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Resumen

La tecnologia de edicion genética CRISPR-Cas derivada del sistema inmunoldgico de procariotas
ha revolucionado la biologia molecular, asi como la investigacidn vegetal. Este sistema auna la
altisima especificidad del apareamiento por complementariedad de bases de los acidos
nucleicos con la eficiencia catalitica de las proteinas Cas y, ademas, es versatil, robusto, barato
y eficiente. De esta manera, permite la manipulacién genética precisa de las especies cultivadas,
brindando la oportunidad de crear germoplasmas con caracteristicas beneficiosas y desarrollar

sistemas agricolas nuevos y sostenibles.

En esta revisidn, primero se contextualiza la tematica del trabajo describiendo brevemente los
antecedentes y objetivos, junto con la biologia del sistema CRISPR-Cas. A continuacidn, se
discuten sus aplicaciones dentro de la agricultura empleando investigaciones cientificas
relacionadas con mejora genética vegetal, mejora de cultivos y domesticacion. Luego, se
exponen las aplicaciones mas relevantes dentro de la biotecnologia vegetal a través de los
avances mas recientes sobre la introduccion de la maquinaria CRISPR-Cas en el material vegetal,

regulacidon génica, sistemas CRISPR condicionales, mutagénesis y evolucion dirigida.

Asimismo, se presentan algunos de los riesgos potenciales a los que se presenta este sistema,
seguido de una serie de consideraciones éticas y politicas actuales. Finalmente, se exponen las

conclusiones y perspectivas futura de esta tecnologia revolucionaria.



Abstract

CRISPR-Cas gene editing technology derived from the immune system of prokaryotes has
revolutionised molecular biology as well as plant research. This system combines the high
specificity of base complementary pairing of nucleic acids with the catalytic efficiency of Cas
proteins and is versatile, robust, inexpensive and efficient. It thus allows precise genetic
manipulation of the crop species, providing the opportunity to create germplasm with beneficial

traits and to develop new and sustainable agricultural systems.

In this review, the subject matter of the work is first contextualised by briefly describing the
background and objectives, together with the biology of CRISPR-Cas system. Next, its
applications within agriculture are discussed using scientific research related to plant breeding,
crop improvement and domestication. Then, the most relevant applications within plant
biotechnology are presented through the most recent advances on the introduction of CRISPR
reagents into plant material, gene regulation, conditional CRISPR systems, mutagenesis and

directed evolution.

Some of the potential risks posed by this system are also presented, followed by a number of
current ethical and policy considerations. Finally, conclusions and future prospects for this

revolutionary technology are presented.



1. Antecedentes y Objetivos

Con una poblacién mundial en constante expansion, la cadena de suministro de alimentos se
enfrenta a uno de sus mayores desafios desde la Revolucién Verde. Se predice que la produccion
total de cultivos duplicara los niveles de 2005 para 2050 con el objetivo de poder satisfacer las
necesidades de una poblacién mundial que alcanzara 9,6 mil millones (Tilman et al., 2011). Han
transcurrido 10 afos desde que se hizo esta prediccidon y la produccion agricola aun esta
luchando por conseguir un incremento anual del rendimiento en un 2,5 % para 2050.
Desafortunadamente, un informe en 2013 reveld que ningun cultivo principal producido en el

mundo esta cerca de este nimero (Ray et al., 2013).

Existen muchos factores que afectan directamente a esa falta de aumento de la produccién
agricola, entre los que cabe destacar la cantidad de tierra cultivable disponible, asi como las
enfermedades agricolas y condiciones de estrés ambiental (Ma et al., 2018). Con el transcurso
del tiempo, la poblaciéon se volvera mas préspera, un cambio que vendra ligado a un aumento
de la demanda de ganado. En consecuencia, sera necesario incrementar la cantidad de cultivos
para suplir el aumento en el consumo de piensos. A su vez, un incremento en la demanda de
energia también significa que se subcontratardn mas cultivos para biocombustibles (USDA.

2018).

Teniendo en cuenta los obstaculos a los que se enfrenta la agricultura actualmente, la gran
mayoria de las investigaciones estan centradas en la mejora de los cultivos para aumentar su
rendimiento. Con el rapido progreso de las tecnologias de secuenciacion, se tiene acceso a
informacidon gendmica de un mayor nimero de especies de plantas. Este hecho, unido al
desarrollo de los sistemas de edicidn génica, nos ofrece una oportunidad Unica para la mejora
de cultivos a través del desarrollo de nuevas fuentes de variabilidad genética en genes de interés

agrondmico.

La edicion genética engloba un conjunto de metodologias que permiten introducir cambios en
el ADN mediante la generacién de roturas de doble cadena (DSB) en determinadas secuencias
del genoma que se desea modificar, seguida de una reparacion de estos DSB (Whitelaw et al.,
2016) como se muestra en la Figura 1. En la gran mayoria de los casos (90 %), los DSB son
reparados mediante el mecanismo de unidn de extremos no homadlogos (NHEJ). Esta via es muy
propensa a errores, lo que con frecuencia provoca la introduccién de inserciones o deleciones,
también conocidos como InDels y que pueden afectar al marco de lectura si se producen en

secuencias codificantes.



De esta manera, entre las principales aplicaciones de las tecnologias de edicién genética se
encuentra la obtencién de individuos knockout (KO) debido a la inactivacion de las secuencias
génicas. Por otro lado, si se aporta una secuencia homadloga junto a los editores genéticos, esta
puede ser empleada como molde en la via de reparaciéon dirigida por homologia (homology
directed repair, HDR). En este Ultimo caso, se pueden introducir tanto el cambio deseado, como

secuencias codificantes completas en el locus diana, originando un knockin (KI) (Demirci et al.,

2018).
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Figura 1. Vias de reparacion celular de la rotura de doble cadena adaptado de Whitelaw et al., 2016.

La revolucidn de la edicidén genética ocupa titulares tanto en revistas cientificas como de prensa
generalista, aunque pueda parecer que la edicidn genética es una herramienta novedosa, hace
mas de una década ya se habian desarrollado y utilizado distintos sistemas para modificar
genéticamente una posicidén concreta del genoma. La edicion genética permite aplicaciones
tales como la alteracidn especifica de la secuencia, la induccidn de sustitucion de aminoacidos
para tratar enfermedades, la modificacion de defectos genéticos con fines terapéuticos en la
mayoria de organismos y tipos de células, asi como la incorporacion de rasgos de interés en

cultivos y animales (Sander et al., 2014).

Actualmente, los tres sistemas de edicion genética mas desarrollados tienen en comun que
combinan una actividad nucleasa, que cortan de forma no especifica el ADN, con dominios de

unién al ADN que se unen a secuencias especificas. Estos tres sistemas son: i) las nucleasas con



dedos de zinc (ZFN, del inglés Zinc Finger Nuclease), ii) las nucleasas efectoras tipo activador de

transcripcion (TALEN) y iii) el sistema CRISPR-Cas9.

Las nucleasas con dedos de zinc fueron las primeras nucleasas de edicidén genética en aparecer
en escena. Los dedos de zinc son el dominio de unién al ADN mas comun presente en los
eucariotas, generalmente compuesto por unos 30 aminoacidos que interactian con tripletes de
nucledtidos. De este modo, si se encadenan diferentes dedos de zinc de forma consecutiva, se
puede disefiar un ZFN que reconozca especificamente cualquier secuencia concreta de tripletes

de ADN. Cada ZFN reconoce normalmente entre 3-6 tripletes de nucledtidos.

Dado que las nucleasas a las que estan fusionadas sélo funcionan como dimeros, se requieren
parejas de ZFN para unirse a un locus especifico, uno reconoce la secuencia aguas arriba y otro
aguas abajo del locus que se desea modificar. Las ZFN han sido exitosamente aplicadas para la
modificacién de genes principalmente en animales como en células de humano (Perez et al.,
2008) y en pez cebra (Doyon et al., 2008), ademas de plantas como Arabidopsis (Osakabe et al.,
2010). Sin embargo, el disefio de ZFN funcionales es un proceso que se dilata demasiado en el
tiempo (Hsu et al., 2012). Deficiencias de este tipo limitan la aplicacion de ZFN para la edicion
genética vegetal y hasta la fecha no se ha reportado ninguna aplicacién de esta tecnologia a la

mejora de cultivo de horticolas.

Las nucleasas efectoras tipo activador de la transcripcion (TALEN), se asemejan a las ZNF en que
utilizan la misma nucleasa inespecifica, pero sus dominios de unidn al ADN en lugar de reconocer
tripletes de nucledtidos, reconocen nucledtidos individuales. Estas interacciones proteina-ADN
son menos complejas que las que existen entre las ZNF y sus trinucledtidos diana, ademas el
disefio de TALENs generalmente mas sencillo que el de las ZNF. Debido a la facilidad de
ensamblaje de TALEN, se ha investigado en una diversidad de microorganismos tales como
Drosophila melanogaster (Lee et al.,, 2015) o incluso hasta células madre pluripotentes de
mamiferos (Valton et al., 2014) con un amplio abanico de aplicaciones dentro del ambito de la

edicion genética.

En 1987, se describié CRISPR (repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas), tras su identificacion en Escherichia coli como una secuencia inusual que
consta de una serie de repeticiones de 29 nucledtidos separados por secuencias Uunicas,
denominadas como “espaciador” de 32 nucledtidos (Ishino et al., 1987). Con el transcurso del
tiempo, el sistema CRISPR asociado a Cas evoluciond hasta consolidarse como una herramienta
altamente adecuada para realizar edicion genética. El sistema CRISPR-Cas estd compuesto por

dos componentes, el primero es una nucleasa (Cas) que actia como una “tijera molecular” que



corta el ADN; el segundo componente es una molécula de ARN (CRISPR) cuya funcidn principal
es guiar a estas “tijeras moleculares” hacia una secuencia de nucledtidos especifica, conocida
como “target” u “objetivo” (Figura 2). El sistema CRISPR-Cas se encuadra como una herramienta

de edicién genética aplicable a cualquier célula incluyendo virus, bacterias, plantas y animales.

