos y modificadas, posteriormente en el 

laboratorio; tienen como blanco terapéutico la enzima involucrada en la síntesis de la 

pared celular 1, 3-β- D glucan-sintasa [23] en las subunidades Fks1 o Fks2; La 

interrupción de esta enzima da como resultado la pérdida de la integridad de la 

pared celular generandose así un estrés severo de la pared  en la célula fúngica 

provocando la lisis celular por edema, teniendo así, este antifúngico una actividad 

fungicida [24]. La caspofungina es una equinocandina utilizada con frecuencia en el 

ámbito clínico para combatir infecciones invasivas producidas por el género 

Candida; esta es sintetizada a partir del hongo Glarea lozoyensis la cual presenta un 

amplio espectro, con una vida media prolongada de 9 a 11 horas circulando por el 

torrente sanguíneo, unida a la albúmina y es metabolizada por vía hepática 
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mediante hidrólisis peptídica [22]. Este antifúngico es utilizado como terapia de 

primera línea para el tratamiento de candidiasis [13], por lo cual en los últimos años 

se ha incrementado la resistencia, debido a la presencia de mutaciones presentes 

en C. glabrata que hacen resistentes a estos microorganismos  al tratamiento [16]. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura  1: Mecanismo de acción de las equinocandinas. 
Tomado de: Shapiro et al 2011 doi: 10.1128/MMBR.00045-10 

 
3.4) Mecanismos de resistencia a caspofungina  

Debido al incremento del uso terapéutico de la caspofungina, se ha incremento la 

resistencia a este antifúngico en C. glabrata. Esta resistencia ha incrementado en los 

últimos años, debido a la presión selectiva producto del constante uso de estos 

antifúngicos como terapia. La resistencia adquirida por C. glabrata se debe a 

mutaciones en los genes FKS1 y FKS2, que codifican para las subunidades de la 

enzima 1, 3-β- D glucan-sintasa [25]. Estas mutaciones se realizan en puntos 

calientes de las proteínas Fks más específicamente en CgFks2; el primer punto 

caliente se encuentra en los aminoácidos (a.a) 659 - 667, y el segundo punto 

caliente se encuentra entre los a.a 1374 - 1581 [26]. Lo que genera un cambio en la 

estructura de la enzima, evitando así, que el antifúngico encuentre afinidad con la 

enzima y no se pueda unir a ella para cumplir con su mecanismo de acción. 

Diferentes vías de respuesta a estrés celular están implicadas en la resistencia a los 

antifúngicos, entre las cuales se encuentra la vía Cam/Cal, la cual está implicada en 

respuesta a las equinocandinas debido a que el factor de transcripción Crz1 de la 

vía, incrementa la expresión del gen FKS2.  
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3.5) Vía calmodulina/ calcineurina  

Se ha identificado que la vía Calmodulina/Calcineurina (calm/cal) está implicada en 

la respuesta a antifúngicos en C. glabrata, la cual, se activa mediante dos proteínas 

principales, la calcineurina y la calmodulina. La Calcineurina es una proteína serina-

treonina fosfatasa dependiente de calcio y calmodulina [27], desde su 

descubrimiento esta ha sido estudiada principalmente en mamíferos y en la levadura 

Saccharomyces cerevisiae, recientemente en hongos filamentosos y en otros 

microorganismos eucariotas como C. glabrata. Se ha descrito que alrededor de 87 

genes son dependientes de calcineurina; estos genes descritos están implicados en 

la biosíntesis de la pared celular, en la respuesta a estrés por cambios de 

temperatura, crecimiento en suero, homeostasis de cationes, morfogénesis, 

respuestas a medicamentos antifúngicos y la progresión del ciclo celular [26,28]. Por 

otro lado la Calmodulina está compuesta por dos subunidades; la subunidad Cna1 

con acción catalítica y la subunidad Cnb1 con función reguladora [29]. Cuando la 

levadura se encuentra en condiciones de estrés, utiliza el Ca2+ intracelular para 

activar la vía Cam/Cal. El Ca2+ se libera de las vacuolas por medio de canales 

vacuolares de calcio (Yvc1p) activando el canal Mid1-Cch1 permitiendo la entrada 

de Ca2+. El calcio en el citosol se une a la calmodulina (codificada por CAM1), la 

cual es  una proteína que cuenta con cuatro sitios de unión de alta afinidad a Ca2+, 

esta unión estimula un cambio conformacional de la proteína quedando la  

calmodulina activa, prosiguiendo con la cascada de activación, esta proteína se une 

con dominios de la calcineurina, interactuando con la subunidad catalítica (Cna1). 

Complementario a este proceso, la proteína chaperona Hsp90 (proteína de choque 

térmico), se une físicamente con la subunidad catalítica de la Cam/Cal, Cna1, 

preparándose para la activación. Una vez activada la subunidad catalítica, tiene 

acción fosfatasa, des-fosforilando al factor de transcripción Crz1, que se transloca al 

núcleo para inducir la expresión de diferentes genes.  
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Figura  2: Vía de señalización Calmodulina/Calcineurina. 
Diseñado por Andres Ceballos-Garzón PhD(c) 2016. 

 

3.6)  Factor de transcripción CRZ1 

El factor de transcripción Crz1 se encuentra corriente abajo de la vía calm/cal en el 

citosol; una vez este se activa por medio de una fosforilación mediante la subunidad 

Cna 1, se traslada hacia el núcleo celular y se une al promotor de genes llamado  

(CDRE) mediante dedos de zinc presentes en su estructura, iniciando así la 

activación de alrededor 87 genes, entre los cuales se encuentra de FKS2, implicado 

en la resistencia a la caspofungina [30].  

El homólogo en los mamíferos del factor de transcripción CRZ1 es el factor nuclear 

de las células T activadas (FNAT) [31], mediante comparación de secuencias, 

utilizando el algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool), con CRZ1 

(CAGL0M06831g C. glabrata CBS138),  este posee una identidad del 28% y una 
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cobertura de tan solo el 3%. Por lo que se le considera un posible Candidato 

terapéutico (figura 3). 

 

Figura  3: comparación de secuencias FNAT y CRZ1 utilizando el algoritmo BLASTn. 
 
3.7)  Sistema CRISPR- CAS9  

El sistema CRISPR-CAS se identificó como un sistema de inmunidad adaptativa en 

procariotas para defenderse contra moléculas de ADN exógeno que pudiera afectar 

el ADN de la célula, como lo son las infecciones por fagos ó plásmidos [32]. Al pasar 

los años, se realizaron muchos estudios para comprender la función del sistema en 

los procariotas y la estructuras de las moléculas implicadas en este sistema, pero 

fue hasta el 2012 que la canadiense Jennifer Doudna y la francesa Emmanuelle 

Charpentier reinventan el sistema CRISPR y lo modifican para convertirlo en un 

mecanismo eficaz y viable en el ámbito de la ingeniería genética [33]. Este sistema 

ha sido muy importante en el ámbito de alteración de genes puesto que ha 

revolucionado la forma de editar genes por su versatilidad para adaptarse a 

cualquier modelo celular, y la felicidad para el diseño del protocolo de edición 

comparado con otros métodos para alterar el ADN de una célula.    

3.7.1)  Clasificación del sistema  

El sistema CRISPR-CAS se divide en 2 clases; los de clase 1 son aquellos que 

necesitan un gran complejo de proteínas que realicen la acción de degradación del 

ADN mediante una secuencia de RNA guía, los de clase 2 son aquellos sistemas 

que necesitan de una única proteína endonucleasa efectora, guiada por un ARN 

para llevar a cabo la neutralización del genoma invasivo, como es el caso del 

sistema CRISPR-Cas9 y CRISPR-Cpf1 [34].  

  

FNAT C1 

FNAT C2 
CRZ 1 
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3.7.2)  Elementos del sistema CRISPR-CAS9  

Este sistema tiene dos elementos muy importantes para funcionar correctamente, 

entre estos se encuentra la endonucleasa Cas9, un secuencia corta de ARN y una 

secuencia PAM [35]. La endonucleasa consta de dos lóbulos: (REC) de 

reconocimiento y (NUC) de actividad nucleasas, el lóbulo REC consta de 2 dominios 

REC1 y REC2, mientras que el lóbulo NUC posee los dominios RuvC, HNH y PI  que 

reconoce la secuencia PAM en la secuencia de ADN de interés a mutar [36]. Esta 

proteína endonucleasa va a realizar su actividad mediante los dominios RuvC y HNH 

tres nucleótidos corriente arriba de la secuencia PAM. 

 

   B  
     

 

 

 

 

C 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura  4: A) gen CRISPR, B) sgRNA, C) conformación Cas9 con sgRNA, ADN, secuencia 
PAM. Tomado de (Wang, La Russa & Qi et al.  2016. Nishimasu et al., REVISTa 2014) 

 
El ARN guía (sgRNA) consta de un ARN quimérico que conserva dos características 

fundamentales: una secuencia en el lado 5 'que determina el sitio diana del ADN de 

interés a mutar mediante emparejamiento de bases Watson-Crick (crRNA) y una 

5’ 

3’ 
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estructura de ARN dúplex en el 3’ lado que se une a Cas9 (tracrRNA) [37]. 

