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Elementos del sistema CRISPR/Cas9 
crRNA - 36 nt 
•  Espaciador o guía - 20 nucleótidos que 

se emparejan con la secuencia blanco (o 
protospacer) y con secuencia PAM 
(protospacer adjacent motif) 

•  Secuencia andamio (scaffold sequence) - 
16 nucleótidos que hibridan con tracrRNA 

tracrRNA - 67 nt 
•  Requerido para formar complejo con Cas 

Cas9 
•  Endonucleasa encargada de los cortes 

de doble cadena en el ADN 
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Gen Exón Guía MIT CFD Out of 
frame Lindel Off-targets IDT Bases 

eliminadas Primers Tm

Tgfbr1

3 CCTCTTCATTTGGCACACGG TGG 
 90 91 70 89

0 - 0 - 1 - 5 - 73 
0 - 0 - 0 - 0 - 0

79 off-targets
Recommended

3005

AGCTGTCATTGCTGGTCCAG
Fw 60.322

4 TTCTTGTAACACAATGGTCC TGG  80 89 56 65
0 - 0 - 2 - 16 - 122 

0 - 0 - 0 - 0 - 7
140 off-targets

Recommended

CTCCCCTTTTGTCCTGACCC
Fw interno 59.962

CAACTTCTTCTCCCCGCCAT
Rev 60.035

(3133 bp completo)

128 bp
con deleción

322 bp
control (+)

GACCTTTTTCAGAAAAGCAGTCAGCTGGCCTTGGTCCTGTGGAGCTGGCAGCTGTCATTGCTGGTCCAGTCTGCTTCGTCT
GCATTGCACTTATGCTGATGGTCTATATCTGCCATAACCGCACTGTCATTCACCACCGTGTGCCAAATGAAGAGGATCCATC
ACTAGATCGCCCTTTCATTTCAGAGGGCACCACCTTAAAAGATTTAATTTATGATATGACAACATCAGGGTCTGGATCAG 
.
.intron 2580 bp
.
ctgttaaatctctctccacaaccctcttctttattctctccccttttgtcctgacccttaaaggaaaagttcagtttacgtcccccaatctctaggcaggtgtctctggattctttttca
gtacttactatttttttttttccacttttgtgggtagaaaggcaaaagtctttccaacaaggcaaaggttaaggaatagtacttgcctgtgggtctccattgtggactgtcaggggtgag
acagggactgttgatgatttatgctgtacttatttctatatttagGTTTACCACTGCTTGTTCAAAGAACAATTGCCAGGACCATTGTGTTACAAGAAA
GCATTGGCAAAGGTCGGTTTGGAGAAGTTTGGCGAGGCAAATGGCGGGGAGAAGAAGTTGCTGTGAAGATATTCTCTTCT
AGAGAAGAGCGTTCATGGTTCCGAGAGGCAGAGATTTATCAGACTGTAATGTTACGCCATGAAAATATCCTGGGATTTATAG
CAGCAGACAACAAAG  

Exon 3

Exon 4

Figura 1. Detección del tracrRNA marcado con ATTO 550 mediante microscopía de 
fluorescencia. Se electroporaron 1.5 millones de electroporación. Objetivo 10X. linfocitos CD8 
con 2µM RNP (Alt-R S.p. Cas9 Nuclease V3 ensamblada con Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA y 
tracrRNA) y 2µM de Alt-R Cas9 Electroporation Enhancer, utilizando el sistema Bio-Rad Gene 
Pulser Xcell. Las imágenes fueron tomadas 24 horas después de la  
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Figura 2. Método para detectar edición genética, mediante PCR. Se diseñaron primer para 
amplificar la región blanco del gen Tgfbr1.  La eficiencia de la transfección puede ser evaluada 
mediante un gel de agarosa, un producto de PCR de 322 pb indica que no hubo edición genéticay 
un producto de 128 pb indica que la transfección con el complejo CRISPR/Cas9, generó la 
modificación deseada en este gen. 

Edición del gen Tgfbr1 en linfocitos CD8
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