“Tijeras Molécula guia
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Figura 2. Representacion grdfica de la tecnologia CRISPR-Cas. Adaptado de Bernal-Franco et al., 2015

El sistema CRISPR-Cas auna la altisima especificidad el apareamiento por complementariedad
de bases de los acidos nucleicos con la eficiencia catalitica de las proteinas Cas y, ademas, es
versatil, robusto, barato y eficiente. Son muchos los factores lo que han contribuido a la enorme
popularidad de esta herramienta en las distintas areas cientificas, entre las que se destaca la

facilidad de acceso o democratizacién de su uso, junto con el éxito de sus resultados.

Las tecnologias ZFN y TALEN no se han popularizado tanto como CRISPR-Cas debido a las
limitaciones en la generacion de reactivos (ZFN o TALEN) y a la complejidad de la metodologia
empleada (Hockemeyer et al., 2011; Miller et al., 2011; Wood et al., 2011). En comparacién con
las otras técnicas TALEN y ZFN, la tecnologia CRISPR-Cas es mas eficiente y simple debido al
disefio de moléculas guiadas por ARN (Friendland et al., 2013), es decir CRISPR-Cas tiene
facilidad de personalizacién debido a que la nucleasa Cas se puede redireccionar facilmente a

una nueva secuencia de ADN simplemente comprando un par de oligonucleétidos que



codifiquen la secuencia guia de 20 nucledtidos. Por el contrario, la reorientacion de los sistemas
TALEN o ZFN para que reconozcan una nueva secuencia de ADN requiere del disefo de una
nueva construccion genética que exprese dos nuevos genes TALEN o ZFN, ralentizando y
dificultando considerablemente el proceso. Hasta ahora, el sistema CRISPR-Cas ha sido
ampliamente explotado para la generacion de knocouts Unicos, lo que permite la introduccion
de caracteristicas novedosas y valiosas en los cultivos, asi como una herramienta de gran utilidad

para estudios de gendmica funcional.

En este Trabajo Fin de Master se ha llevado a cabo una revision bibliografica sobre las
aplicaciones del sistema CRISPR-Cas en la agricultura y la Biotecnologia Vegetal. Se comenzara
con una descripcion simplificada sobre la biologia del CRISPR-Cas para conocer su
funcionamiento como herramienta de edicidon genética. A continuacion, se discuten las ultimas
aplicaciones del sistema CRISPR-Cas en la agricultura tales como la mejora de cultivos, las
tecnologias de Mejora Vegetal y la domesticacién de especies silvestres. Ademas, se presentan
las aplicaciones mas relevantes del sistema CRISPR-Cas en el ambito de la Biotecnologia Vegetal,
incluyendo procesos de regulacién génica, mutagenesis y evolucion dirigida. Finalmente,
situaremos este sistema dentro del marco ético y politico seguido de unas conclusiones y
perspectivas de futuro. De este modo, el objetivo principal de este Trabajo de Fin de Master es
proporcionar un resumen completo acerca del enorme potencial del sistema CRISPR-Cas en el
mundo vegetal aportando aplicaciones detalladas sobre su uso en agricultura y Biotecnologia

Vegetal.
2. Biologia del CRISPR-Cas

CRISPR-Cas es un sistema inmunoldgico adaptativo microbiano que utiliza nucleasas guiadas por
ARN para escindir elementos genéticos extrafios (Deveau et al., 2010). Se han identificado tres
tipos (I-111) de sistemas CRISPR a través de una amplia gama de huéspedes de bacterias y arqueas,
donde cada sistema corresponde a un grupo de genes asociados a CRISPR, ARN no codificantes

y una variedad distintiva de elementos repetitivos (repeticiones directas).

Estas repeticiones estan intercaladas por secuencias variables cortas (Melanova et al., 2011)
derivadas de dianas de ADN exdgenas conocidas como protoespaciadores, y juntos constituyen
el ARN de la matriz CRISPR (crARN; Figura 3a). Dentro de la diana de ADN, cada protoespaciador
esta siempre asociado con un motivo adyacente (PAM), que varia dependiendo del sistema

CRISPR (Marrafani et al., 2008).



El sistema CRISPR de tipo Il es uno de los mejores caracterizados (Jinek et al., 2012) y consta de
la nucleasa Cas9, la matriz de crARN que codifica los ARN guia y un crARN trans-activador auxiliar
requerido (tracrARN) que facilita el procesamiento de la matriz de crARN dentro de unidades
discretas (Gasiunas et al., 2012). Cada unidad de crARN contiene una secuencia guia de 20
nucledtidos y una repeticién parcial directa, donde la primera dirige a la Cas9 hacia el ADN
objetivo. El funcionamiento de CRISPR consta de tres etapas: adaptacién, expresién e

interferencia, las cuales se detallan a continuacion.
2.1 Adaptacion

La adaptacién esta compuesta, a su vez, de dos etapas: la adquisicion de nuevos espaciadores y
la integracion de los espaciadores en el genoma. Esta etapa estda dirigida por proteinas Casl-

Cas2 casi de forma universal (excepto para el tipo VI) (Makarova et al., 2015).

La adquisicion ocurre cuando el ADN extrafio entra en la célula y es identificado por Cas. El
sistema CRISPR es capaz de copiar un fragmento pequefio del ADN extrafio e incorporarlo en el
genoma huésped. EI ADN fordneo se denomina protoespaciador, mientras que el ADN
incorporado en el genoma se denomina espaciador (Deveau et al., 2008). Los espaciadores se
agregan repetitivamente, con nuevos espaciadores que estan siendo afiadidos constantemente

en el extremo lider de la matriz repeticién-espaciador (Figura 3b; Barrangou et al., 2013).

Para el tipo Il, un protoespaciador se identifica mediante la presencia de una secuencia conocida
como motivo adyacente al protoespaciador (PAM; secuencia PAM de 2-7 nt) (Horvath et al.,
2008). Esta actiia como una sefial de reconocimiento para la secuencia objetivo, siendo util para
distinguir ADN propio de ADN foraneo, debido a que la secuencia PAM no estd incorporada en
el locus CRISPR (Marrafani et al., 2010). Este hecho cobra importancia y repercusion en
infecciones futuras. Adicionalmente, como los espaciadores son incorporados de manera
consecutiva y consistentemente, la matriz se convierte en un historial de eventos de infeccion
registrados para el organismo, utilizandose para identificar cepas y relacionarlas con su historia.

(Anderson et al., 2008).
2.2 Expresion

La siguiente etapa es la expresidon o biogénesis del crARN. La transcripcién comienza en el
extremo lider de la matriz repeticion-espaciador. La secuencia lider, adyacente a la matriz,

contiene una secuencia promotora para la expresion del crARN (Carte et al., 2014).



La abundancia del crARN guarda una relacién directamente proporcional con la proximidad de
este con la secuencia lider, es decir, a mas proximidad mas abundancia. (Zoephel et al., 2013).
Tener los espaciadores mas nuevos incorporados después del lider tiene sentido, ya que es mas
probable que un huésped sea infectado por un fago mas reciente que por uno al que ha sido
expuesto anteriormente. La transcripcion produce un precrARN largo, considerandose un
precursor del crARN, que es procesado en crARNs maduros mediante escisién dentro de la
region repetida (Figura 3c) (Deltcheva et al., 2011). El crARN estd compuesto por el ultimo
extremo de un espaciador y el comienzo de la secuencia repetida donde cada uno tiene una

longitud definida para el sistema (Crawley et al., 2018).

Por tanto, los mecanismos de crARN maduro varian ampliamente entre los tres sistemas
principales de CRISPR. En los sistemas de tipo Il, el tracrARN es esencial para el procesamiento
de precrARN y su union con la proteina efectora Cas9 (Deltcheva et al., 2011). La proteina Cas9
reconoce complejos de crARN-tracrARN unidos, permitiendo su procesamiento. A partir de aqui,

Cas9 permanece unido al crARN maduro.

2.3 Interferencia

Se denomina interferencia al proceso de reconocimiento de los acidos nucleicos dirigida por una
proteina efectora o a un complejo efector. El complejo efector se ensambla, reconoce acidos
nucleicos extrafios y provoca la escisién del acido nucleico. En el tipo Il (Figura 3d), los Unicos
componentes necesarios son Cas9 unida al crARN, conocido también como duplex tracrARN
(Barrangou, 2015). De la misma manera que ocurre en la etapa de adaptacion, el ADN es
escaneado en busca de un sitio PAM (Sternberg et al., 2014). Cas9 se une a la hebra no
complementaria de PAM y posteriormente verifica la similitud de secuencia entre el espaciador
del crARN y el ADN obijetivo. Si no se identifican desajustes en la regién semilla, entonces Cas9
ordena una rotura de doble hebra mediante el uso de dos nucleasas (Sternberg et al., 2014). El
ADN obijetivo incluye a fagos, plasmidos y ADN gendmico foraneo. Cada objetivo y corte son
caracteristicas de cada tipo de CRISPR. Es la secuencia parcial de repeticiones la que previene
gue el sistema CRISPR-Cas ataque al cromosoma ya que el apareamiento de bases mas alla de
la secuencia del espaciador es una sefal de que pertenece a si mismo y previene el corte de ADN

en el cromosoma bacteriano.
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Figura 3. Representacion grdfica de la biologia del CRISPR. Adaptado de Brandt et al., 2019

3. CRISPR-Cas en Agricultura

3.1 Aplicacion a la mejora de cultivos

A diferencia de los enfoques de reproduccidn convencionales, la tecnologia CRISPR proporciona
una forma rapida de generar nuevo germoplasma mediante la eliminacién de elementos
genéticos negativos responsables de rasgos indeseados o también con la introduccion de
mutaciones de ganancia de funcién mediante edicidon precisa de regiones promotoras del

genoma. Es por ello que cuanto mayor sea el conocimiento sobre los factores genéticos



subyacentes que regulan caracteres relacionados con el rendimiento y calidad, menores

limitaciones habra para aplicar de manera eficiente la tecnologia CRIPSR.