La secuencia PAM se ubica en el ADN de interés, para estabilizar el punto de corte 

de la secuencia, interactuando con el dominio PI de la endonucleasa Cas9. Así, con 

solo estos elementos se elimina o modifica el DNA defectuoso o no deseado [37]; la 

secuencia PAM y la proteína Cas9 son siempre las mismas, independientemente del 

DNA que se quiera editar. 

3.7.3) Mecanismo de acción del sistema CRISPR-CAS9 

Para realizar la alteración genética en la levadura C. glabrata, se debe insertar un 

plásmido con el sistema CRISPR-Cas9. Una vez se inserta el plásmido, la levadura 

expresa la proteína Cas9, la cual se ensambla con la región tarcrRNA de sgRNA, la 

cual se ubica en el surco central entre los lóbulos REC y NUC; una vez se ensambla 

Cas9 con sgRNA, la proteína se une con una fracción de la secuencia de CRZ1 de 

la levadura que se desea modificar, mediante la región crRNA del sgRNA por 

complementariedad de bases formando un complejo tracrRNA:crRNA:ADN y Cas9. 

El dominio PI se une a la secuencia PAM corriente debajo de la secuencia homóloga 

al crRNA, el dominio HNH del lóbulo NUC se aproxima a la cadena complementaria 

de la secuencia diana provocando su escisión y lo mismo ocurrirá con el dominio 

RuvC con la cadena no complementaria. Como consecuencia, se va a dar una rotura 

de doble cadena (DSB) entre ambos dominios en el genoma de la levadura [38]. 

Una vez se genera el daño en ambas hebras del ADN, la levadura va activar sus 

mecanismos de reparación del DNA; en este caso va a utilizar el mecanismo de 

reparación de unión de extremos no homólogos (NHEJ) [39], esto ocurre cuando la 

célula no tiene un secuencia molde para reparar el ADN, por lo que la polimerasa 

inserta nucleótidos al azar y por medio de la ligasa, une los extremos producto de 

DSB, produciéndose inserciones ó deleciones que van a provocar una mutación en 

el genoma de la levadura [40]. 
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Figura  5: Sistema CRISPR-Cas9 tomado de : http://www.addgene.org/crispr/guide/ 

5. ANTECEDENTES 

Desde que la canadiense Jennifer Doudna y la francesa Emmanuelle Charpentier 

convierten el sistema CRISPR-CAS en un mecanismo eficaz y viable en el ámbito de 

la ingeniería genética, muchos grupos de investigación lo han utilizado para realizar 

mutaciones y variaciones genéticas en levaduras; en el 2016 un grupo de 

investigación implementó el sistema CRISPR-CAS9 en cepas de C. glabrata, para 

realizar recombinación genética con genes de S. cerevisiae. En este estudio 

evaluaron la variabilidad del sistema CRISPR-CAS9, al realizar la recombinación de 

dos genes en C. glabrata y obtuvieron el siguiente resultado:  

Al realizar la recombinación genética del gen XTAG con el sistema CRISPR-Cas9 se 

ve una diferencia en la frecuencia de recombinación al cambiar el número de pares 

bases utilizados en el sgRNA (20 - 200 pb); en este experimento se observa que la 

frecuencia de recombinación, es mayor si se utiliza un sgRNA de 200pb con 

respecto a un sgRNA de 20pb. Al realizar el mismo estudio con el gen HIS3, no se 

ve una diferencia en la frecuencia de recombinación al cambiar el número de pares 

bases utilizados en el sgRNA; en este experimento se observa cambios significativos 

en la frecuencia de recombinación , debido a que es muy similar si se utiliza un 

sgRNA de 200pb a un sgRNA de 20pb. Este estudio evidencia, que el sistema 

CRISPR-Cas9 funciona en la levadura C. glabrata, debido a que logra realizar el 

cambio genético esperado, sin embargo es un sistema variable, debido a que según 
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el gen que se quería recombinar, la longitud del sgRNA influía en el resultado [41].  

Por otro lado, muchos grupos de investigación tienen como interés el estudio de la 

vía Cam/Cal para comprender su importancia de la patogenicidad de las levaduras. 

En 2009 el grupo de investigación del departamento de genética molecular de la 

universidad de Toronto y colaboradores, realizaron un estudio, comparando 

levaduras de C. albicans con diferentes mutaciones en las principales proteínas de 

esta vía, con una cepa Wild Type (WT); en este estudio se obtuvo el siguiente 

resultado: 

 

 

 

 

 

Figura  6: Crecimiento mediante spot assay de C. albicans y mutantes de la vía Cam/Cal en 
medio YPD y en medio YPD + Micafungina tomado de : (Singh SD, Robbins et al. 2009) 

Se puede evidenciar que la mutante Crz1 Δ/ Crz1 Δ, tiene un crecimiento similar a la 

cepa WT, lo que evidencia, que la mutación del factor de transcripción Crz1, es 

viable y no tiene ningún efecto en el crecimiento normal de la levadura; por otro lado 

al exponer las cepas a la equinocandina micafungina, la mutante de Crz1 reduce su 

crecimiento considerablemente con respecto a la WT, lo que evidencia que el factor 

de transcripción Crz1 está implicado en la resistencia al antifúngico  [42].  
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6. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Obtener mutantes del factor de transcripción Crz1 en Cepas de Candida glabrata 

resistentes a Caspofungina aisladas de muestras clínicas mediante el sistema 

CRISPR-Cas9.  

4.2 Objetivos específicos 

• Realizar una búsqueda sistemática de la literatura sobre la implementación 

del sistema CRISPR-Cas en la edición genética de levaduras, usos y ventaja. 

• Realizar el Diseño Bioinformática para la construcción de mutantes del factor 

de transcripción CRZ1 en aislamientos de C. glabrata. 

• Caracterización fenotípica de mutantes del factor de transcripción CRZ1 en 

aislamientos de C. glabrata resistentes a Caspofungina aisladas de muestras 

clínicas mediante el sistema CRISPR-Cas9. 

7. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Es posible mediante el sistema CRISPR-Cas9 construir mutantes para el factor de 

transcripción CRZ1 de C. glabrata resistentes a caspofungina?  

8. METODOLOGÍA 

Objetivo 1. Realizar una búsqueda sistemática sobre la implementación del sistema 

CRISPR-Cas en la edición genética de levaduras, usos y ventaja. 

Diseño experimental búsqueda sistemática sobre la implementación de CRISPR-Cas 

en la edición génica de levaduras. 

Actividades. Materiales y Condiciones. 

 
1. Estrategia de búsqueda 

 
Se consultaron las bases de datos Pubmed, Lilacs y google 
academic (Anexo 1). Los criterios de inclusión fueron todos los 
artículos que incluyeran el sistema CRISPR/Cas en levaduras, 
no se utilizó restricción de fecha, se consultaron solo artículos 
en inglés y español, las búsquedas se realizaron por medio de 
términos MeSH y operadores booleanos, los términos de 
exclusión fueron otros microorganismos diferentes a levaduras 
y otras metodologías de edición de genomas. 
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2. Selección de los artículos 

 
Se realizó según la metodología PRISMA, consiste en un 
conjunto mínimo de elementos, basados en evidencias, para 
ayudar a presentar informes de revisiones sistemáticas, es útil 
para la valoración crítica de artículos. Los artículos fueron 
evaluados y verificados de manera independiente por cuatro 
evaluadores teniendo en cuenta el título, resumen y lectura de 
artículos (Ver gráfico prisma Anexo 2). 
 

3. Análisis de artículos 
Se clasificaron los artículos según el tipo  de estudio, especie 
de levadura y tipo de tecnología CRISPR/CAS. Los datos 
fueron tabulados en el programa de Excel. 

 

Objetivo 2. Construcción Bioinformática para la construcción de mutantes del factor 

de transcripción CRZ1 en aislamientos de C. glabrata. 

Diseño experimental para construcción Bioinformática 

Actividades. Materiales y Condiciones. 

 
1. Diseño del sgRNA y plásmido 

1.Conocer la secuencia completa del gen CRZ1 de C.glabrata 
2. Se utilizó la plataforma bioinformática http://charn-ibmc.u-
strasbg.fr:8080/casting.html para la seleccionar el sgRNA con 
score de eficiencia más alto. 
3. Diseñar y sintetizar plásmido con marcador de selección 
(fluorescente)  y con el sistema CRISPR utilizando un vector  
con sistema Cas9-sgRNA. 

 

 

 

Objetivo 3.  Caracterización fenotípica de mutantes del factor de transcripción CRZ1 

en aislamientos de C. glabrata resistentes a Caspofungina aisladas de muestras 

clínicas mediante el sistema CRISPR-Cas9. 

 

La caracterización fenotípica de las mutantes del factor de transcripción CRZA1 se 

realizará en tres aislamientos clínicos de C. glabrata (Tabla 1). Los microorganismos 

se obtuvieron de dos estudios metacéntricos en el Hospital Universitario San Ignacio 

(HUSI) y en muestras clínicas del Hospital Centro Universitario Hospitalario de 

Nantes, Francia (CHU).  

Tabla 1. Material biológico  

Numero de referencia Susceptibilidad a Caspofungina 

ATCC2001 Susceptible 

PUJ/HUSI 0916 Susceptible 

CHU-Nantes 1875 Resistente 
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CHU-Nantes 1256 Resistente 

 
 
Diseño experimental para construcción in vitro. 

