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Resumen

En los tltimos anos se ha desarrollado una tecnologia de edicion genética poten-
te, barata y relativamente sencilla de usar. Se denomina CRISPR-Casy se basa en
utilizar los componentes de un sistema de inmunidad adaptativa de bacterias pa-
ra modificar el genoma de un organismo. La metodologia permite realizar cortes
dirigidos y especificos en la doble cadena de DNA.

Gracias ala aplicacion de CRISPR-Cas se han obtenido variedades de cultivo mo-
dificadas genéticamente con una eficiencia sin precedentes y que en la mayoria
de los casos llegaran al mercado de una forma mucho mas rapida que sus prede-
cesores transgénicos. Entre las caracteristicas incorporadas a estas nuevas varie-
dades se encuentran varias resistencias a estreses bioticos y abidticos, mejoras
en la calidad nutricional, o incluso la capacidad para producir moléculas de in-
terés biomédico. La legislacion de estos cultivos en diferentes partes del mundo
esla principal barrera ala que se enfrenta esta tecnologia.
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Edicion genética por CRISPR-Cas

La tecnologia CRISPR-Cas ha revolucionado el campo de la edicion gené-
tica ya que permite realizar modificaciones en los genomas de los seres vivos de
forma precisa y mas eficiente que las metodologias anteriores. A pesar de su re-
ciente desarrollo, pues sus primeras aplicaciones datan de 2013 (Wang et al.,
2013), ya existen ejemplos de su utilizacién para mejorar la productividad de los
cultivos y de los animales de granja, asi como para aumentar su resistencia a en-
fermedades, ademaés de otras aplicaciones que se detallaran posteriormente. La
clave de esta revolucion reside en las 3 principales caracteristicas de esta tecno-
logia: es potente, barata y relativamente facil de usar(Lin et al., 2019).

En este articulo y el siguiente se revisan distintos aspectos metodologicos
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de CRISPR-Casy algunas de sus utilidades, centrandose el primero en las aplica-
ciones en plantas y el segundo en animales. Los aspectos generales sobre la edi-
cion genética y sobre el sistema CRISPR-Cas9, comunes a ambos articulos, se
explican a continuacion.

¢Quéeslaedicidon genética?

La edicidon genética es un conjunto de metodologias que permiten
introducir cambios en el ADN mediante la generacion de roturas de doble cadena
(DSB) en las secuencias del genoma que se desea modificar (Fig. 1). En las
células, estos DSB se pueden reparar por dos vias (Whitelaw et al., 2016).

%Editor genético

l Generacion DSB
——8— nse I—m—

T~

DNA genomico —

Via NHE) Via HDR
——@—M pss I—— — DSB
l = Secuencia homéloga
(Molde)
—A——Ean . J
Insercion
o —A—.—a. L — -
Insercion cambios deseados
- — - . —
Delecion

Figura 1. Vias de reparacion celular de la rotura de doble cadena
(DSB).NHEJ: unién de extremos no homologos. HDR: reparacion
homologa directa.

Hasta en el 90 % de los casos, los DSB son reparados a través del mecanis-
mo de unién de extremos no homoélogos (NHEJ). Esta via es propensa a errores,
lo que con frecuencia determina la introducciéon de inserciones o deleciones
(indels) que afectan al marco de lectura del gen (Fig. 1). Por ello, se suele utilizar
para inactivar secuencias génicas, generando individuos knockout (KO). Por
otro lado, si junto con los editores genéticos se aporta una secuencia homologa,
esta puede ser utilizada como molde en la via de reparacion dirigida por homo-
logia (homology directed repair, HDR). En ese caso, se puede introducir el cam-
bio deseado, incluso secuencias codificantes completas, en el locus diana gene-
rando un knockin (KI).

Los editores genéticos son complejos enzimaticos con actividad endonu-
cleasa. En la edicién genética se han utilizado, cronolégicamente, las nucleasas
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de dedos de zinc (ZFN), las nucleasas efectoras tipo activadores de transcripcion
(TALEN) y el sistema CRISPR-Cas9. Todos los editores tienen dos elementos co-
munes, uno responsable del reconocimiento de la secuencia diana en el genomay
otro con funcién endonucleasa para producir el DSB. En el caso de CRISPR-
Caso, el DSB es producido por la nucleasa Caso, que es “guiada” hasta la secuen-
cia diana previamente reconocida por una molécula de RNA. Esto ultimo hace
que su disefio y manejo sea mas sencillo y econémico que en el caso delas ZFN 'y
las TALEN, donde el reconocimiento se realiza por dominios proteicos
(Demircietal.,2018).

