5. Métodos de validacion y verificacion de ediciones
genéticas mediante CRISPR-Cas9

La validacion de las modificaciones genéticas inducidas mediante CRISPR-Cas9 es una etapa
esencial para confirmar gue la edicion se ha realizado correctamente, evaluar su eficiencia y
descartar posibles efectos fuera del objetivo (off-target). Para ello, se emplea un conjunto
complementaric de técnicas moleculares, bioguimicas y funcionales que permiten analizar el
ADN, el ARN v la proteina, asi como la consecuencia fenotipica en las células editadas.

5.1. Anilisis a nivel de ADN

5.1.1. PCR convencional y andlisis mediante electroforesis en gel

La PCR permite amplificar la regién diana flanqueada por cebadores especificos. Cuando la
edicion introduce inserciones o deleciones (indels), pueden observarse cambios en el tamano
del amplicon respecto al control no editado. Los fragmentos se separan por electroforesis en
gel de agarosa y se visualizan mediante tincidén con bromuro de etidio o GelRed,

5.1.2. PCR alelo-especifica

Emplea cebadores disefiados para hibridar dnicamente si la secuencia editada estd presente
{en el alelo mutado) o ausente (alelo salvaje). Permite discriminar entre alelos editados y no
editados y proporciona una estimacion inicial de la eficiencia de edicion.

5.1.3. Secuenciacion de Sanger

Es el método mas utilizado para confirmar ediciones puntuales o pequefas inserciones/deleciones
en una region especifica. El andlisis del cromatograma permite identificar con precision la
naturaleza y localizacidn de la mutacidn, En muestras heterocigotas, a partir del sitio de edicién
aparecen picos superpuestos debido a la mezcla de alelos.

5.1.4. Secuenciacién de nueva generacidn (NGS5)

Permite analizar miles de moléculas de ADN en paralele, proporcionando informacion cuantitativa
sobre la eficiencia de edicion. Detecta mosaicismo, diferentes tipos de indels y variantes de baja
frecuencia que no se identifican con Sanger. Es el estandar de referencia para una caracterizacion
profunda de la edicion.

5.1.5. Ensaye T7E1 (ensayo de desajuste)

Las indels generan heterodiplex de ADN al desnaturalizar y rehibridar las cadenas editadas y no
editadas. La endonucleasa T7E1 reconoce estos desajustes y los corta. Los fragmentos resultantes
se separan por electroforesis, permitiendo estimar el porcentaje de edicién. Es un método ripide
y econdmico, aunque no identifica el tipo exacto de mutacidn,

5.2. Analisis a nivel de ARN y proteina

5.2.1. gPCR {expresion génica)

La PCR cuantitativa en tiempo real permite medir los niveles de ARNm del gen diana. Es (til para
evaluar si la edicion produce cambios en la transcripcién, especialmente en experimentos de
knockout, activacion o represion genica.

5.2.2. Western blot

Permite detectar v cuantificar la proteina codificada por el gen editado. En experimantos de
knockout, se espera la ausencia o reduccion significativa de la proteina; en ediciones puntuales,
pueden observarse cambios en el tamafo aparente de la banda.

5.3. Reporteros fluorescentes y analisis funcional

Cuando la edicidn introduce o activa un gen reportero (por ejemplo, GFF), la validacién puede

realizarse mediante microscopia de fluorescencia o citometria de flujo. Estas técnicas permiten
identificar y cuantificar directamente las células editadas dentro de una poblacion hetercgénea.

5.4. Evaluacion de efectos fuera del objetivo (off-target)

Para garantizar la especificidad del sistema CRISPR-Cas9, es fundamental analizar posibles cortes
en sitios no deseados. Existen métodos experimentales especificos (GUIDE-seq, Digenome-seq.
CIRCLE-seq) y aproximaciones globales come la secuenciacion completa del genoma (WGS), que
permiten identificar y cuantificar mutaciones off-target.

En conjunto, la combinacion de estas técnicas permite una validacion robusta y multidimensional
de las ediciones genéticas, asegurando la precision, eficacia y seguridad de la tecnologia
CRISPR-Cas? en aplicaciones de investigacion y potencialmente clinicas.
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