Actividades. Materiales y Condiciones. 
 
Construcción de mutantes  

 
1. Transfección de las levaduras con (LiOAc) y choque térmico  
2. Selección por fluorescencia de los microorganismos 
mutados. 
3. Screening de la mutación con PCR y secuenciación de los 
productos. 
4. Secuenciación de genoma completo de las mutantes. 
5. Caracterización fenotípica: susceptibilidad. 

 
 
 

1. Transfección de la levadura: 

Para transformar las levaduras se preparará un pre-cultivo de las células Tabla 1 

en medio YPD durante la noche, en el día dos, se inocularán en 4ml de medio YPD 

200µl de las células pre cultivadas anteriormente y se dejarán en agitación a 30°C, 

220 rpm entre 3 a 5 horas. Luego se centrifugarán a 4000 rpm durante 5 minutos a 

temperatura ambiente y se desechara el sobrenadante, después, se lavarán las 

células con 4ml de agua estéril y se centrifugaran a 4000 rpm durante 5 minutos a 

temperatura ambiente.  

Las células previamente lavadas y preparadas para la transformación se les 

agregará 1ml de acetato de litio 0.1M (LiOAc). Seguido de centrifugación a 

13,000rpm durante 15 segundos, se adicionarán 200µl de LiOAc 0.1M, agitando y 

se dividirá en alícuotas de 50µl. A esto se le agregará la mezcla de transformación: 

• 50 µl de ADN de esperma de salmón (ssDNA) (2 mg/ml)  

• 34 µl de plásmido 100ng. 

• 240 µl PEG50%  

• 36 µl de LiOAc 1M 

• Total= 360µl  

Se realizará la transformación de las levaduras por choque térmico a 42°C durante 

40 minutos, seguido de centrifugación a 6,000rpm durante 1 minuto, y se realizará 

la siembra del pellet en medio de cultivo Sabouraud a 37°C por 24hrs.  

 

2.  selección de cepas mutadas: 
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Las células transformadas contaran con el marcador de selección YFP presente en 

el plásmido insertado (pCYC1). Se observará el cultivo bajo luz UV, y se 

seleccionaran las colonias fluorescentes. 

 

3. Screening de la mutación con PCR y secuenciación:  

Una vez aisladas las cepas que expresan el marcador de selección, se procederá a 

realizar extracción de ADN y posteriormente PCR para evidenciar la mutación; el 

fragmento obtenido de la PCR debe ser de menor tamaño en las mutantes que en 

la cepa Wild Type (WT) debido a que se debe evidenciar un cambio en el tamaño 

amplificado del gen CRZ1. Seguido realizara extracción de ADN y se enviara a 

secuenciación de genoma completo.  

 4. Características fenotípicas: se evaluará susceptibilidad de las mutantes del 

factor de transcripción, comparando los resultados de los aislamientos sin mutar. 

Siguiendo los lineamientos de CLSI para micro-dilución y patogenicidad en el 

modelo invertebrado de Galleria mellonella. 

 

*Susceptibilidad antifúngica: la prueba de susceptibilidad antifúngica se llevó a cabo 

utilizando el método de microdilución en caldo, siguiendo las directrices del Instituto 

de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI M27-A3) [43]. Las concentraciones 

de Caspofungin (Sigma) oscilaron entre y 0,0313-16 µg/ml. Las concentraciones 

minimas inhibitorias CIM se determinaron visualmente después de 24 h teniendo en 

cuenta la concentración más baja de fármaco que causó una disminución 

significativa MIC-2 o ≥50% (CAS) en comparación con la del control de crecimiento 

sin fármaco. El control de calidad se aseguró mediante la validación de la prueba 

con las cepas recomendadas por CLSI C. parapsilosis ATCC 22019 [44] 

 

*Modelo invertebrado G. mellonella: los aislamientos fueron cultivados en agar 

Sabouraud por 24 horas a 37°C. Se suspendieron colonias con un asa estéril en 

solución salina tamponada con fosfato (PBS), se contaron en hemocitómetros 

1.5x109 células/mm3. Se inocularon 10 larvas por aislamiento por experimento, más 

10 larvas para cada control (absoluto, desinfección e inoculación) en su última pata 

izquierda volumen final de 10µL usando una jeringa BD de 0,5mL, se incubaron a 

37°C y los datos de viabilidad se obtuvieron mediante el seguimiento en intervalos 
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de 24 horas durante 10 días en donde se determinó el resultado de supervivencia 

evaluado mediante gráfica de Kapplan-Meier usando el programa Prisma. Se 

consideraron muertas cuando no hubo una respuesta al tacto. 

 

Nota: la caracterización fenotípica se realizo en los aislamientos de C. glabrata 

antes descritos en material biológico, no se logró realizar la mutante del factor de 

transcripción CRZ1 para estos aislamientos por ende tampoco la caracterización 

fenotípica.  

9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Objetivo 1. Realizar una búsqueda sistemática sobre la implementación del sistema 

CRISPR-Cas en la edición genética de levaduras, usos y ventaja. 

 
Resultados de la búsqueda: se identificaron 91 artículos por Pubmed, 9 en Lilacs y 

120 en Google academic (Anexo 1). Después de leer los 91 títulos se seleccionaron 

84 artículos para su posterior evaluación por resumen de los cuales se excluyeron 

42 artículos y se seleccionaron 42 para su lectura completa, de estos 13 fueron 

clasificados como tipo de tecnologías CRISPR-Cas y 29 artículos por usos y 

ventajas de la edición genética en levaduras por CRISPR/Cas (Anexo 2).   

Estudio de edición de genomas por CRISPR-Cas en levaduras de importación 
industrial y clínica. 

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares capaces de colonizar 

variados ambientes ricos en compuestos de carbono. La investigación biológica de 

estos microorganismos, se centran en su importancia industrial y clínica. La mayor 

parte de las levaduras empleadas en la industria son Hemiascomycetales del género 

Saccharomyces, son utilizadas en la industria de alimentos, farmacéutica entre otras 

aplicaciones [45] En el pasado, las infecciones invasivas por hongos eran lo 

suficientemente raras para considerarse que los esfuerzos en investigación debían 

dirigirse a estas patologías [46]. Hoy en día, el estudio de hongos patógenos es de 

gran importancia debido al aumento de casos clínicos y los pocos antifúngicos 

disponibles, además, que existen debilidades en el espectro, potencia, seguridad y 

farmacocinética de los fármacos antifúngicos existentes. Varias de las 
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investigaciones sobre el estudio de estos patógenos se centran en la patogenicidad, 

virulencia, diferenciación de las células fúngicas de las células de hospederos 

mamíferas, esto por su gran similitud entre el genomas, vías metabólicas y de 

señalización, entre otras [47]. En la presente revisión describimos dos especies de 

levaduras de importancia clínica, Candida sp y Cryptococcus neoformans, además, 

de especies de importancia industrial como Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia 

lipolytica y Schizosaccharomyces pombe. 

Levaduras de importancia clínica  

Candida: es un género de levaduras que causa candidemia en pacientes 

inmunocomprometidos; esta infección oportunista tiene una incidencia a nivel 

mundial de alrededor de 700,000 casos por año [48]. Aunque le genero cuenta con 

alrededor de 20 especies patógenas humanas, el sistema CRISPR-Cas9 a la fecha 

ha sido utilizado en tan solo tres especies C. albicans, C. glabrata y C. parapsilosis. 

En un estudio en C. albicans mutaron el gen ADE2 (gen que codifica la 

fosforibosilaminoimidazol carboxilasa) implicado en virulencia, en donde encontraron 

que la escisión dirigida por CRISPR puede ocurrir lejos de los sitios de 

recombinación en C. albicans, la escisión interna en una región de codificación se 

puede utilizar para crear una eliminación completa del gen., y además encontraron 

que los mutantes homocigotos generados por CRISPR pueden surgir a través de 

eventos de conversión de genes entre alelos, un resultado que enfatiza la necesidad 

de validación de fenotipos mutantes con este sistema [49].  

 

El sistema CRISPR-Cas9 fue usado para para modificar los genes ADE2, MET15 y 

SOK2, de C. glabrata ubicados en distintos cromosomas y lo compararon con un 

método tradicional de edición genética (utilizando un casette SAT1). Evidenciaron 

que el sistema CRISPR, tiene una eficiencia 3 veces mayor a la del método 

tradicional, además evidenciaron que la eficiencia de CRISPR varía según el gen 

diana, debido que la eficiencia fue mayor para MET15 en comparación de ADE2. 

Además, que la eficiencia del sistema vario en el mismo gen dependiendo de la 

secuencia sgRNA utilizada [50].  
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La mutación de dos genes que codifica para una aspartil proteasa anclada a GPI 

involucrada en el proceso de infección de C. glabrata y el gen serina/treonina 

quinasa se desarrollaron en el sistema CRISPR-Cas9, además se implementó en el 

modelo de D. melanogaster. Se evidenciado que las mutantes fueron menos 

virulentas que las cepas WT, concluyendo así que estos dos genes deben participar, 

directa o indirectamente, en el proceso de infección de C. glabrata in vivo. CRISPR-

Cas9 es una herramienta útil para evaluar el papel potencial de los genes 

candidatos en la infectividad de C. glabrata en modelos de infección. Lograron 

aumentar la eficiencia de la recombinación homóloga en C. glabrata y evidenciando 

que la frecuencia de recombinación variaba al cambiar el número de pares de bases 

utilizados en el sgRNA [51]. 