La tecnologia CRISPR-Cas permite un control preciso del proceso de edicidn genética, generando
mutaciones dirigidas en genes de interés agronémico, lo que a su vez permite obtener de forma
inmediata multiples rasgos beneficiosos en un fondo genético élite en pocas generaciones
(zhang et al., 2014). En los ultimos afios, el uso del CRISPR -Cas ha revolucionado la agricultura
gracias a la mejora de caracteres de importancia agrondmica tales como rendimiento, calidad,
resistencia a enfermedades y a herbicidas. A continuacién, se exponen algunas de las
aplicaciones mas novedosas que ponen de manifiesto la mejora de las caracteristicas citadas

anteriormente en diversos cultivos.
3.1.1 Incremento del rendimiento

Existen multiples factores que afectan al rendimiento de un cultivo, entre los que destaca la
manipulacion de la homeostasis de las citoquininas para incrementar el rendimiento en
cereales. Por ejemplo, editando el dominio C terminal de LOGL5 en Oryza sativa, que codifica
una enzima activadora de citoquininas, se ha conseguido una mejora en el rendimiento del
grano de arroz en un amplio espectro de condiciones ambientales (Wang et al., 2020). Del mismo
modo, si se elimina el gen que codifica la citoquinina oxidasa/deshidrogenasa (CKK), enzima
encargada de catalizar la degradacién de las citoquininas, se puede obtener fenotipos de alto

rendimiento en trigo (Zhang et al., 2019).

Los transportadores de aminoacidos desempefian un papel indispensable en la asignacién de
nutrientes durante el desarrollo de la planta. En este contexto, se ha demostrado en arroz que
la inhibicién de la expresidn del transportador de aminoacidos OsAAP3 aumenta la produccion
del grano debido a la formacion de un mayor nimero de paniculas como resultado del aumento
del nimero de yemas, consiguiendo asi un notorio incremento del rendimiento en combinacion

con el mantenimiento de la calidad del grano (Lu et al., 2018).

Desarrollar cultivos mas tolerantes a la sequia es otro de los retos establecidos cuando se habla
de rendimiento de cultivos. Dicha tolerancia es complicada y parece estar relacionada con el
etileno. Esta fitohormona juega un papel importante en la regulacién de la respuesta de las
plantas al estrés hidrico, incluido déficit de aguas y altas temperaturas (Kawamaki et al., 2010).
Por lo tanto, se puede lograr un mayor rendimiento del cultivo disminuyendo la sensibilidad a
etileno. Algunos estudios se centran en ARGOS, que son genes reguladores negativos de la
respuesta al etileno y moduladores de la transducciéon de sefiales de etileno. Mediante el empleo

de la tecnologia CRISPR-Cas se ha modificado de forma precisa el ADN del locus ARGOSS,



obteniéndose variantes con alta expresion de este gen, lo que a su vez conduce a un mayor

rendimiento del grano en maiz (Shi et al., 2016).

La edicion mediada por CRISPR-Cas de otros genes de arroz, incluyendo PIN5b que regula el
tamafio de la panicula, GS3 que regula el tamafio del grano, y GW2 que regula el peso del grano,
también ha dado lugar a plantas con mejores rendimientos (Liu et al., 2017; Zhang et al., 2018;

Zeng et al., 2019; Zhou et al., 2019).

Por otra parte, también se ha conseguido incrementar el rendimiento en cultivos como el
tomate, mediante la edicién de genes como CLV3 (Rodriguez et al., 2017) o ENO (Yuste et al.,
2020), los cuales actuan como reguladores de la actividad y el tamarfio del meristemo floral. De
este modo, las mutaciones en estos genes generan un incremento del tamafio del meristemo
floral que da lugar al desarrollo de flores con drganos supernumerarios que producen frutos

multiloculares de gran tamafio.
3.1.2 Mejora de la calidad

Uno de los grandes retos de la agricultura actual es aumentar la calidad de los cultivos
manteniendo la produccion. En este contexto, se ha demostrado en diferentes investigaciones
gue los granos con bajo contenido en amilosa producen una mejoria en la alimentacién y en la
calidad de coccion, ademads de otras aplicaciones relacionadas con el textil y adhesivos. Un
ejemplo es lo que ocurre con la enzima almiddn sintasa 1 unida a granulos (GBSS1), que participa
en la biosintesis de la amilosa. Se llevé a cabo la generacion de lineas endogamicas élite de maiz
y trigo por disrupcién del gen GBSS con CRISPR-Cas9 mediante un editor de base de citosina o
CBE (citosine base editing; Xu et al., 2020), dando lugar a lineas con un contenido bajo de

amilosa.

Otro caso es el del gluten, cuyas proteinas son causantes de enfermedades celiaca en personas
susceptibles. Como las proteinas del gluten se encuentran codificadas por unos 100 loci
aproximadamente en el genoma del trigo, los métodos tradicionales no pueden conseguir una
disminucién notable en el contenido del gluten. Mediante el uso de la tecnologia CRISPR-Cas, se
puede editar la region conservada de los genes del gluten, creando lineas de trigo con hasta un
85 % de perdida de potencial alergénico (Sanchez et al., 2018). Ademas, el sistema CRISPR-Cas
ha contribuido a la mejora de la calidad de diferentes cultivos enriqueciendo su contenido en
carotenoides (Li et al., 2018), acido y-aminobutirico (Li et al., 2018) y oleico (Do et al., 2019), o

disminuyendo su contenido en acido fitico (Khan et al., 2019).



3.1.3 Resistencia a enfermedades

Existen multitud de patogenos que pueden provocar enfermedades en las plantas, entre los que
destacan hongos, oomicetos, bacterias, virus y nematodos. Las enfermedades de las plantas
pueden tener consecuencias graves en la salud humana, uno de los ejemplos mas famosos de la
historia es la hambruna irlandesa de las patatas en el siglo XIX, originado por el protista

Phytophthora infestans, causante de la muerte de alrededor de un millén de personas.

Para abordar el problema de enfermedades en plantas, se pensd en recurrir a la modificacién
genética. Esta ofrece varias alternativas viables entre las que se encuentran, por una parte, la
introduccion de genes de resistencia dominantes que tienden a promover la evolucidn reciproca
de la resistencia en patogenos, y por otra, la alteracion de los factores de susceptibilidad. Esta
ultima ofrece un enfoque mas prometedor para la proteccidn de plantas contra el estrés bidtico,

a través de la edicién de dichos factores de susceptibilidad mediante la tecnologia CRISPR-Cas.

La produccion mundial de arroz se encuentra profundamente amenazada por el tizén
bacteriano, enfermedad devastadora causada por Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Durante las
infecciones, un grupo de factores bacterianos se encargan de activar la transcripcion de los
genes SWEET, cuyos productos son necesitados para la susceptibilidad de la enfermedad. Por lo
tanto, inactivando o mutando la region promotora de estos genes, como por ejemplo SWEET11,
SWETT13 y SWEET14, se pueden obtener lineas de arroz con resistencia de amplio espectro a X.
oryzae (Xu et al., 2019). Del mismo modo, la edicién de la region promotora del gen LOB1 genera

resistencia a Xanthomonas citri subsp. citri en citricos (Peng et al., 2017).

Por otra parte, hongos biotréficos como Blumeria gramini f. sp. tritici pueden causar mildiu
polvoriento en el trigo. El gen EDR1, o también conocido como ENHACED DISEASE RESISTANCE
1, codifica para una MAPK quinasa inhibidora de la respuesta de defensa del mildiu polvoriento.
Haciendo uso de la tecnologia CRISPR-Cas, se obtuvieron plantas con resistencia a este hongo a
través de la generacién de mutaciones de forma simultanea en 3 dominios homadlogos de EDR1

(zhang et al., 2017).

Debido a su capacidad para inducir DSB, el sistema CRISPR-Cas9 puede ser programado para
fragmentar los genomas de virus vegetales de ADN confiriendo de esta manera resistencia a los
virus. No obstante, debe realizarse una evaluacion detallada del enfoque CRISPR-Cas9 debido a
qgue se ha reportado que la tecnologia genera pantas con niveles limitados o nulos de
resistencias a virus, impulsando asi la generacidon rapida de fugas virales (Mehta et al., 2019).
Utilizando esta estrategia, se ha conseguido generar sistemas de inmunidad contra geminivirus

(Ji et al., 2018) y caulimovirus (Liu et al., 2018).



La inactivacidn de los genes de susceptibilidad también es una via alternativa y efectiva para
generar resistencia de amplio espectro a virus. El género Potyvirus se encuadra como un grupo
de virus vegetales de ARN que interactuan con el factor de inicio de la traduccion 4E (elF4E) y
sus isoformas para iniciar su traduccién. Dado que el gen elF4E no es esencial para el crecimiento
de las plantas, la interrupcion del mismo en pepino confiere un amplio espectro de resistencia

a potyvirus sin causar alteraciones en su desarrollo (Chandrasekaran et al., 2016).
3.1.4 Resistencia herbicidas

Actualmente, la inmensa mayoria de enfermedades de las plantas se combaten empleando
pesticidas que ayudan a controlar a los patégenos. A pesar de que estos desempefian una
funcién importante, deben ser manipulados con precaucién, ya que un uso incorrecto tiene
consecuencias negativas tanto para el hombre como para el medio ambiente. En este contexto,
el desarrollo de nuevo germoplasma resistente a herbicidas, permite un uso mas racional y
eficiente de herbicidas, todo ello orientado a obtener una via rentable para mantener una alta

productividad de cosecha y prevenir la degradacién del suelo.

Si se establece una comparativa entre los métodos de transgénesis convencionales que
introducen genes resistentes a herbicidas extraios como bar que codifica una fosfonitrocina N-
acetiltransferasa, y la edicidn dirigida usando CRISPR-Cas de genes de la propia planta que
confieren resistencia enddgena a herbicidas, esta ultima es mas atractiva debido a su
flexibilidad, velocidad de ejecucién, bajo costo frente a otras soluciones y de naturaleza no

transgénica.