CRISPR-Casen lanaturaleza

En 1987, un grupo de investigadores de la universidad de Osaka observa-
ron en bacterias unas secuencias repetitivas de 29 nucleoétidos, situadas al lado
del gen que trataban de clonar (Ishino et al., 1987). Anos después, el cientifico
espaiol Francisco Mojica logro identificar secuencias de virus insertadas entre
estas repeticiones e intuy6 que podian formar parte de un sistema de inmunidad
bacteriana(Mojica et al., 2005). El mismo acuii6 el acronimo CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats). En 2007, Barrangou et al.
publicaron el articulo que demostraba que las secuencias CRISPR eran parte de

un sistema de inmunidad adaptativa de bacterias frente a fagos, mediado por el
locus CRISPR y los genes cas (CRISPR associated genes) (Fig. 2), que codifican
las proteinas con funcion endonucleasa.

El locus CRISPR contiene repeticiones (R) palindrémicas cortas de se-
cuencias de DNA bacteriano, agrupadas y regularmente interespaciadas por se-
cuencias variables llamadas espaciadores (E). Estos ultimos son secuencias de
plasmidos ex6genos o de los genomas de virus que han infectado previamente a
la célula y que han sido almacenados en el array CRISPR (Ahmad et al., 2018).
Porotrolado, los genes cas codifican proteinas conservadas (proteinas Cas).

COEEREGY GHEREG

Figura 2. Elementos del sistema CRISPR-Cas, indicandose las
repeticiones (R) ylos espaciadores (E).

Existen varios tipos de sistemas CRISPR-Cas que se diferencian en la pro-
teina Cas. Los mas conocidos son los tipos I, I1 y IT1, de los que forman parte Cas3,
Casg y Cas10, respectivamente (Bhaya et al., 2011). Todos actian en la defensa
frente a DNA ex6geno mediante un mecanismo que se desarrolla en tres etapas:
(1) deteccion del DNA foraneo y procesamiento para formar el espaciador, que se
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incorpora en el locus CRISPR, (2) expresion del locus CRISPR ante una nueva
amenaza de un virus ya conocido y, (3) reconocimiento por parte de los RNAs
sintetizados de la secuencia de DNA diana, que muestra homologia con los es-
paciadores, y actuacion de las nucleasas Cas generando un DSB. De acuerdo con
esto, podria pensarse que Cas cortaria tanto las secuencias exégenas como su
propio locus CRISPR. Sin embargo, esto no sucede porque Cas reconoce un moti-
vo adyacente, la secuencia PAM (protospacer adjacent motif) altamente con-
servada en los genomas virales y que no esta presente en el locus CRISPR
(Khatodia et al., 2016). Las distintas proteinas Cas reconocen diferentes secuen-
cias PAM.

CRISPR-Casen ellaboratorio

El sistema CRISPR-Cas mas utilizado como herramienta en edicion gené-
tica esdetipo Iy procede de Streptococcus pyogenes. En este sistema participan
laendonucleasa Casg y una pequenia molécula de RNA guia 0 sgRNA, que dirige a
Cas9. El sgRNA se obtiene fusionando los dos RNAs presentes en el sistema na-
tural: crRNA (CRISPR RNA) ytracrRNA (transactivador crRNA) (Fig. 3).

Unidén entre Acoplamiento  Corte en la doble
crRNA tracrRNA  sgRNA y Cas9 al DNA diana hebra de DNA
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Figura 3. Representacion esquematica de un proceso de corte en
una secuencia diana mediado por CRISPR-Cas9. Adaptado de
Addgene.