 

El desarrollo de modificaciones en el sistema CRISPR-Cas9 es frecuente, estas 

modificaciones dependen en gran medida de las características genotípicas 

conocidas del microorganismo. En C. parapsilosis se desarrolló un sistema de 

edición que consistía en un solo paso de transformación, expresando el 

gen CAS9 solo cuando el plásmido estaba presente, además esta modificación 

permite eliminar fácilmente las cepas transformadas. Es el primer sistema 

aplicado en C. parapsilosis utilizando como marcador la resistencia a la 

nourseotricina en el cual editaron los genes (URA3 y ADE2) mediante 

transformación consecutiva con dos plásmidos que expresan diferentes sgRNAs 

para aumentar la eficiencia de la edición génica. Ese sistema de 

edición/eliminación de genes pudo usarse fácilmente y podría aplicarse para 

generar un gran número de knocko uts genéticos [52] 

 

Cryptococcus neoformans: la criptococosis es una micosis oportunista, adquirida por 

la inhalación de propágulos fúngicos presentes en el ambiente; es una infección 

potencialmente fatal que afecta los pulmones y el sistema nervioso central (SNC), 

tanto en personas inmunosuprimidas, como inmunocompetentes [53]. La infección 

es causada por dos especies, a saber: 1) Cryptococcus neoformans var. grubii 

(serotipo A), var. neoformans (serotipo D) y un híbrido correspondiente al serotipo 

AD y 2) Cryptococcus gattii (serotipos B y C). Estas especies presentan diferencias 

fenotípicas, genotípicas y epidemiológicas, así como en su distribución geográfica, 

además, es una micosis que presenta tropismo por el SNC causando meningitis, se 
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han descrito diferentes factores de virulencia implicados en la patogenicidad como el 

tamaño capsular y la producción de melanina [54]. Por lo anterior mencionado 

diversas investigaciones se han centrado en el establecimiento del sistema CRISPR-

Cas9 para realizar la eliminación selectiva de genes y la complementación de genes 

para estudios de virulencia y patogenicidad en Cryptococcus neoformans.  

Esta levadura presenta una baja frecuencia de recombinación homóloga, 

especialmente para las cepas de serotipo D [55], lo cual ha obstaculizado los 

estudios de genética molecular. En el 2016 Arras S, y colaboradores evaluaron el 

uso de CRISPR Clase 2 para el estudio de la patogenicidad en Cryptococcus 

neoformans. Inicialmente expresaron un derivado del Streptococcus 

pyogenes nucleasa Cas9 en C. neoformans y demostraron que no tiene efecto en el 

crecimiento, además, evaluaron la producción de factores de virulencia en un 

modelo murino. Probaron CAS9 en combinación con múltiples ARN de guía 

de autoescisión dirigidos al gen ADE2 que codifica la fosforribosilaminoamidazol 

carboxilasa, lo que reveló que la funcionalidad de CRISPR 

en C. neoformans depende de que el constructo CAS9 se integre de manera estable 

en el genoma, mientras que la expresión transitoria del ARN guía es suficiente para 

aumentar las tasas de recombinación homóloga. Además, la presencia de la 

nucleasa CRISPR no influye en la virulencia en un modelo murino, demostraron con 

éxito que este sistema es compatible con los estudios de patogenicidad 

en C. neoformans [56]. 

 

Cuando el sistema CRISPR-Cas9 persiste en las células huésped, pueden 

producirse efectos fuera del objetivo y citotoxicidad de Cas9, lo que podría bloquear 

la manipulación genética realizada. Este sistema es un método poderoso para 

realizar mutagénesis dirigida en organismos que presentan bajas frecuencias de 

recombinación y para estudios de genómica funcional. Wang Y., y colaboradores 

informaron de un método para eliminar de forma espontánea el sistema CRISPR-

Cas9 sin afectar su robusta función de edición. Expresaron el ARN guía único bajo el 

conductor de un promotor U6 endógeno y la endonucleasa Cas9 optimizada en 

codón humano con un promotor ACT1. Este sistema genero de manera eficiente la 

alteración génica a través de la reparación dirigida por homología por 

electroporación en la levadura, se demostró la eliminación espontánea del sistema a 
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través de una disposición cis de expresión CRISPR-Cas9, lo que permite la 

validación de funciones genéticas mediante complementación posterior y tiene el 

potencial de minimizar los efectos fuera del objetivo [57].  

 

La transformación biolística en C. neoformans, es una herramienta utilizada para la 

edición del genoma donde el ADN introducido se hereda de forma estable, la 

eficiencia de transformación y la tasa de integración homóloga (aproximadamente 1–

10%) son bajas, una herramienta útil que aumenta la tasa de transformación y de 

integración en la edición de genomas de esta levadura fue el desarrollo de 

Transient CRISPR (repetición palindrómica corta agrupada regularmente 

interplazada) -Cas9 junto con el sistema de electroporación (TRACE), se integró 

eficiente en el genoma debido a las roturas de doble cadena creadas en sitios 

específicos por el sistema CRISPR-Cas9 y la alta eficiencia de transformación de la 

electroporación. Este sistema puede eliminar eficazmente múltiples genes en una 

única transformación. Los ADN introducidos pueden insertarse en un sitio genético 

designado sin ninguna secuencia homóloga, lo que abre muchas otras aplicaciones 

[58].  CRISPR puede ser empleado como una herramienta para la interrupción de 

genes de alta eficiencia en C. neoformanos, es un sistema útil para comprender este 

organismo y su patogenicidad. 

 

Levaduras de importancia industrial en procesos biotecnológicos 

Saccharomyces cerevisiae: es la levadura más utilizada en procesos industriales, 

seguida por S. bayanus y S. pastorianus. Además, es la levadura mejor estudiada 

tanto en sus características fisiológicas como genéticas, incluso fue la primera célula 

Eucariota en ser secuenciada [59]. En la industria se ha implementado la edición de 

su genoma para optimizar procesos, edición de genes para cepas específicas, entre 

otras aplicaciones. Se han realizado estudios utilizaron la tecnología CRISPR-Cas9 

para reducir el carbamato de etilo (EC), un carcinógeno potencial, que se forma 

durante el proceso de fermentación del etanol en esta levadura, realizando un 

“knock out” del gen CAR1 implicado en el proceso de síntesis de EC, sin dejar genes 

marcadores de antibióticos o cualquier secuencia residual en las cercanías del gen 

CAR1. Para realizar la inactivación del gen, introdujeron una mutación sin sentido 

reemplazando el codón de inicio de glicina (Gln) por un codón de parada (TAA) por 

recombinación homologa y diseñaron otro experimento realizando el knock out 
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tradicional por NHEJ eliminado 1002 pb del gen. Para lograr el objetivo utilizaron dos 

plásmidos uno que contenía el sistema CRISPR y otro que contenía el sgRNA como 

se muestra en la figura 3. Evidenciaron que la inactivación mediada por CRISPR-

Cas9 del gen CAR1 condujo a una reducción significativa de la actividad específica 

de la arginasa, urea y EC. Al comparar el fenotipo de las mutantes con cepas tipo 

silvestre no observaron diferencias estadísticamente significativas en el crecimiento 

de la levadura en el cultivo, ni en el porcentaje de consumo de glucosa y producción 

de etanol, lo que evidencia que la mutación no afecto el rendimiento industrial de la 

producción y por lo contrario si redujo en un 60% los niveles de EC en el cultivo [60].   

 

 
 

figura 7 : diseño experimental de la tecnología CRISPR-Cas9 para reducir el carbamato de etilo (EC) 

en S. cerevisiae a) cambio del codón B) elimina pb.  (Chin YW, Kang WK et al. 2016) 

 

En los últimos años se han generado nuevos diseños de CRISPR, en S. cerevisiae. 

Dashko S y colaboradores en el 2018, implementaron una nueva familia de 

endonucleasas programables por CRISPR-Cas clase II. Usando la endonucleasa 

Cpf1 constitutivamente expresado de Francisella novicida (Fn Cpf1), puede mediar 

la escisión de ADN guiada por ARN en loci genómicos específicos. Al evaluar esta 

nucleasa, evidenciaron que esta no es toxica para la levadura y no interfiere en el 

crecimiento en el medio de cultivo. Determinaron que la secuencia PAM que 

reconoce esta endonucleasa es TTN y que Fn Cpf1 es capaz de realizar una edición 

dirigida guiado por un crRNA y a su vez realizar mutaciones puntuales en el gen 

ADE2 insertando un codón de parada. Fn Cpf1 mostro una eficiencia de hasta el 

100% para la reparación de recombinación de ADN [61].  
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Un método novedoso para la edición del genoma por CRISPR-Cas9 en S. 

cerevisiae, consiste en introducir un sitio de corte en una ubicación genómica 

específica, seguida de la integración de una secuencia editada en la misma 

ubicación de una manera sin cicatrices. Editaron secuencias del 

promotor GAL1 y GAL80, lograron sobre-expresar ambos genes en la levadura, 

evidenciaron que la producción de agrosa era proporcional a la fluorescencia emitida 

por el marcador, para lograr ese método tuvieron que insertar de forma sintética la 

secuencia PAM en la región cercana al promotor para lograr que el sistema CRISPR 

identificará el sitio en el cual se debía insertar para estimular el promotor y sobre-

experesar el gen [62]. También se han desarrollado protocolos que producen 

integraciones sin cicatrices y sin marcadores de ADN utilizando un sgRNA de 20pb 

inmediatamente seguido a la secuencia PAM (NGG) [63]. 