La enzima acetolactato sintasa (ALS) es clave en la biosintesis de aminodacidos de cadena
ramificada ademas de diana de herbicidas como sulfonilurea y imidazolinone. Diferentes
investigaciones sobre mutaciones puntuales que ocurren naturalmente sobre el gen ALS revelan
que las sustituciones especificas en ALS pueden originar tolerancia a herbicidas (Powles et al.,
2010). De este modo, haciendo uso de la técnica CBE, se introdujeron transiciones de bases en
el gen ALS de arroz para inactivarlo, otorgandole a estas plantas resistencia a herbicidas (Kuang
et al., 2020). A su vez, en otras especies se ha desarrollado resistencia a herbicidas generando
mutaciones concretas en el gen ALS mediante la estrategia de CRISPR-Cas mediada por

mecanismos de reparacion HDR (Sung et al., 2016).

Por otra parte, la enzima Acetil Coenzima A Carboxilasa (ACCase), que participa en la biosintesis
de lipidos, se posiciona como otra diana valiosa para conferir resistencia a herbicidas. En este
caso, se ha generado una sustitucion C2186R mediante la técnica ABE (editing base adenine) en

en el gen ACCase para generar lineas de arroz tolerantes al potente herbicida llamado hoxifalop-



R-metilo (Li et al., 2018). Del mismo modo, se obtuvo trigo resistente a quizalofop generando
una sustitucion A1992V en el gen ACCase (Zhang et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que
la edicidn de genes como EPSPS (Hummel et al., 2018), PPO (de Pater et al., 2018), TubA2 (Liu et
al., 2020) y SF3B1 (Butt et al., 2019) otorgan resistencia a herbicidas como glifosato,

butafenacilo, trifluralina y herboxidieno, respectivamente.

A pesar de que la gran mayoria de variedades editadas genéticamente se encuentran en etapa
experimental, mas de 100 variedades de plantas creadas por esta tecnologia de edicidén genética
son cultivadas con fines comerciales en USA, como es el caso de variedades de soja con alto
contenido de acido oleico, obtenidas mediante la modificacion del gen FAD2 (Do et al., 2019), o

planas de camelina o falso lino con aceite enriquecido en acidos grasos omega-3 (Waltz, 2018).
3.2 Aplicacion en tecnologias de Mejora Vegetal

Teniendo en cuenta que la tecnologia CRISPR-Cas ha demostrado ser un sistema simple y
eficiente, su uso en la en la mejora de cultivos posibilita numerosas aplicaciones que, si ademas
se combina con métodos de Mejora Vegetal convencionales, podrian beneficiar a la produccion
agricola en multiples aspectos. A continuacion, se explican algunas de las aplicaciones en Mejora
Vegetal a través de varios enfoques novedosos aplicando la tecnologia CRISPR-Cas para

modificar genes relacionados con la reproduccion.
3.2.1 Induccidn de lineas haploides

Obtener una nueva variedad vegetal es una tarea laboriosa, que depende principalmente del
tipo de cultivo y las caracteristicas que se deseen incorporar, siendo aproximadamente 10 afios
lo que se requiere para su obtencidn. Gracias al avance de la tecnologia se consigue acortar los
ciclos de mejora mediante los dobles haploides (DH), que son genotipos que se originan a partir
de células haploides (que sélo tienen un juego cromosémico) que posteriormente experimentan
un proceso de duplicacion cromosémica, ya sea espontaneo o inducido artificialmente,
recuperando asi la dotacién cromosdmica original de la especie en estudio. La tecnologia de
doble haploide puede estabilizar el fondo genético de lineas hibridas dentro de dos
generaciones, comparado con las seis u ocho generaciones de autofecundacion que se

requieren en los métodos tradicionales para producir lineas puras homocigotas.

El gen MATRILINEAL (MTL), que codifica la fosfolipasa 1 especifica del polen, fue modificado
mediante mutaciones de desplazamiento de marco, dando lugar a la eliminacidn del cromosoma
paterno en el cigoto, lo que conlleva la formacion de embriones haploides de maiz (Liu et al.,

2017). La induccién de lineas haploides de trigo (Liu et al., 2020) y arroz (Yao et al., 2018)



también fueron creadas por mutagénesis mediada por CRISPR-Cas en el gen MTL (Figura 4).
También se ha demostrado que la edicién de genes como CENH (Kuppu et al., 2020) y DMP
(Zhong et al., 2020) mediada por CRISPR-Cas induce haploidizacién de forma eficiente.
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Figura 4. Aplicaciones del CRISPR-Cas en tecnologias de Mejora Vegetal: induccion de lineas haploides. Adaptado de
Zhu et al., 2020.

3.2.2 Generacion de lineas con esterilidad masculina

El vigor hibrido, o también conocido como heterosis, ofrece la oportunidad de incrementar el
rendimiento y mejorar la calidad de las especies cultivadas. Es por ello qué, en la produccion
comercial de semillas hibridas se debe evitar la autopolinizacién del parental femenino para que
no se desarrollen semillas homocigodticas. Actualmente, para solventar estos problemas se
utiliza la esterilidad masculina en lineas parentales como uno de los enfoques mas efectivos a

pesar de que la técnica suele ser lenta y laboriosa.

La edicion genética mediante CRISPR-Cas ofrece una alternativa rdpida y viable para el
establecimiento de la esterilidad masculina en lineas transformables. Algunos investigadores

consiguieron generar esterilidad masculina en cultivares de trigo usando como diana del sistema



CRISPR-Cas los genes MALE STERILE MS1 (Okada et al., 2019) y MS45 (Singh et al., 2018), que
codifican una proteina de transferencia de lipidos unida a glicosilfatidilinositol y una enzima
similar a la estrictosidina, respectivamente. Ademas, la interrupcion del gen THERMOSENSITIVE
GENIC MALE-STERILE 5 (Li et al., 2017) y CARBON STARVED ANTHER (Gu et al., 2019) generd

lineas macho estériles sensibles a la temperatura y al fotoperiodo tanto en maiz como en arroz.
3.2.3 Fijacién del vigor hibrido

Se conoce como heterosis o vigor hibrido a la capacidad que poseen los hibridos de superar a
sus progenitores en propiedades o caracteristicas de interés agrondémico, tales como
rendimiento, tolerancia a enfermedades, etc. Actualmente los sistemas de produccion de
semillas hibridas estan basados en el empleo de lineas con esterilidad masculina, no obstante,
estos procedimientos contindan siendo demasiado costosos y laboriosos en algunos de los
cultivos. Una posible solucién para la fijacién del fondo hibrido élite podria ser la induccion de

la apomixis, conocida como una via natural de reproduccién asexual por medio de semillas.

Fijacion de vigor hibrido

Hljacion de vigor hibrido /

Hibrido F1
Meiosis l Mitosis en lugar de meiosis
( Editando }
o genes MiMe v
Gameto haploide Gameto diploide
® I ®
Expresion )
de BBM1 | Partenogénesis
en células
huevo ﬁ I H ; 3
Eliminacion
genoma
parental
Progenies Progenies
segregantes clonadas

Figura 5. Aplicaciones del CRISPR-Cas en tecnologias de Mejora Vegetal: fijacion del vigor hibrido. Adaptado de Zhu
etal., 2020



Se han realizado estudios en arroz y Arabidopsis para convertir la meiosis en mitosis (MiMe) a
través de la generacion de una triple mutacion inducida por CRISPR-Cas en los genes PAIR1
(responsable de la eliminacion de la recombinacion mitdtica), REC8 (responsable de Ia
separacion de las cromatidas hermanas en la primera divisién mitética) y ODS1 (responsable del
salto hacia la segunda division mitética). Los resultados mostraron la produccidon de gametos
diploides clonales masculinos y femeninos. Ademas, la expresion ectépica de BABY BOOM1 en
los évulos de las lineas MiMe es suficiente para inducir partenogénesis, obteniéndose de este
modo una progenie genéticamente idéntica a los parentales masculinos (Figura 5; Khanday et
al., 2019). Del mismo modo, se han obtenido embriones diploides clonados en cultivos de arroz
mediante la inactivacidon de genes MTL (causando la eliminacion del genoma paternal después

de la fecundacion) y MiMe (Wang et al., 2019).
3.2.4 Manipulacién de la autoincompatibilidad

La mejora genética de algunos cultivos como la patata se ha visto obstaculizada por la ausencia
de lineas endogamicas debida a su autoincompatibilidad intrinseca. Haciendo uso de la
tecnologia CRISPR-Cas se ha mutado el gen S-RNasa, gen codominante responsable de la
autoincompatibilidad gametofitica en solandceas, creando de esta manera lineas de patata
autocompatibles (Qin et al., 2018). Asimismo, la autoincompatibilidad esporofitica ha sido
superada en colza mediante la inactivaciéon de los genes M-locus protein kinasa y S-receptor

kinasa (Chen et al., 2019; Ma et al., 2019).

Ademas de reducir la heterocigosidad, este enfoque tiene el potencial suficiente para poder
superar las barreras de reproduccion interespecificas y eliminar la necesidad de polinazadores
en arboles frutales. Un ejemplo de esto ocurre cuando se generan mutaciones en genes como
FARNESIL PIROFOSFATO SINTASA 2, lo cual demuestra que la tecnologia CRISPR-Cas puede
desempeiiar un papel fundamental en la restauracién de la autoincompatibilidad (Qin et al.,
2018). Del mismo modo, se puede utilizar para desarrollar un programa de Mejora Vegetal de
hibridos mas efectivo, ademas de lograr la produccién de frutos sin semilla en citricos,

desencadenando la partenocarpia.
3.2.5 Otras aplicaciones en tecnologias de Mejora Vegetal

El cruce de lineas muy distantes desde el punto de vista genético suele originar esterilidad
hibrida, que es causada por interacciones genéticas deletéreas entre alelos divergentes y
dificulta la explotacion del vigor hibrido. En el caso del arroz, por ejemplo, los cruzamientos

entre las subespecies japdnica e indica dan lugar a plantas hibridas estériles debido a cambios



estructurales y a la variacion del nimero de copias en el locus Sc. Para tratar de solventar este
problema, se ha conseguido restaurar la fertilidad masculina en hibridos de arroz mediante la
eliminacion de una o dos de las tres copias de Sc-i, lo que provoca el rescate de la expresion de

Sc-jy con ello la fertilidad masculina (Shen et al., 2017).