Alahora de aplicar el sistema CRISPR-Cas9, en primer lugar hay que de-
finir la secuencia diana y cuél es la modificacion que se quiere realizar, para lo
que previamente se necesita tener secuenciado y caracterizado el genoma del
organismo a modificar (Aglawe et al., 2018). A continuacion, y utilizando herra-
mientas bioinformaticas, se buscan los posibles crRNA cercanos a la secuencia
PAM reconocible porla Cas9 de S. pyogenes (5'-NGG). Ademas, estos programas
analizan posibles repeticiones en otros puntos del genoma para evitar generar
cortes indeseados (off-target). El crRNA seleccionado se sintetiza y se fusiona
con el tracrRNA, dando lugar al sgRNA. Este sgRNA reconoce la secuencia de
DNA dianaydirige alanucleasa a esaregion del genoma, donde generara un DSB
a3 pbendireccion 5'dela PAM)(Ishii, 2017) (Fig. 3).
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La gran simplicidad de diseno del sgRNA, junto con la disponibilidad co-
mercial de los elementos del sistema determina, entre otros factores, que sea una
herramienta cuyo uso se ha difundido amplia y rapidamente.

CRISPR-Casylamejoragenéticavegetal

La principal aplicacion de la edicion genética por CRISPR-Cas9 en plan-
tas es sin duda la mejora de los cultivos, una de las principales preocupaciones
del hombre a lo largo de la historia. Llevamos modificando las plantas en bene-
ficio propio desde hace unos 15000 afios, cuando los primeros agricultores aban-
donaron la vida ndmada y empezaron a seleccionar de forma intuitiva los indivi-
duos mas productivos de una especie, los protegian, y repetian la seleccion entre
sus descendientes. Tales hechos representaron una fuerte presion selectiva so-
bre el genoma de las especies (Wieczorek, 2012) y permitieron, entre otros mu-
chos ejemplos, convertir lo que inicialmente era una mala hierba en lo que hoy
conocemos como maiz (Fig. 4). Por lo tanto, se podria afirmar que la modi-
ficacion genética delos cultivos es un proceso inherente a la agricultura, sibien se
havuelto mucho més sofisticada con los anos.
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Figura 4. La historia de la mejora genética vegetal en 4 etapas.

El origen de lo que conocemos como mejora genética clasica data de prin-
cipios del siglo XX, cuando la aplicacion de las leyes de la herencia, descritas por
Gregor Mendel en el XIX, permiti6 racionalizar los procesos de cruzamiento se-
xual entre plantas y seleccion de los descendientes, asi como obtener las prime-
ras lineas homocigoticas. El cruce de dos de estas lineas genera las llamadas va-
riedades hibridas (Fig. 4), formadas por individuos con un genotipo casi idénti-
co que muestran los caracteres por los que se seleccionaron los parentales. Tales
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variedades aportaron a la humanidad una mayor produccion agricola y de
alimentos.

El siguiente avance en la mejora de los cultivos consisti6 en introducir ge-
nes provenientes de otras especies en su genoma, lo que se conoce como trans-
génesis (Fig. 4). Esto solo fue posible gracias al desarrollo de las técnicas de cul-
tivo in vitro de tejidos vegetales y de ingenieria genética. La Gltima permitio dise-
nar los vectores de transformacion basados en el plasmido Ti de Agrobacterium
tumefaciens, bacteria patdgena que ha evolucionado especificamente para intro-
ducir secuencias exdgenas en el genoma de las plantas, y que resultaron ser muy
utiles pararealizar modificaciones genéticas en plantas(Vasil, 2008).

A. tumefaciens con frecuencia inserta la secuencia de DNA foraneo en zo-
nas transcripcionalmente activas, pero lo hace de forma arbitraria, por lo que no
permite editar un punto concreto del genoma. Esta fue la limitacion resuelta por
la edicion genética, pues como ya se ha descrito, la nueva metodologia ofrece la
posibilidad de modificar puntos especificos de un genoma, inactivando genes
por la via de NHEJ o introduciendo genes nuevos en lugares concretos por la via
de HDR. Con esta via se obtienen plantas transgénicas al igual que con A.
tumefaciens, mientras que con la primera se logran variedades genéticamente
editadas (GE) pero que no presentan genes exdégenos en su genoma. Las varie-
dades GE no transgénicas tienen la gran ventaja de que no deberan verse someti-
das alos estrictos y tediosos controles que si son obligatorios por normativa para
los cultivos transgénicos en muchos paises.