 

Se han generado sistema multiplex CRISPR-Cas9 para la ingeniería del genoma de 

hasta 5 loci genómicos diferentes en un solo paso de transformación en la levadura, 

con esta metodología Jakočinas T y colaboradores en el 2015, lograron 

sobreexpresar 41 veces el  mevalonato, importante metabolito intermediario en la 

biosíntesis de colesterol en cepas mutadas, lo que hace de esta metodología una 

herramienta útil para aumentar la producción de una molécula industrial [64]. Se han 

generado bibliotecas de plásmidos de integración de alta eficiencia para ser 

implementados en el sistema CRISPR-Cas9. El instituto DOE Joint BioEnergy, 

Emeryville de California emplearon un conjunto de herramientas cloning-free que 

permite la modificación genética rápida y fácil de cepas en S. cerevisiae, utilizando 

diferentes plásmidos, los cuales presentaron una eficiencia por encima del 95% en 

23 loci genómico caracterizados. El kit de herramientas descrito en este trabajo 

proporciona un enfoque rápido para examinar múltiples contextos de expresión 

génica simultáneamente [65]. 

 

En Dinamarca desarrollaron kit con vectores EasyClone‐MarkerFree utilizando el 

sistema CRISPR/Cas9 que facilita la integración de casetes de expresión 

linealizados en loci genómicos definidos, expresando el (sgRNA) a partir de un 

conjunto de vectores auxiliares de ARNG. Usando ese conjunto de vectores de 

ingeniería genómica, se obtienen inserciones simples con 90-100% y triples con 60-
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70% de eficiencia de focalización. El kit de herramientas vectoriales EasyClone‐

MarkerFree se puede usar para introducir simultáneamente uno a tres casetes de 

integración en el genoma de S. cerevisiae, sin el uso de marcadores de selección. 

Los casetes de integración se pueden construir para la sobreexpresión de uno o dos 

genes por sitio de integración;  en ese estudio, integraron con éxito hasta seis genes 

en una sola transformación con una eficiencia de focalización del 60 al 70% [66].  

 

Utilizando el sistema CRISPR-Cas9 integraron por recombinación homóloga (HR) 

los genes XYL1, XYL2 y XYL3 en los loci PHO13 y ALD6 (implicado en la 

producción de acetato), para lograr la sobreexpresión de genes heterólogos y la 

anulación de genes endógenos simultáneamente en cepas de S. cerevisiae. Para la 

construcción de la cepa mutada, utilizaron los sgRNA dirigidos a PHO13 y ALD6 de 

forma secuencial para reemplazar los genes; en el estudio sugieren que el proceso 

de integración secuencial se puede acortar en una transformación con un plásmido 

que lleva ambos sgRNA juntos a través de métodos múltiplex. Todo lo anterior se 

realizó para poder generar a nivel industrial cepas que tengan mayores niveles de 

fermentación y que no representen un peligro de salud pública, puesto que no 

presentan genes de resistencia insertados en el proceso de mutación [67].   

 

S. cerevisiae, se ha utilizado en procesos biotecnológicos, un ejemplo de esto es la 

evaluación a la resistencia a un antiparasitario contra el paludismo de la familia 

espiroindolonas, el inconveniente con este medicamento está en que vuelve menos 

activo por mutaciones en una ATPasa tipo P del parásito. Para comprobar este 

patrón en el parasito y que las mutaciones en la enzima ATPasa tipo P confiere 

resistencia, utilizaron el modelo celular de S. cerevisiae, mutaron (utilizando 

CRISPR) el gen que codifica una ATPasa de tipo P (ScPMA1 y ScYRR1) y 

expusieron las células mutadas a espiroindolonas (KAE609) para ver si estas 

adquirían la resistencia. Estos experimentos confirmaron que las mutaciones 

en ScPMA1 y ScYRR1 causan un aumento de 2.5 veces en la resistencia a 

KAE609, sin embargo, ScYRR1 no parece ser el objetivo principal de KAE609.  Por 

otro lado se demostró que la mutación de gen ScPMA1 es la molécula diana de a 

KAE609 y su mutación está relacionada directamente con la resistencia [68].  
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CRISPR en S. cerevisiae, es un sistema muy útil a nivel industrial, se ha 

implementado para la edición del genoma con diversos enfoques, se han inhibido la 

expresión de genes que producen una molécula nociva, también esta técnica se 

utilizó en la sobrexpresión de genes y en bioingeniería. S. cerevisiae, cuyo genoma 

y funcionalidad de sus genes son muy conocidos, es un modelo celular, muy útil 

para el diseño de nuevas metodologías con variante de CRISPR que permiten la 

mutación multiplex y abren la posibilidad de generar cepas más rentables para la 

industria en corto tiempo y de manera muy sencilla.  

 

Yarrowia lipolytica: esta levadura se ha convertido en un modelo interesante debido 

a su capacidad de almacenar grandes concentraciones de lípidos en su interior y su 

capacidad de secreción de proteínas para producir valiosos productos bioquímicos a 

nivel industrial [69]. Los trabajos en esta levadura se han centrado en sus 

características fisiológicas, metabólicas y genómicas, específicamente en la 

secreción de proteínas, para la utilización de sustratos hidrófobos y la biogénesis del 

peroxisoma, además, del estudio de moléculas implicadas en el dimorfismo, en 

entender la complejidad mitocondrial, la biogénesis del cuerpo lipídico y la 

homeostasis lipídica, se han realizado avances en el estudio de biología molecular 

logrando explicar el empalme de intrones y el empalme alternativo, entre otras [70].  

Al ser un microorganismo completamente secuenciado y con grandes ventajas 

industriales, se han realizado estudios en los cuales se ha implementado la técnica 

de edición genética CRISPR para mutar genes específicos que mejoren la 

producción de ciertos compuestos en esta levadura. En China, implementaron el 

sistema CRISPR para editar el genoma con un único plásmido (pCAS1yl o pCAS2yl) 

por recombinación homóloga (RH) y recombinación no homóloga (NHEJ) para los 

genes TRP1 y PEX10, [71]. Evidenciaron que el mayor porcentaje de eficiencia del 

sistema se dio en el día 4 de crecimiento, lograron una edición multigénica doble y 

triple simultánea con el plásmido pCAS1yl por NHEJ. El sistema con el plásmido 

pCASyl fue exitoso en diferentes cepas de Y. Lipolytica, por lo tanto, este sistema 

fue más eficiente que los métodos tradicionales de edición del genoma y facilitó la 

biología sintética, la ingeniería metabólica y los estudios genómicos funcionales. 
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Zhang J lai  y Col en el 2018, diseñaron un nuevo sistema de CRISPR  llamado 

sistema CRISPRi multiplex para la represión de múltiples genes en un solo paso,  en 

Y. Lipolytica, utilizando el método de ensamblaje Golden-brick que puede ensamblar 

diferentes partes sin el procedimiento de PCR inicial, lo que evita la introducción de 

nuevos errores en el proceso de amplificación por PCR y solo necesita dos sitios de 

enzima de restricción para que todas las partes se pueden ensamblar en un solo 

paso [72]. Para el diseño del sistema CRISPRi se utilizaron cuatro represores: Cpf1 

desactivado con DNasa (dCpf1) de Francisella novicida, Cas9 desactivado (dCas9) 

de Streptococcus pyogenes y dos proteínas de fusión (dCpf1 ‐ KRAB y dCas9 ‐ 

KRAB); además se diseñaron diez gRNAs que se unieron a diferentes regiones del 

gen GFP (proteína fluorescente verde )y los resultados indicaron que no había una 

clara correlación entre la eficiencia de represión y los sitios objetivo, sin importar qué 

proteína represora se usó. Con el fin de producir rápidamente una fuerte represión 

de genes, se desarrolló una estrategia de sgRNA multiplex en la cual se logró una 

alta eficiencia de represión 85% (dCpf1) y 92% (dCas9) en un corto tiempo al hacer 

tres gRNA diferentes hacia el gen GFP simultáneamente.  

 

En este mismo estudio, reprimieron genes plurales vioA, vioB y vio simultáneamente 

y el gen vioE utilizando el sistema multiplex CRISPRi en Y. lipolytica. Para probar la 

eficacia del sistema construyeron una cepa VioABE que contenía la ruta del ácido 

protodeoxi-violaceínico (PVA, pigmento derivado del triptófano y su contenido se 

puede cuantificar mediante absorbancia) utilizaron los vectores dCpf1-Multi y dCas9-

Multi, con sgRNA simple y con sgRNA multiplex (3 sgRNA). La transformación se 

evaluó por PVA en la que se evidencio que al reprimir solo vioE, la absorbancia se 

redujo a 60% y 40% con la proteína dCpf1 y la proteína dCas9 respectivamente, el 

sistema CRISPRi multiplex fue factible para implementar la represión de múltiples 

genes.  