La recombinacién durante la meiosis raramente ocurre en el sitio deseado, por lo que si se
establece una diana en un alelo parental mediante CRISPR-Cas, se puede conseguir
recombinaciones homadlogas meidticas en esos sitios especificos (Hayut et al., 2017). Por
consiguiente, originando un DSB en ambos cromosomas heterdlogos se puede desencadenar
translocaciones cromosdmicas especificas (Beying et al., 2020). Este enfoque podria dar lugar a
la creaciéon de alelos beneficiosos, romper vinculos genéticos indeseables y crear rapidamente

lineas casi isogénicas.

3.3 Aceleracion de la domesticacion de cultivos

Desde hace milenios, la seleccidn artificial ha estado presente en la agricultura con el objetivo
de seleccionar caracteristicas deseables como incrementar el contenido en nutrientes, el
rendimiento o facilitar la cosecha. No obstante, el proceso de domesticacién y mejora de los
cultivos ha tenido como resultado una pérdida de biodiversidad considerable, asi como una

mayor vulnerabilidad al estrés bidtico o abidtico (Doebley et al., 2006).

Se estima que existen unas 30.000 especies de plantas comestibles, pero sélo 15 de ellas
representan el 70 % de la ingesta caldrica humana (Fernie et al., 2019). Por tanto, una buena
parte de la biodiversidad permanece inexplorada y posiblemente podria aportar atributos
nutricionales de interés, resistencia a estrés y mejoras en la adaptacion a climas locales. Es por
ello por lo que tanto la domesticacion de especies silvestres como el uso de cultivos
semidomesticados se posicionan como estrategias atractivas y viables para solventar los

problemas existentes relacionados con la demanda de alimentos.

La domesticacién no es un efecto estatico ni puntual que ocurre a lo largo de la vida de un
organismo, sino mas bien supone un proceso dindmico largo y gradual que se mantiene durante
varias generaciones. Este proceso implica cambios en un gran nimero de loci, aunque solo
algunos de ellos son fundamentales para obtener las caracteristicas deseadas (Yang et al., 2019).
Gracias a la potencialidad del sistema CRISPR-Cas para manipular el genoma de manera precisa,
se piensa que es una herramienta con potencial para acelerar el proceso de domesticacion de

especies cultivadas.



Actualmente ya se han realizado numerosos estudios sobre la domesticacién. Uno de ellos habla
sobre como los tomates modernos son mas sensibles a los estreses ambientales, mientras su
antepasado silvestre mas cercano Solanum pimpinellifolium, es resistente a ciertas infecciones
bacterianas y es mas tolerante la salinidad. No obstante, para que S. pimpinellifolium alcance
una escala comercial, se deben mejorar caracteres que afectan al habito de crecimiento, a la
sensibilidad a la duracién del dia y a la calidad del fruto (su reducido tamafio y su escaso valor

nutricional).

El conocimiento sobre el control genético de caracteres de interés agrondmico en tomate, ha
permitido que algunos investigadores empleen el sistema CRISPR-Cas multiplexado para editar
simultdaneamente una serie de genes relacionados con la domesticacion de este cultivo,
incluyendo SP (controla el habito de crecimiento de la planta), SP5G (represor floral), CLV3 y
WUS (tamanio de fruto), MULT (nimero de frutos), OVATE (forma del fruto), GGP1 (contenido
en vitamina C) y CycB (contenido en licopeno), convirtiendo a esta planta de S. pimpinellifolium
domesticada mediante edicién genética en una variedad mucho mas parecida al tomate
cultivado (Li et al.,, 2018; Zsogon et al., 2018). Es importante destacar que las plantas
domesticadas de S. pimpinellifolium también conservaron una excelente resistencia a bacterias
patégenas y a la sal. Algo parecido sucede con Physalis pruinosa, un cultivo huérfano que
pertenece a la familia de las solanaceas, el cual ha sido domesticado mediante la edicion de tres
genes SP, SP5G y CLV1, dando lugar a flores y frutos mas grandes (Lemmon et al., 2018). Estos
estudios sirvieron para asentar las bases del uso del sistema CRISPR-Cas como herramienta para

acelerar la domesticacion de nuevos cultivos.

Existen otras especies que también son candidatas para una explotacién agricola futura, como
es el caso del pasto de trigo intermedio (Thinopyrum intermedium), un pariente perenne del
trigo que posee un elevado interés agricola debido a una absorcién de nutrientes y agua mucho
mas eficiente que el trigo, y que ademas necesita menos mano de obra para su cultivo. Sin
embargo, presenta caracteristicas como la rotura de semillas o un bajo rendimiento que

obstaculizan su expansidon como cultivo comercial (DeHaan et al., 2020).

A diferencia de las patatas modernas, la patata nativa (Solanum tuberosum spp. andigena) se
caracteriza por poseer tolerancia a la enfermedad del tizén tardio, ademas de presentar un
indice glucémico mas saludable. Sin embargo, los elevados niveles en glicoalcoholes vy el
pequefio tamafo del tubérculo de este tipo de patata hace que no sea el material adecuado
para su cultivo en grandes superficies. Otros cultivos como el altramuz (Lupinus spp.), la alfalfa

(Medicago sativa) y el berro (Thlaspi arvense) también poseen caracteristicas sobresalientes



(Sedbrook et al., 2014) y, por tanto, se podria corregir sus defectos creando nuevas variedades

con rasgos favorables mediante edicidn genética por CRISPR-Cas.

Es cierto que la domesticacién acelerada por CRISPR-Cas obtiene resultados prometedores, pero
todavia incluye varios cuellos de botella. Esto se debe a que se requiere un conocimiento preciso
de la regulaciéon genética de caracteres de interés agrondmico en la especie objeto de
domesticacion. Por tanto, son necesarios mas estudios que aporten conocimiento genético
basico sobre el desarrollo vegetativo y reproductivo en especies silvestres, obteniendo asi una
valiosa informacién sobre los genes diana a editar por el sistema CRISPR-Cas. Ademas, se
requieren métodos de edicién gendmica multiplexados mas eficientes, puesto que para producir

un cultivar ideal se necesita la alteracion simultanea de muchos loci.

4. CRISPR-Cas en Biotecnologia Vegetal

Ademas de mejorar considerablemente el mundo de la agricultura, también se han desarrollado
diversas herramientas relacionadas con la tecnologia CRISPR-Cas que optimizan la aplicacion de
herramientas biotecnoldgicas en plantas. Inicialmente, el cuello de botella de los procesos de
edicion genética en plantas fue la falta de un método eficiente y universal para introducir los
diferentes componentes del sistema CRISPR-Cas, lo que condujo al disefio de diferentes técnicas
gue permitiesen una manipulacion del genoma sin usar ADN foraneo. Mas tarde, la tecnologia
CRISPR-Cas se aprovechd para el estudio de la regulacion de la expresidon génica. Finalmente
debido a su facilidad de uso y sus robustas caracteristicas se adaptd para realizar la edicion

multiplexada y eficiente del genoma y como nueva herramienta de biologia sintética vegetal.

4.1 Introduccion del sistema CRISPR-Cas en plantas

La transformacién de plantas usa una amplia gama de herramientas, a través de las cuales, es
posible la introduccién de informacién genética foranea, sin afectar a las cualidades
agrondmicas y de mercadeo de los cultivos. La transformacién genética vegetal es el proceso
por el cual se produce la incorporacién estable de genes foraneos y la expresién de estos en las

plantas transformadas (Rommens, 2004).

La aplicacién eficaz del sistema CRISPR-Cas en plantas requiere de un método de introduccién
seguro y universal de los componentes de este sistema. Los métodos mas utilizados hasta ahora
para suministrar estos componentes son la transformacion via Agrobacterium y por biolistica,
aunque también existen otros métodos mediados por polietilenglicol, nanoparticulas o virus

vegetales (Figura 6).



En lo que respecta a la transformacion mediada por Agrobacterium, cabe destacar la simplicidad
técnica de sus protocolos, que puede ser empleada en diversos tejidos vegetales, la integracion
precisa del T-DNA o la baja probabilidad de rearreglos. No obstante, pese a ser uno de los
métodos mas populares y empleados presenta algunas limitaciones, como que la integracion
del ADN extrafio es irreversible y que la eficiencia de la transformacién esta fuertemente
afectada por el genotipo receptor, especialmente en monocotiledéneas (Ran et al., 2017). Otra
limitacion es que ninguno de los métodos convencionales citados anteriormente puede evitar
el largo y laborioso procedimiento requerido en cultivo de tejidos, es por ello, que se necesita
desarrollar urgentemente nuevas estrategias para la introduccién de los diferentes

componentes del sistema CRISPR-Cas.

Introduccién directa de CRISPR-Cas
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Figura 6. Estrategias de entrega directa de componentes del sistema CRISPR-Cas en plantas. Adaptado de Zhu et al,

2020.

4.1.1 Inducciéon de meristemos de novo

La generacion de plantas editadas empleando la técnica de cultivo de tejidos requiere de una
metodologia que consume un tiempo excesivo, que Unicamente funciona con ciertos genotipos
y especies concretas y que, ademas, es capaz de originar cambios no deseados en el genoma y
epigenoma de la planta transformada. En este contexto, las actividades potenciadoras de la
regeneracion propias de los reguladores morfogenéticos se estan convirtiendo en herramientas

poderosas para la edicion de genes mediante la tecnologia CRISPR-Cas.



Ademas de ayudar a la transformacion de cultivares o especies recalcitrantes, los reguladores
morfogenéticos pueden ser disefiados para inducir meristemos de novo en plantas, evitando de
esta manera la necesidad de establecer un protocolo estable de cultivo de tejidos. Un estudio
reciente revela que mediante la administracion de reguladores de desarrollo y de los
componentes necesarios para la edicidon de genes por CRISPR-Cas, la nucleasa Cas9 y un ARN
guia (sgARN), en células vegetales somaticas, se puede inducir meristemos que produzcan
nuevos brotes con modificaciones especificas en su genoma, siendo estas ediciones

transmisibles a la descendencia (Lowe et al., 2016).