 

Se han generado diversos protocolos para la edicion genética de Y. lipolytica. En el 

2016b Jassop y col., crearon una nueva herramienta genética EasyCloneYALI, que 

permite la construcción de cepas modificadas genéticamente con alta eficiencia de 

forma simplificada en Y. lipolytica a través de la tecnología CRISPR/Cas9. Modula la 

expresión génica con la integración de casetes en sitios intergénicos IntC_2, IntC_3, 

IntD_1, IntE_1 e IntE_3, además, no se afectó el crecimiento de la levadura [73]. El 
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protocolo con EasyCloneYALI, permite la eliminación de dos genes o la integración 

de dos casetes de expresión génica simultáneamente. En la Universidad de 

California desarrollaron una herramienta basada en CRISPR-Cas9 para la 

integración de varios genes sin marcadores en el genoma de Y. lipolytica. Para esto 

utilizaron dos plásmidos, uno con el sistema CRISPR-Cas9 y otro con la secuencia 

del DNA donante, para realizar la recombinación homóloga de varios genes, el 

marcador de selección utilizado fue LEU2. Para esto identificaron cuatro regiones del 

genoma (AXP, XPR2, A08 y D17) en los cuales los niveles de expresión del casset 

fueran más altos y así garantizar la recombinación [74]. En este estudio lograron 

realizar con alta eficiencia la modificación de varios genes y muestran el sistema 

CRISPR-Cas9 como una herramienta útil y practica para la modificación de 

genomas.  

 

En la levadura Y. Lipolytica se ha utilizó el sistema CRISPR-Cas9 para realizar de 

forma eficiente alteración del genoma, en la mayoría de los artículos se utilizó como 

marcador de selección LEU2, y se utilizó la técnica de PCR para confirmar la 

alteración del genoma; los protocolos de transformación en los cuatro artículos 

fueron muy similares entre sí y son una herramienta muy útil para evaluar la 

eficiencia de estos protocolos en otras especies de levadura.  

 

Schizosaccharomyces pombe: Es una levadura altamente estudiada a nivel 

industrial y clínico junto con S. cerevisiae, la cual es ampliamente utilizada a nivel 

industrial para la fermentación de bebidas alcohólicas como el Ron, el tequila, y 

bebidas artesanales como el cachaça en Brasil [75]. También es una levadura 

utilizada en la industria de vinos debido a su capacidad para utilizar ácido málico y 

reducir así la acidez del vino [76]. Además, es un microorganismo totalmente 

secuenciado lo que permite realizar estudios biotecnológicos.  

 

Jacobs JZ y cola., en el 2018 en la Universidad Estatal de Nueva Jersey 

desarrollaron un sistema CRISPR-Cas9 que permitió la edición del genoma en S. 

pombe. Editaron el gen ade6, al ser mutado causa la acumulación de un precursor 

de color rojo en medios con bajo contenido de adenina para poder identificar las 

células transformadas, concluyeron que la mutagénesis CRISPR-Cas9 logra una 

eficiencia casi completa y elimina la necesidad de marcadores seleccionables. El 
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único vector que expresa Cas9 y el sgRNA está marcado con ura4, lo que permite la 

eliminación del plásmido mediante la selección con ácido 5-fluoroorótico y permite la 

mutagénesis posterior de objetivos adicionales. El casete construido 

rrk1/Hammerhead Ribozyme, expresado en Pol II, es útil en otras situaciones en las 

que se necesita la expresión de RNA y secuencias arbitrarias definidas, como ARNip 

o lincRNA, y representa una ventaja sobre los sistemas de ARN Pol III. Los métodos 

y reactivos presentados aquí resultan útiles para la investigación genómica en S. 

pombe al permitir la edición rápida y específica del genoma [77]. 

 

En el 2018, describieron el sistema CRISPR-Cas9 para introducir rápidamente 

deleciones en las regiones de DNA que sirven como marcadores auxotróficos en S. 

pombe, estas fueron: leu1-D0, his3-D0 y lys9-D0, ura4-D18. Este sistema consta de 

un vector de expresión de gRNA Cas9 y un par de plásmidos de ADN donante para 

cada eliminación. Además, reorganizaron los componentes esenciales en la serie de 

plásmidos pREP de uso común y ensamblaron el gen marcador auxotrófico 

correspondiente en estos plásmidos [78].  

 

El desarrolló de un procedimiento cloning-free que utiliza la reparación de DNA en 

células de S. pombe de fisión para ensamblar dos fragmentos de ADN lineales se 

realizó en el 2018 en Beijing, utilizaron un plásmido circular que codifica Cas9 y un 

inserto de sgRNA amplificado por PCR, ambos fragmentos contienen solo una 

porción del marcador ura4 o bsdMX, de modo que solo el plásmido ensamblado 

correctamente puede conferir prototrofia (capacidad de crecer en medio mínimo) de 

uracilo o resistencia a la blasticidina en las levaduras transformadas [79]. En este 

estudio mostraron que el CRISPR-Cas9 basado en la reparación y libre de clonación 

permite la mutación puntual rápida y eficiente, el marcaje N-terminal endógeno y la 

eliminación de la secuencia genómica en la levadura de fisión. 

En la levadura Schizosaccharomyces pombe en los últimos años se han desarrolló 

múltiples estudios que diseñan diversos protocolos y diferentes alternativas de 

mutación a través del sistema CRISPR/Cas9 que facilitan la mutación del genoma y 

mejoran su eficiencia para poder desarrollar estudios genómicos que expliquen la 

función de diferentes genes y a la vez puedan ser utilizados para otros modelos 

celulares.  
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Sistema CRISPR-Cas en Levaduras atípicas 
 
En la actualidad hay descritas, aproximadamente, 900 especies de levaduras, las 

investigaciones están centradas a un número limitado de estas especies, nosotros 

quisimos recopilar algunos estudios realizados en levaduras que son poco 

frecuentes como es el caso de Pichia pastoris y Saccharomyces pastorianus, 

específicamente en la edición genómica por CRISPR-Cas, reflejamos una visión 

general de los últimos avances en edición genómica en estas levaduras, sus 

principales aplicaciones y los principales retos. 

 

Pichia pastoris: reclasificada como Komagataella pastoris, utilizada hoy en día 

ampliamente en el campo biotecnológico para la producción de proteínas 

heterólogas [80].  En Austria demostraron la integración de casetes con DNA 

donante sin marcadores en la cepa de tipo salvaje de P. pastoris, que permite 

nuevas estrategias de ingeniería. Probaron tres variantes de Cas9 (Sp Cas9, 

Pp Cas9, Hs Cas9) disponibles, para ser evaluadas en la cepa pastorku70 de P. 

pastoris, querían determinar si necesitaría un nivel de expresión diferente. Para la 

cepa de tipo salvaje solo se incluyó la Hs Cas9 y proporcionaron a los plásmidos de 

expresión Cas9/gRNA un marcador de resistencia a Geneticin que demostró ser una 

herramienta versátil para el reciclado de marcadores. La herramienta CRSIPR-Cas9 

puede aplicarse para modificar las cepas de producción existentes y también abrir el 

camino para estudios de modificación del genoma completo sin marcadores en P. 

pastoris. Además, se puede implementar para secuencias de replicación autónoma 

(ARS) en cassettes knockout clásicos para garantizar el mantenimiento del cassette, 

especialmente en los ciclos celulares en la fase S/G2 donde predomina la HR y, por 

lo tanto, favorecer su integración [81].  

 

En el 2016 el mismo grupo de investigación de Austria antes mencionado, probaron 

sistemáticamente más de 90 construcciones que contenían diferentes secuencias de 

ADN optimizadas con codones de Cas9, varias secuencias de ARNg y promotores 

de ARN Pol III y ARN Pol II (en combinación con ribozimas) para la expresión de los 

ARNg con diferentes promotores de ARN Pol II para la expresión de Cas9 y gRNAs, 

con el fin de identificar las falencias del sistema en P. pastoris. Lograron generar un 

sistema optimizado para este modelo el cual permite alter genes, introducir 
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eliminaciones de genes multiplexados y probar la integración dirigida de casetes de 

ADN homólogos [82]. 

 

Saccharomyces pastorianus: es una levadura de importancia industrial, es 

ampliamente utilizada para la elaboración de cerveza y en los últimos años su 

interés se ha relacionado con ciertos procesos de glucolisis. En Holanda se diseñó 

un método basado en la edición del genoma de por CRISPR-Cas9 para la 

eliminación precisa de los genes (SeATF1 y SeATF2) en S. pastorianus. Se combinó 

el gen cas9 expresado desde un elemento genético móvil en combinación con un 

casete de expresión de gRNA transmitido por plásmido, la expresión de un gRNA 

flanqueado con ribozimas Hammerhead y Virus delta Delta que usan el 

promotor TDH3 dependiente de RNA polimerasa II condujo exitosamente a la 

eliminación precisa de los cuatro alelos del SeILV6 en la cepa CBS1483, además, la 

expresión de dos gRNA flanqueados por ribozimas separados por un enlazador de 

10pb en una matriz policistrónica condujo exitosamente a la eliminación simultánea 

de los genes SeATF1 y SeATF2, ubicados en dos cromosomas separados [83].  

 

La recopilación de estos estudios de edición del genoma por CRISPR-Cas en 

lavaduras, permitió consolidar una visión general de los avances de esta tecnología 

de mostrando versatilidad en edición y enfoques, lo que ha permitido la creación de 

una colección de cepas CRISPRi para más de 99% de los genes necesarios para el 

crecimiento fermentativo o respiratorio [84]. Los estudios antes mencionados sobre 

la edición de genoma en levaduras de interés industrial, biotecnológico o clínico son 

de gran importancia para entender la biología de células fúngicas en procesos 

fermentativos importantes para la industria, procesos patogénicos importantes para 

estudios clínicos o procesos farmacocinéticos. CRISP-Cas aun es una metodología 

nueva implementada en levaduras, falta mucho por explorar y aprender.     

 

Desarrollo de diversos enfoques para el uso del sistema CRISPR/Cas 
Desde 2012, el sistema CRISPR-Cas se ha utilizado para la edición de genes y su 

uso se ha ampliado a diferentes especies, en los últimos años se han diseñado 

metodologías que emplean diferentes sistemas de CRISPR dependiendo de las 

modificaciones que se quieran realizar en el genoma, aquí recopilamos algunas de 

las modificaciones de edición de genoma (Tabla 2).   
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Tabla 2 Nuevas metodologías CRISPR.  

Tecnología Nombre  Función  Referencia  

Di-CRISPR  Delta Integración 
CRISPR/Cas 

Integración de rutas bioquímicas en un solo paso, sin 
marcadores para Cas9, mediante la selección de sitios 
delta repetidos. 

[85] 

CasEMBLR    integración genómica multi loci facilitada por Cas9 de 
partes ensambladas in-vivo. [86] 

CRISPR-AID 

Sistema ortogonal, 
comprende 
CRISPRa, CRISPRi 
y CRISPRd  

Permite incrementar la activación de un gen para sobre-
expresar compuestos metabólicos. Se puede usar para la 
optimización varios objetivos de ingeniería metabólica y la 
exploración de las interacciones sinérgicas entre la 
activación transcripcional, la interferencia transcripcional y 
la eliminación de genes. 

[87] 

CRISPR-
Cpf1  

Repeticiones 
palindrómicas cortas 
agrupadas en 
intervalos regulares 
con la caspasa Cpf1 

Identifica secuencias de DNA y realiza un corte en el DNA 
sin necesidad de tracRNA. [88] 

CRISPR-
PCS 

División de 
cromosomas 
mediada por PCR 

Mejora la eficiencia de la división de cromosomas casi 
200 veces. Permitiendo crear nuevas cepas con rasgos 
específicos para aplicaciones industriales e investigar la 
función del genoma. 

[89] 

dCas9-VPR 
Cas9 con el dominio 
de activación 
quimérico VPR 

Permite realizar una represión transcripcional o una 
activación transcripcional. [90] 

 TAR-
CRISPR 

Recombinación 
asociada a la 
transformación  

Permite aislar cualquier región cromosómica grande de 
genomas por recombinación homologa, entre células de 
mamíferos y levaduras como S. cerevisiae  

[91] 

CRISPRm. Sistema multiplex 
CRISPR Permite realizar edición de múltiples loci simultáneamente [92] 

CRISPRa Activador  Permite la activación transcripcional [93] 

mCRISTAR Combina CRISPR 
Cas9 y TAR 

Permite la sustitucion miltiplexada de promotores en 
grupos de genes biosintéticos evitando los elementos 
reguladores de la transcripción, induciendo la expresión 
génica 

[94] 

dCas9 Cas9 desactivada  Permite la represión génica en un sitio de represión de 
alta eficiencia 

[95] 
[96] 

 

De las modificaciones realizadas para CRISPR y su implementación en la edición 

del genoma en levaduras encontramos que el sistema es muy dinámico, se adapta a 

casi cualquier diseño experimental y puede ser implementado para cualquier 

modificación genética que se desee realizar; cada una de estas variantes mejora la 

eficiencia del sistema y facilita el proceso de edición.  
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Objetivo 2. Construcción Bioinformática para la construcción de mutantes del factor 

de transcripción CRZ1 en aislamientos de C. glabrata. 

Construcción bioinformática de la mutante: Mediante el software casting se 

seleccionaron 4 secuencias guía sgRNA: 

• CACTATACGAAGAGACCGCA      (50,97% score) 
• TGTGGTGGTAAATTGAAGGA      (36,39% score)   
• AAATCGCCTTCATCGAACAA       (71,44% score)  
• CCGGTAGTAATGATATACCG      (89.69% score)  

 

 De los cuales fueron enviados a síntesis los 2 que presentaron mayor puntuación.  

 

>Gen_CRZ1 

AACTATTACCGGTAAATTCGCATGGTTACAAGTACGTGACTGACTTCAATCAGCT
AGGGCAATTAATTGG AGGAGATCCATTTGAACTTGACTTCAATGGAGATAACGA
CATTATAAATTCTAATGACTTGAAAGTTGATGCTGAAACGCTACTAAATTCAGAG
AACGTTCACCTACAGGCTCCTCAACCCAATAACAATAGTAGTAATAATAATAACG
TTTCGTCACCATCGGGCTCAAATAAGATGCCTACAACCCCAATAATTTCAATTGA
GGAATATGATGATAATAATAAAAACTCTAACGATGATGAGTATGCGATTGATATG
GACTCTTCAAATGCTCTCCAAGAGAATAGAGGTTTCCTCGGTATATCATTACTAC
CGGCGGAGGACTCGGACGCAACACATGACGAAATATTACAAGGAAGGAAACAA
AAGCTGAAAAATAGAAGGGTATCTCAAAGTAGTTCCCGTAGGTCTTCTCGATCAT
CCATGCGCAGCTTAACACCTGAAGAAAAAGCCCGTTCATTGAGTTCGAACAGGA
ATAAATTATTGGAAATGGCTGACTTATTACCAAAATCGCCTTCATCGAACAACGG
TTCGAATAATAACTCTAGAAGATCTTCCTTCTATGAGGAAAGTGAAGATATTTCC
ATGGATACCAACATATCCGAAAATAACAATACCAACAATAATACTGGCACCGATT
ATGTATGTGAAGTTTGTGGGAAAGTTTTCTCTCGACCATATAACCTGAAGTCACA
TTTG AGAACACATACAGATGAAAAGCCATACCAATGCTCTATATGTGGGAAGGC
ATTTGCAAGACAGCACGATAAAAAGAGGCACGAGGATTTGCATACTGGTAAAAA
ACGGTATGTATGTGGTGGTAAATTGAAGGATGGTACTTTTTGGGGGTGTGGTAA
GAAGTTTGCAAGAAGTGATGCCTTAGGTAGACATTTTAAGACGAGTAGCGGGAG
GAAATGTATCACCCCACTATACGAAGAGACCGCAAGAGAGAGGAATCTCCCTAG
TATAGACGATACGAATATTCAAGCAACTGAGATGGGTGTTACTTTGGAATAA  
 
Los sgRNA que se obtuvieron fueron 4 los cuales se encuentran resaltados en azul 

en la secuencia del gen para hacer más fácil su visualización en la posición de la 

secuencia en donde se encuentra; en negro se encuentra la región que codifica para 

el dominio de dedos de zinc del factor de transcripción. 

   
Una vez se definidos los sgRNA, se seleccionó un vector que permita introducir el 

sistema en la levadura; para este caso, se utilizara un plásmido que contenga 
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proteínaCas9, sgRNA y el marcador de selección (fluorescencia) YFP Proteína de 

fluorescencia amarilla. 

En el mapa del plasmido (figura 8) se pueden envidenicar tre marcadores, URA3, 

AmpR y mVenus, siendo este ultimo el marcador de fluorescencia YFP (yellow 

flurescen protein), El marcador AmpR, se utilizara para selecionas las células de 

E.coli que se van a trasformar para preservar el plasmido y replicarlo en este modelo 

celula. En morado se evidencia la proteina Cas9 y resaltado en rojo se evidencia la 

secuencia del sgRNA.  

 

 

Figura  8 Plasmido pCYC1 para la transformación de Candida glabrata 

 
2. Screening de la mutación con PCR: 

Se diseñaron dos pares de cebadores utilizando la herramienta informática Primer 

desing (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) que permitan amplificar 

pCYC1 
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tamaños distintos de la secuencia del gen CRZ1 y que se solapen entre sí, para 

lograr evidenciar la mutación que conlleva a un cambio en el tamaño del fragmento.  

 

Amplifica el segmento de 549 pb Amplifica el segmento 626pb 

F- CATCCATGCGCAGCTTAACA 

R-AAGTAACACCCATCTCAGTTGC 

Rcomplement 
GCAACTGAGATGGGTGTTACTT 

 

F- AACGTTCACCTACAGGCTCC 

R TCTTGCAAATGCCTTCCCAC 

RComplement 
GTGGGAAGGCATTTGCAAGA 

 

 

Objetivo 3.  Caracterización fenotípica de mutantes del factor de transcripción CRZ1 

en aislamientos de C. glabrata resistentes a Caspofungina aisladas de muestras 

clínicas mediante el sistema CRISPR-Cas9. 