Inicialmente, se eliminan los meristemos de las plantas que sobreexpresan Cas9, y a
continuacién se inyectan en los sitios de corte los reguladores morfogenéticos junto con el
sgARN, tal y como se observa en la Figura 7. Los reguladores morfogenéticos tienen la capacidad
de inducir la formaciéon de los meristemos con los nuevos genes editados, y las plantas que han

sido editadas genéticamente se pueden obtener a partir de los nuevos brotes generados.

La induccidn de novo de meristemos editados genéticamente evita la necesidad de establecer
un protocolo estable de cultivo de tejido, lo que supone una via prometedora para solventar el
cuello de botella de la edicidn genética en plantas (Maher et al., 2020). Este estudio se realizo
en Nicotiana benthamiana, es por ello que la adaptacion de esta metodologia a distintas

especies podria facilitar enormemente los estudios de gendmica funcional en plantas.
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Figura 7. Estrategias de entrega de componentes del sistema CRISPR-Cas: induccion de meristemos de novo.

Adaptado de Zhu et al., 2020



4.1.2 Edicion genética asistida por virus

Otro enfoque realmente prometedor para evitar el cultivo de tejidos en la obtencién de plantas
editadas genéticamente es el uso de virus como vectores de expresion de los componentes del
sistema CRISPR-Cas, una metodologia que permite la edicidn completa del genoma gracias a la

capacidad de replicacién y movimiento del virus dentro de la planta.

Recientemente, virus de ARN monocatenario de sentido positivo, tales como virus del cascabel
del tabaco (Ali et al., 2015), virus del mosaico del tabaco (Cody et al, 2017), virus del rizado de
hoja de col (Yin et al., 2015) o virus de la vena amarilla necrdtica de la remolacha (Jiang et al.,
2019) han sido empleados como vectores para la introduccion de sgARN en plantas, registrando
eficiencias de edicion de hasta un 80 %. No obstante, una limitacidn a considerar en los vectores
virales es su capacidad de carga de material genético, imposibilitando la codificacién de la
nucleasa Cas9. De esta manera, el uso de vectores virales para edicidn genética requiere de la
existencia de lineas transgénicas que sobreexpresen Cas9. A raiz de esto, se han utilizado virus
de ARN de hebra negativa para insertar dos cassettes, Cas9 y sgARN, simultdneamente en el
mismo vector de expresion, alcanzando una eficiencia de edicién de hasta el 90 % de las cuales
57 % fueron hereditarias. Ademas, el vector viral permanecié estable durante la regeneracién y

el asentamiento de la semilla (Ma et al., 2020).

Otro factor que obstaculiza la edicion genética asistida por virus es que las mutaciones inducidas
por virus generalmente no son transmisibles a la siguiente generacidn, ya que los virus no tienen
la capacidad de penetrar en los meristemos ni posicionarse en los tejidos reproductivos. No
obstante, un estudio reciente ha demostrado que si se expresa en tejidos somaticos de plantas
qgue sobreexpresan Cas9 un vector derivado del virus sonajero del tabaco que fusiona un sgARN
con elementos méviles de ARN, el virus se propaga sistémicamente gracias a los elementos
moviles, incluyendo las células meristematicas, ocasionando mutaciones heredables,
alcanzando eficiencias de hasta el 100 % en la progenie (Ellison et al., 2020). De esta manera, se

demuestra que virus de ARN modificados pueden inducir mutaciones heredables en plantas.

4.1.3 Edicion genética con inductores haploides

La mejora genética de cultivos tiene como objetivo generar lineas puras con multiples rasgos
deseados, donde se pueden combinar tecnologias como doble haploide (DH) con edicion del
genoma mediante CRISPR-Cas. En la gran mayoria de cultivos, la transformacidn genética queda
exclusivamente restringida a genotipos particulares, limitando enormemente los
procedimientos de Mejora Vegetal. Para paliar esta limitacion, se han desarrollado dos sistemas

de introduccion de la maquinaria de edicién. El primero se denomina edicién por induccion



haploide o HI-Edit (Kelliher et al., 2019) y permite la modificacion gendmica directa de
variedades de cultivos comerciales. El segundo sistema recibe el nombre de edicién del genoma
mediada por inductores haploides (Wang et al., 2019) que aprovecha la funcién de una linea
inductora de haploides que lleva un cassette CRISPR-Cas9 integrado y dirigido a mejorar un rasgo

agrondmico.

En ambas estrategias, se polinizaron lineas élite de maiz con lineas inductoras de haploides que
expresan la maquinaria CRISPR-Cas. Tras la fecundacidn, el genoma paterno procedente de las
lineas inductoras haploides induce una mutacién en el genoma materno y posteriormente se
elimina del cigoto, generando haploides de maiz editados genéticamente que carecen tanto del
ADN del parental inductor de haploides como de la maquinaria de edicion. El proceso global

gueda representado en la Figura 8.

De la misma forma, el cruce de cultivares de trigo con lineas de maiz estables que expresan
CRISPR-Cas9, ocasiond la edicién exitosa de dos genes (Budhagatapalli et al.,, 2020).
Posteriormente, los cromosomas de las lineas haploide editadas pueden duplicarse
artificialmente o de forma espontanea dando lugar a individuos diploides. Estos enfoques
superan habilmente los problemas relacionados con la transformacién genética, consiguiendo

la produccion de plantas homocigéticas editadas libres de transgenes.
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4.2 Regulacién génica

Teniendo en cuenta que la generacién de mutaciones knockout en plantas empleando la
tecnologia CRISPR-Cas a veces da lugar a efectos pleiotrdpicos o incluso ocasionan letalidad, se
esta optando por la modulacién heredable de la expresion génica como alternativa para alterar

fenotipos y crear lineas elites sin modificar secuencias codificantes de proteinas.

4.2.1 Modulacion de la transcripcion

La capacidad de controlar artificialmente la transcripcidn es esencial tanto para el estudio de la
funcién génica como para la construccion de redes génicas sintéticas con las propiedades
deseadas (Bikard et al., 2013). La endonucleasa Cas9 desactivada (dCas9) reconoce una diana de
ADN especifica (Gilbert et al., 2013). Se ha demostrado que la fusion de la proteina dCas9 o sus
ortdlogos con reguladores de transcripcion (Li et al., 2017) o moduladores epigenéticos (Gallego
etal., 2018), puede regular de manera precisa la expresion de genes. Estos moduladores pueden
actuar como activadores transcripcionales sintéticos al unir un dominio auténomo de activacion
de la transcripcidn a un promotor genético en el locus genémico endégeno mediante un médulo

programable de unién al ADN, como es la proteina dCas9.

Por otra parte, la formacidn de bucles de cromatina es clave para la regulacidn de la expresién
génica. En este contexto, se ha disefiado un método para reorganizar los bucles de cromatina
utilizando CRISPR-dCas9 (CLOuD9) que establece bucles de cromatina de forma selectiva y
reversible. Este método permite la yuxtaposicidon forzada de dos loci gendmicos cualesquiera.
(Morgan et al., 2017), lo cual demuestra el poder de la tecnologia CLOuD9 para modular

selectivamente la expresion génica en loci seleccionados.

Aunque estos enfoques son robustos, tanto las fusiones proteicas con dCas9 y sgARNs deben
serinsertados en el genoma para que su expresion continua logre alcanzar una regulacién génica
estable. Una alternativa a la expresion de proteinas de fusidon dCas9, es la edicidn de elementos
reguladores cis (CRE). Un estudio realizado en S. lycopersicum donde se editan regiones
reguladoras del gen CLV3 empleando el sistema CRISPR-Cas con ocho sgARNs diferentes ha dado
lugar a un espectro de alelos de actividad transcripcional modificada que genera nueva variacion
fenotipica en un caracter cuantitativo como es el tamafio del fruto (Rodriguez-Leal et al., 2017).
Esta técnica permite explotar la heredabilidad transgeneracional de la actividad Cas9, de forma
qgue es posible generar nueva variacidon genética en un locus concreto cruzando una planta
silvestre con una planta portadora del transgén que expresa el sistema CRISPR-Cas. De este
modo, se ha generado nueva variacion fenotipica en tres caracteres agrondémicos

fundamentales en tomate, como son el tamafio de fruto, el nimero de flores por inflorescencia



y la arquitectura de la planta (Rodriguez-Leal et al., 2017). Adicionalmente, la edicién de CRE
tiene la capacidad de alterar la expresién génica de un tejido concreto o etapa especifica,
pudiendo también responder a estimulos extracelulares. Por lo tanto, este enfoque permitiria

la creacion de nuevos rasgos y la identificacion de secuencias de ADN sensibles a sefiales dadas.

4.2.2 CRISPR-Cas dirigido a ARN

El ARN tiene funciones importantes y diversas en biologia, pero las herramientas moleculares
encargadas de su manipulacién son limitadas. Un ejemplo es lo que sucede con el ARN de
interferencia, a pesar de poder eliminar de manera eficiente los ARN dianas, es propenso a
afectar a otros genes. Se han descrito otros sistemas CRISPR-Cas dirigidos a editar ARN en
plantas, como aquellos que utilizan las endonucleasas Casl3a y Cas13b. Conforme el ARN
objetivo se va escindiendo y degradando, estos sistemas CRISPR-Cas tienen la capacidad de
regular la transcripcidon de un gen concreto con mayor especificidad y eficiencia que la técnica

del ARN de interferencia (Abudayyeh et al., 2017).