 
Caracterización fenotípica de las levaduras: se determinó susceptibilidad basal 

de los 4 microorganismos frente a caspofungina se obtuvieron 2 susceptibles 

PUJ/HUSI 0916-ATCC2001 y 2 resistentes CHU-Nantes 1875 y 1256. Los 

resultados fueron abalados por la cepa control de Candida parapsilosis 

ATCC22019. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Concentración mínima inhibitoria de Candida glabrata frente a caspofungina. 
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Determinación de patogenicidad basal  

Los cuatros microorganismos evaluados presentaron patogenicidad similar 

generando totalidad de la mortalidad de las larvas entre el día 4 y 6 post infección.  

Figura 10 Porcentaje de supervivencia de Galleria mellonella infectada con Candida glabrata 

1.5x109 Cel/mm3. 

Este objetivo no se pudo lograr debido a que la casa comercial ABM, no cumplió con 

los tiempos de entrega establecidos previamente, por lo tanto, no tuvimos a tiempo 

el plásmido ni los reactivos necesarios para realizar la transformación de la levadura. 

Al no poder obtener las mutantes no se puedo evidenciar si con la mutación se 

retornaba de un fenotipo sensible y se disminuía la patogénica; esta hipótesis surgió 

de un estudio previo realizado en el Grupo de Investigación del laboratorio de 

Micosis Humanas y Proteomica en el cual, al utilizar inhibidores de la vía Cam/Cal 

(Fk 506, ciclosporina) la CMI de las cepas estudiabas se reducía considerablemente 

en Candida albicans.  
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10. CONCLUSIONES: 

El sistema CRISPR, es uno de los sistemas de edición genética más diversos debido 

a las múltiples variantes descritas de este sistema, que se encuentra disponible hoy 

en día en el mercado, permite realizar edición en diferentes organismos siempre y 

cuando se realice un buen diseño informático de las secuencias sgRNA que se van 

a utilizar y del tipo de caspasa que se va a implementar para lograr el objetivo del 

estudio, bien sea eliminar un gen, realizar mutaciones puntuales, sobre expresar 

algún gen, o hacer lo anteriormente mencionado en varios genes simultáneamente. 

Por otro lado los nuevos Kits generados para este sistema, tiene ciertas limitaciones 

como es el caso del Kit Easy-Clone-MarkerFree diseñado en Dinamarca en el cual 

obtuvieron inserciones simples y triples, insertando en el genoma de la levadura 

varios casetes de integración simultáneamente, ensayado en solo dos cepas, la 

cepa CEN-PK(aploide) y la cepa industrial de etanol (diploide), lo que hace que 

estos resultados probablemente no sean comparables con otras cepas debido a la 

diversidad genética que poseen las levaduras en la naturaleza y en el laboratorio por 

las diversas interacciones epigeneticas a las que se ven expuestas.  

Una de las mayores preocupaciones en la utilización de CRISPR-Cas es el manejo 

de las cepas modificadas, en la mayoría de los casos los autores utilizan puntos de 

chequeo en el cual pueden dilucidar los cambios efectuados y estos mismo en 

algunos casos indican cuando se ha perdido las modificaciones realizadas. Sin 

embargo, en algunas investigaciones no es claro el manejo de estas cepas, si bien 

CRISPR/CAS es una tecnología que ha proporcionado muchos beneficios en la 

edición del genoma debido a que es altamente específica y eficiente comparado con 

la edición por TALENS y SINES; su rápida evolución deja poco tiempo al análisis 

ético y de bioseguridad, puesto que los organismos editados por esta tecnología 

podrían perturbar ecosistemas si no se tiene una adecuada eliminación.  

Como se evidencio en cada uno de los artículos, CRISPR es una herramienta muy 

utilizada para mejor los procesos industriales, bien sea para aumentar la producción 

o para eliminar algún compuesto toxico que se genera durante el proceso de 

producción de alguna molécula o producto industrial en el que se necesitan 

levaduras para sintetizarlos o fermentarlos como lo es en el caso de las bebidas 

alcohólica, además, en el área clínica esta herramienta ha facilitado el estudio de 
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varios genes implicados en vías de señalización que le confieren a la levadura, bien 

sea resistencia la tratamiento farmacología, o le confiera patogenicidad en el 

hospedero. Permitiendo así generar alternativas tanto para la industria y en clínica 

a problemas que afectan al ser humano 

11. PERSPECTIVAS 

Lograr culminar el proyecto, con mutaciones suficiente para obtener una deleción del 

gen CRZ1 y poder evaluar las características fenotípicas de las cepas mutadas, para 

confirmar la hipótesis, de que mutando el factor de transcripción CRZ1, las cepas 

retornar de un fenotipo sensible a uno resistente y evidenciar si hay un cambio en la 

patogenicidad de estas.  
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5. MATERIAL SUPLEMENTARIO 

Anexo 1: Estrategias de búsquedas electrónicas  
 

Tipo de 
fuente 

Fuente Dirección electrónica 

Bases de 
datos 

generales 

Pubmed https://www.nlm.nih.gov 
Lilacs http://pesquisa.bvsalud.org/portal/advanced/?lang=es 
Google 
académico 

https://scholar.google.es/schhp?hl=es&as_sdt=0,5 

 
Pubmed 

Reporte de búsqueda electrónica No. 1 
Tipo de búsqueda Nueva 
Base de datos MEDLINE  
Plataforma Pubmed  
Fecha de búsqueda 2 de Octubre 2018 
Rango de fecha de 
búsqueda Sin restricción. 

Restricciones de lenguaje Inglés y español 
Otros límites Ninguno. 

Estrategia de búsqueda 
(resultados) 

1.Search ("CRISPR-Cas Systems"[Mesh])  
2. Search "Yeasts"[Mesh] 
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3. Search "CRISPR-Associated Proteins"[Mesh] 
4. Search “Cryptococcus/pharmacology”[Mesh] 
5. Search ("Yeasts"[Mesh]) AND ("CRISPR-Cas 
Systems"[Mesh]) 
6. Search ("Yeasts"[Mesh]) AND "CRISPR-Associated 
Proteins"[Mesh]  
7. Search ("environment"[Mesh])  
8. Search ("plants"[Mesh])  
9. Search ("bacterial"[Mesh])  
10. Search ("virus"[Mesh])  
11. Search ("parasities"[Mesh])  
12.    1 OR 3 AND 2 NOT 7-11 

Número de referencias identificadas  n=91 
 
 

 

 

 

 

 

 

LILACS  

Reporte de búsqueda electrónica No. 2 
Tipo de búsqueda Nueva 
Base de datos Lilacs  
Plataforma Lilacs  
Fecha de búsqueda 2 de Octubre 2018 
Rango de fecha de búsqueda Sin restricción. 
Restricciones de lenguaje Inglés y español 
Otros límites Ninguno. 

Estrategia de búsqueda (resultados) 

1. Search CRISPR-Cas  
2. Search YEAST 
3. Search ("environment"[Mesh])  
4. Search ("plants"[Mesh])  
5. Search ("bacterial"[Mesh])  
6. Search ("virus"[Mesh])  
7. Search ("parasities"[Mesh])  
8.    1 AND 2 NOT 3-7 

Número de referencias identificadas  n=9 
 

Google academic  
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Reporte de búsqueda electrónica No. 3 
Tipo de búsqueda Nueva 
Base de datos Google academic  
Plataforma Google 
Fecha de búsqueda 2 de Octubre 2018 
Rango de fecha de búsqueda Sin restricción. 
Restricciones de lenguaje Inglés y español 
Otros límites Ninguno. 
Estrategia de búsqueda (resultados) 1.    Search CRISPR-Cas  

 2. Search YEAST 

 3. Search ("environment"[Mesh])  

 4. Search ("plants"[Mesh])  

 5. Search ("bacterial"[Mesh])  

 6. Search ("virus"[Mesh])  

 7. Search ("parasities"[Mesh])  

 8.    1 AND 2 NOT 3-7 
Número de referencias identificadas  n=120 
 

 

 

 

 

 

Anexo 2: Diagrama PRISMA de artículos seleccionados para la revisión  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Total de referencias identificadas mediante la búsqueda 
en bases de datos electrónicas  

n=220 
(91 Pubmed, 9 Lilacs, 120 google academic) 

  

Referencias evaluadas por título  
n=197 

(85 Pubmed, 9 Lilacs, 103 google academic) 
  

Referencias duplicadas 
n=23 

  

Referencias excluidas por título  
n=113 

(22 Pubmed, 6 Lilacs, 85 google 
academic) 

  

Referencias evaluadas por Abstract 
 (n=84) 

(63 Pubmed, 3 Lilacs, 18 google academic) 
  Referencias excluidas Abstract 

 (n=45) 
(28Pubmed, 0 Lilacs, 17 google 

academic) 
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Tipo de tecnología 
CRISPR/CAS 

 n=12 
  

usos y ventajas de la edición genetica en 
levaduras por CRISPER/CAS 

 n=27 
Cryptococcus neoformans (3) 

Candida spp (4) 
Schizosaccharomyces pombe (3) 

Saccharomyces cerevisiae (9) 
Yarrowia lipolytica (4) 
Otras levaduras (4) 