Otra aplicaciéon de la tecnologia CRISPR-Cas es su utilizacidn para la modulacidn del splicing de
los precursores de ARNm (pre-ARNm). El splicing de ARN es un proceso co-transcripcional de
corte y empalme de ARN donde se eliminan ciertos fragmentos secuenciales con la finalidad de
facilitar la lectura génica. Como la mayoria de los mecanismos de splicing de pre-ARNm siguen
de manera estricta la regla candnica GU-AG, la edicion de estas secuencias de empalme puede
interrumpir este proceso de splicing alterando asi la funcidén génica (Kang et al., 2018). En este
sentido, se ha puesto en practica la técnica de edicidn de bases de adenina (ABE), que permite
conversiones eficientes y precisas de bases de A a G y generando un sélo cambio de aminoacido
en la proteina objetivo. Los resultados obtenidos con la técnica ABE proporcionan una prueba
concepto para su aplicacién en plantas que puede conducir a una neofuncionalizacién inducida

o un empalme de ARNm modificado (Kang et al., 2018).

La alteracion de las secuencias promotoras gracias a la edicidon del genoma es una via realmente
prometedora para la modificacidon de rasgos agrondmicos (Rodriguez-Leal et al., 2017). Es mas,
debido a que los intrones constitutivos pueden promover la expresion génica mediante un
mecanismo definido como mejora mediada por intrones, se ha demostrado que la edicion
mediante CRISPR-Cas del sitio de empalme intrdnico en la regién 5'no traducida del gen GBSS1
de arroz reduce su expresion (Zeng et al., 2020). Estos investigadores emplearon estrategias de
ingenieria genética basadas en el sistema CRISPR-Cas9 para generar nuevos alelos de rasgos

cuantitativos alterando mecanismos transcripcionales y postranscripcionales implicados en la



regulacion de la expresion génica, ofreciendo una nueva alternativa para la mejora de caracteres

de interés agronémico (Zeng et al., 2020).

Los pre-ARNm se pueden procesar en una o mas isoformas de ARNm maduras a través de rutas
de splicing constitutiva o alternativa. Concretamente, el splicing constitutivo juega un papel
critico en la regulacion de la expresion génica de la misma forma que la mejora mediada por
intrones, mientras que el splicing alternativo aumenta considerablemente la diversidad de
proteinas, asi como la regulacion funcional del gen. En este contexto, un estudio revela que al
mutar sitios de splicing alternativo mediante CBE (edicién de bases de citosina) dirigido por Cas9,
se logra modificar la alternancia de empalme positivo de los genes HAb1.1 y RS31A produciendo
plantas con hipersensibilidad al &acido abscisico e insensibilidad a la mitomicina C,

respectivamente (Xue et al., 2018).

4.2.3 Modulacion de la traduccién

Los marcos de lectura abiertos aguas arriba (UORF) son marcos de lectura abiertos (ORF)
situados en las regiones 5° no traducidas de muchos ARNm eucariotas que generalmente
reducen la traduccién aguas abajo del ORF primario y pueden promover la descomposicion del
ARNmM. Por este motivo, la edicién de uORF es un método con proyeccion para la regulacion de
la expresion génica. Esta aproximacion ha sido utilizada en Arabidopsis y lechuga para desactivar
los UORFs de cuatro genes, los cuales incrementaron considerablemente su traduccién, dando
lugar a germoplasma de la lechuga con un alto valor de acido ascdérbico (Zhang et al., 2018).
estos investigadores emplearon un sgARN dirigido a la regién donde se ubica el uORF, generando

mutaciones que conducen a una variacion de la traduccidn del gen en cuestion.

Otro ejemplo de esta aproximacion es la modulacién del gen ZIP1.1 de Fragaria vesca usando la
técnica de edicion genética CBE (edicidn de bases de citosina) para editar su uORF, consiguiendo
asi un aumento en la traduccion del ORF primario ademds de un incremento del dulzor (Xing et
al., 2020). Los genotipos generados por la aplicacién de esta técnica podrian fijarse
inmediatamente en generaciones posteriores si se reproducen asexualmente. Esta
aproximacioén ofrece grandes oportunidades para la mejora cuantitativa de los caracteres de
interés agronémico, puesto que alrededor del 40 % de los genes vegetales contienen uORF, los

cuales pueden ser alterados por CRISPR-Cas.

Existen otras alternativas viables para conseguir una regulacién de la expresién génica mediante
edicion genética, entre ellas destacamos la edicion de elementos genéticos generalizados como

son las sefiales de poliadenilacién, los sitios alternativos de iniciacion de la transcripcion, o los



enhacers (intensificadores), debido a que estos desempefian funciones importantes en la

regulacion de la expresion génica.

4.3 Sistemas CRISPR-Cas condicionales

Los genes esenciales son reconocidos componentes celulares cuya alteracion origina letalidad.
Concretamente, estos forman un 10 % de los genes totales en plantas, cuyas caracteristicas
asociadas son parcialmente desconocidas (Lloyd et al., 2015). Los analisis funcionales detallados
de estos genes a través de enfoques de pérdida de funcion se ven obstaculizados por fenotipos
pleiotrépicos graves (Decaestecker et al., 2019). Por consiguiente, surgen los sistemas CRISPR-

Cas para solventar este problema.

Esto se consigue usando construcciones con promotores especificos de tejidos donde la
actividad de la endonucleasa Cas9 quede restringida a un tipo celular especifico consiguiendo
una edicién focalizada en algin tejido o d6rgano en particular. Esta aproximaciéon de
desactivacion especifica de tejido empleando un sistema CRISPR-Cas, denominada como
CRISPR-TSKO, ha sido empleada para generar mutaciones en células somaticas, alterando
fenotipos localizados en el casquete radicular, raices laterales enteras o linaje estomatico
(Decaestecker et al., 2019). Estos sistemas CRISPR-Cas condicionales proporcionan gran
flexibilidad, lo cual puede hacer que se conviertan en una poderosa herramienta de

investigacion en genética vegetal.

4.4 Mutagénesis y evolucion dirigida

Ademas de las diferentes aplicaciones mencionadas anteriormente, la tecnologia CRISPR-Cas
puede emplearse en estudios génicos de alto rendimiento. Esto se debe a que la secuencia
espaciadora se caracteriza por ser el Unico determinante de edicién génica programable,
permitiendo el escalado de plataformas de CRISPR-Cas para la obtencion de pools de sgARN,
posicionandose como herramientas con alto poder para el cribado gendmico y la evolucion

dirigida.

4.4.1 Cribado gendmico funcional basado en CRISPR-Cas

Cuando se realiza un cribado gendémico funcional se pretende identificar los genes responsables
de fenotipos determinados, por lo tanto, gracias a las propiedades programables y robustas que
presenta el sistema CRISPR-Cas, se puede obtener un cribado de alto rendimiento dentro de una
sola generacion. En arroz, se ha generado una plataforma de CRISPR-Cas que contiene 25,604
sgARN, a partir de los cuales se editaron 12.802 genes en cerca de 4.000 lineas Ty independientes

(Meng et al.,, 2017). De todas esas lineas, se testaron unas 200, 54 presentaban fenotipos



morfoldgicos alterados, cuyos genotipos pudieron ser identificados mediante la secuenciacion

de las dianas de los sgARNs (Meng et al., 2017).

La mutagénesis dirigida a través de una plataforma CRISPR-Cas permite integrar estrategias de
genética directa e inversa para identificar genes de interés agrondmico en cultivos con genomas
complejos (Liu et al., 2020). En este contexto, se ha realizado un cribado gendmico de 1.244 loci
candidatos utilizando edicidén genética de alto rendimiento por CRISPR-Cas, el cual ha permitido
mapear genes relacionados con caracteristicas de alto nivel agrondmico (Liu et al., 2020). El uso
de bibliotecas de di-sgARN o tri-sgARN (mas de un sgARN dirigido a cada gen) podria ser mas util
que las bibliotecas de mono-sgARN para el estudio de cambios fenotipicos causados por
mutaciones en regiones no codificantes. De esta manera, si se aprovecha la capacidad de la
plataforma CRISPR-Cas para regular la transcripcion, se pueden realizar un cribado de fenotipos

asociados con diferencias en la expresion de los genes (Zhu et al., 2020).

4.4.2 Evolucidn dirigida por CRISPR-Cas

La evolucién dirigida surgié como una posible alternativa para la modificaciéon de genes de
interés (GOI, del inglés Gen Of Interest) para adquirir propiedades nuevas o mejoradas. Un
método de evolucion dirigida basal incluye dos procesos, el primero de ellos sera llevar acabo
una mutagénesis con el objetivo de generar variabilidad de genotipos, y el segundo una
seleccion, enriqueciendo los genotipos deseados aplicando presiones selectivas particulares
(Zhu et al., 2020). De este modo, a partir de una combinacion de bibliotecas de sgARN de CRISPR-
Cas junto con la seleccion del caracter deseado (por ejemplo, resistencia a herbicidas), es posible

llevar a cabo una aproximacién GOl in vivo (Zhu et al., 2020).

Existen diferentes estudios que ponen de manifiesto la viabilidad de la evolucién dirigida
mediada por CRISPR-Cas en plantas. Uno de ellos utilizé una biblioteca de CRISPR-Cas que posee
119 sgARNs dirigidos al gen SF3B1 de arroz, con la cual se generaron 15.000 transformantes, 6
de ellos con mutaciones knockout del gen SF3B1 que confieren resistencia a GEX1A (Butt et al.,
2019). Esta plataforma se puede utilizar para identificar funciones moleculares de biomoléculas
clave, ademas de obtener rasgos que incrementen el rendimiento y la adaptacién de los cultivos

en condiciones de cambio climatico (Butt et al., 2019).

La evolucion dirigida por CRISPR-Cas aln no se encuentra completamente establecida vy
validada, ya que presenta algunas limitaciones como la falta de métodos de seleccion versatiles
guedando los GOl restringidos a genes de resistencia a herbicidas. Actualmente, se requiere del
disefio y elaboracion de circuitos génicos que acoplen genotipos con fenotipos facilmente

detectables para conseguir una evolucién artificial de otros GOI (Zhu et al., 2019). No obstante,



se prevé que una correcta evolucion de dichas técnicas podria suponer una ayuda muy valiosa
para la identificacion de las funciones de los genes, asi como una herramienta poderosa para la

biologia sintética vegetal.

5. Riesgos potenciales del sistema CRISPR-Cas

A pesar de que el sistema CRISPR-Cas es una herramienta eficiente de edicién del genoma
aplicable tanto a la mejora genética de plantas y animales como para la investigacidon genética
en humanos, también presenta una serie de riesgos potenciales. Entre ellos, hay que destacar
dos principalmente, el primero de ellos es la edicion fuera de objetivo (off-target) y en segundo
lugar la experimentacion ilegal o irresponsable por parte de la comunidad cientifica (Zhang et

al., 2020).

La edicidn off-target puede originar problemas tales como la pérdida de funcidn de genes no
deseados o la reparacion de genes inductores de alteraciones del desarrollo debido a la uniény
ruptura en sitios distintos de la secuencia del ADN diana (Cox et al.,, 2015). Ademas, este
problema también puede conducir a reordenamientos cromosdmicos y otros tipos de
mutaciones, incluyendo la integracién de desajustes de ADN en la posicidn distal de la secuencia
PAM del sgARN (Cong et al., 2013). Sin embargo, hay estudios que demuestran que la frecuencia
de mutaciones off-target empleando el sistema CRISPR-Cas en plantas es relativamente baja (Es
etal., 2019). Los efectos off-target en plantas del sistema CRISPR son relativamente raros y dificil
de encontrar, sin embargo, hay que tener especial cuidado con la deteccion de estos efectos
cuando el sistema CRISPR-Cas se emplea en edicidon del genoma humano (Manghwar et al.,

2020).

Por otra parte, la segunda preocupacion a la que se enfrenta el sistema CRISPR-Cas es la
posibilidad de experimentacién ilegal y mala conducta. Un ejemplo de esto, aunque no
relacionado con la investigacion en Biologia Vegetal, es lo que ocurrié en 2019 con el cientifico
Jiankui He, quien afirmé usar CRISPR-Cas9 para disefiar bebés genéticamente modificados
inmunes al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Ye et al., 2019). Aunque se cree que el
conocimiento acerca de la tecnologia CRISPR-Cas es elevado, actualmente no se ha demostrado
qgue su eficacia de edicion sea completamente adecuada (Zhang et al., 2020). Es mas, la
prohibicion del uso de CRISPR-Cas para editar el genoma de una linea germinal humana se basa
principalmente en limitaciones sobre seguridad y eficacia (Li et al., 2019). Por tanto, la
comunidad cientifica debe mostrar respeto y dignidad ante los peligros que una inadecuada
conducta puede generar, apegandose firmemente a las pautas éticas establecidas para llevar a

cabo una investigacidn cientifica segura (Li, et al., 2019).



6. Consideraciones éticas y politicas del sistema CRISPR-Cas

El sistema CRISPR-Cas se ha posicionado como método preferido en la mejora de cultivos por
ser rapido, robusto y sencillo en la edicién del genoma. El enfoque comercial de las variedades
de cultivos con genoma editado ha incrementado las preocupaciones de bioseguridad porque
afectan las condiciones de vida del presente y futuro, incluido el entorno no humano (Globus et

al., 2019).

A pesar de que la tecnologia CRISPR-Cas se puede emplear con fines cisgénicos o transgénicos,
el debate actual sobre su aceptacidén en la agricultura proviene de los productos cisgénicos
(Palmagren et al., 2015). La manipulacion CRISPR-Cas sin la insercidén de un gen foraneo resulta
ser menos peligrosa que otras técnicas de edicidon genética, por lo tanto, moralmente es mas
aceptable (Bartkowski et al., 2018). Esto se debe a que en el caso de la edicién genética
empleando el sistema CRISPR-Cas, se genera una alteracidn genética basada en pequefios InDels

de nucleédtidos que afecta a un gen diana enddgeno.

Ademas, el debate sobre la aceptacion basada en principios biotecnoldgicos, la discusidn ética
sobre CRISPR-Cas en la mejora vegetal se ha centrado en la critica ética comun de la agricultura
junto con su aceptacién ecoldgica y social (Zhang et al., 2020). Las aplicaciones de CRISPR-Cas
plantean interrogantes sociales; no obstante, en las sociedades pluralistas deberia de haber un
debate social sobre los estandares que rigen el desarrollo y el uso de cualquier tecnologia

novedosa (Bartkowski et al., 2018)

Dado que los avances de investigacién estan originando nuevos cultivos, esto desarrollos
cientificos crean nuevos desafios para las autoridades reguladoras globales. La legislacion que
rige el uso de organismos genéticamente modificados (OGM) debe tener en cuenta en que
medida se aplica la edicién del genoma en plantas. De este modo, surgen dos cuestiones
importantes para los paises sobre como decidir la regulacion de las plantas editadas

genéticamente:

1- ¢Puede haber exclusiones de la regulacién de ciertas categorias de plantas editadas?
2- Para el genoma de las plantas editadas sujetas a la regulacidon de un pais especifico
écudles son los datos de seguridad necesarios que se deben proporcionar a una

autoridad regulatoria?

En la edicidn del genoma vegetal, la mutagénesis dirigida se ha realizado con frecuencia sin
introducir transgenes (Araki et al., 2015). Actualmente, se utilizan varios enfoques para evitar

tanto la integracién de secuencias de ADN indeseables como las regulaciones actuales a las que



se encuentran sometidas los OGM. Entre ellos, cabe destacar alguna tecnologia novedosa de
edicion genética como es el CRISPR-Cas que no introducen ADN en las células que modifica,
ademas se estd desarrollando y optimizando para su uso en cultivos como el arroz y el trigo (Li

et al., 2020).

En diferentes paises como Canada, Estados Unidos y Argentina se ha decidido que la legislacién
gue regula lo OMG no tendra en cuenta a las plantas producidas mediante el uso de técnicas de
edicion genética, puesto que estas no contienen ADN foraneo (Waltz, 2018). Por el contrario, el
Tribunal de Justicia de las Comunidades Europeas (TJCE), en el caso C-528/16, ha declarado que
los organismos producidos mediante técnicas de mutagénesis se regulan como OMG y estan
sujetos a la directiva OMG, porque en el proceso de mutagénesis el material genético del

organismo se altera de una manera que no ocurre naturalmente (TJCE, 2018).

Si la tecnologia CRISPR-Cas se considera una variante de ingenieria genética tradicional con la
produccién de OMG como resultado final, parece légico aplicar la legislacion actual de la Unidn
Europea orientada procesos de esta tecnologia. Esto supone una enorme desventaja para las
empresas biotecnoldgicas que trabajan con estas tecnologias, debido a la carga burocratica
adicional y costos financieros que conlleva tal reconocimiento legislativo, asi como la necesidad
de conseguir permisos de marketing y etiquetado de los productos (Medvedieva et al., 2018).
Para permitir un amplio progreso en el desarrollo de cultivos a través de edicidon genética, se
necesitara una aclaracion adicional sobre la legislacion de OGM actual en la Unidn Europea. Es
por ello por lo que se debe aclarar los actuales criterios regulatorios, que abarcan tanto el
producto como el proceso de bioingeneria, para solventar malentendidos entre reguladores,
sociedad civil y desarrolladores de productos con respecto al alcance y naturaleza de las

preocupaciones relacionadas con la edicion de cultivos (Wolt, 2017).

7. Conclusiones y perspectivas futuras

CRISPR-Cas ha surgido como tecnologia revolucionaria para la investigacién vegetal basica y
aplicada. El potencial del sistema CRISPR-Cas como herramienta de edicién genética es enorme
debido a su eficiencia (en relacién costo y tiempo) y a su precisién en la edicién de genomas en
comparacion con los recursos anteriores de edicion, como son las nucleasas de dedos zinc (ZFN)

y las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcién (TALEN).

Gracias a su capacidad indiscutible e incomparable de editar genes, esta herramienta sido de
gran ayuda en el desarrollo de cientos de variedades de cultivo con mejoras en el rendimiento

agrondmico. Mediante la tecnologia CRISPR-Cas también es viable domesticar de forma rentable



cultivos huérfanos o especies silvestre con potencial agrondmico en un periodo de tiempo
relativamente corto con la finalidad de promover la seguridad alimentaria mundial y erradicar

la pobreza.

La sinergia entre la tecnologia CRISPR-Cas y la Biotecnologia Vegetal ha supuesto un gran avance
en diferentes procesos que facilitan la edicién de genes vegetales, incluyendo los métodos de
entrega de la maquinaria CRISPR-Cas o la regulacion de la expresion génica en diferentes etapas,
llegando a habilitar la posibilidad de realizar una edicion del genoma en multiples sitios
(multiplexada), cribados gendmicos y evolucién dirigida hacia un determinado caracter de
interés. Ademas de las aplicaciones ya mencionadas, el sistema CRISPR-Cas no cesa de
reinventarse, permitiendo la edicién de genomas mitocondriales y cloroplastidiales, desarrollo
de plantas con biosensores para detectar sefiales externas e internas o construccién de circuitos

genéticos para integrar y traducir sefiales entre otros.

Usando el sistema CRISPR-Cas, la comunidad cientifica debe apegarse firmemente a las pautas
éticas establecidas para que los avances cientificos sean seguros para la salud humana.
Actualmente, en la Unién Europea los productos y organismos editados genéticamente estan
regulados por la legislacion de OGM. Se necesita un debate global para reconsiderar y formular
las directrices éticas y politicas que permitan desarrollar mas criterios cientificos enfocados en

la edicién del genoma mediante CRISPR-Cas.

A pesar de los enormes avances conseguidos con la tecnologia CRISPR-Cas, esta herramienta se
encuentra todavia en sus primeras etapas de desarrollo, y aun esta por determinar cudles son
sus puntos fuertes y débiles. Desde mi punto de vista, si se realizan esfuerzos para optimizar su
potencial y alcance, ademas de una modificacién de la politica que rige su regulacién, no cabe
duda de que sera una tecnologia que revolucionara la agricultura y la Biotecnologia Vegetal,

considerandose un hito tecnoldgico del siglo XXI.
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