El empleo de la edicidon genética en el desarrollo de nuevas variedades,
mas productivas y resistentes, sera clave para resolver el problema de como
abastecer de alimentos a una poblacion creciente y en un contexto de cambio cli-
matico, el cual conlleva un descenso de los recursos y el aumento de estreses bio-
ticos y abibticos a los que se veran sometidos los cultivos (Jaganathan et al.,
2018).

Como editar plantas genéticamente usando CRISPR-Cas

Enla Fig. 5 se muestran los pasos de un proceso de modificacién genética
de plantas utilizando la metodologia CRISPR-Cas. Tras disenar y sintetizar los
sgRNA adecuados siguiendo las pautas ya explicadas, el segundo paso consiste
en elegir el mecanismo de envi6 del sgRNA y de Cas9 alas células vegetales, porlo
general, cultivadas in vitro. Para este fin existen dos tipos de estrategias: las
DNA-independientes ylas DNA-dependientes.

Las estrategias DNA-independientes consisten en introducir en las célu-
las de plantas directamente el sgRNA, la nucleasa Cas9 y, en caso de que la edi-
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cion serealice porlavia HDR,las sondas de DNA. En principio parece un método
sencillo y limpio, dado que al no utilizar vectores de expresion no hay posibilidad
de regenerar plantas transgénicas, salvo que ese sea el objetivo (edicion HDR).
Ademas, los elementos de CRISPR-Cas9 seran degradados con el tiempo una vez
realizada su funcion y, finalmente, se obtendra una modificacion genética pre-
cisa con el menor niimero de efectos indeseados. El principal problema reside en
la pared de las células vegetales, que representa una barrera mecanica que difi-
culta el envio directo de los complejos sgRNA-Cas9 a su interior. El empleo de
protoplastos o células sin pared celular puede ser una solucion. Sin embargo, la
regeneracion de plantas completas a partir de protoplastos es muy compleja, en
especial para especies monocotiledoneas entre las que se incluyen cultivos de
gran interés como el maiz, el trigo y la cebada (Liang et al., 2017). Para estos cul-
tivos existe otra estrategia que consiste en bombardear embriones inmaduros
con particulas de oro recubiertas de complejos sgRNA-Cas9g — (Svitashev et al.,
2016), seguido de la regeneracion de embriones soméaticos portadores de la
edicion.

1. Disefio y sintesis del 2. Envio del sgRNA y 3. Regeneracion de
sgRNA Casg a las células plantas completas
vegetales (

—)
6. Evaluacion del
fenotipo
5. Seleccion de las 14. Anélisis genotipico
- plantas
|Z| Editada =
L =
No - —
WT CRISPR | transgénica =

Figura 5. Representacion esquematica de un proceso de mejora
vegetal usando la edicion genética por CRISPR-Casg.

Aunque los métodos de edicion DNA-independientes se han aplicado con
éxito en arabidopsis, tabaco, lechuga, arroz, petunia, trigo, soja, maiz, manzanay
uva(Malnoy et al., 2016; Liang et al., 2019), todavia presentan limitaciones para
lamayoria de las especies(Veillet etal., 2019). En esos casos se recurre a métodos
DNA-dependientes, caracterizados por utilizar vectores de expresion artificiales
portadores de secuencias de DNA codificantes de la nucleasa Cas9 y del sgRNA.
Una vez que las secuencias se introducen en las células, la idea es que se expresen
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paradar lugar alos elementos del sistema de edicion que, finalmente, llevan a ca-
bo la modificacion en el genoma de la célula. La principal desventaja es la posibi-
lidad de que el DNA foraneo que codifica para los elementos de CRISPR-Cas9 se
inserte en el genoma de las células de manera estable, dando lugar a plantas GEy,
ademas, transgénicas, las cuales no interesan en muchos casos por temas de
regulacion.

Como vehiculo de transferencia del DNA ex6geno se emplea sobretodo la
bacteria A. tumefaciens que, se ha utilizado durante mucho tiempo para obtener
plantas transgénicas. Generalmente se usan cepas recombinantes portadoras de
dos plasmidos (vectores binarios). El primero contiene el DNA de transferencia
(T-DNA) con las secuencias que se van a transferir a la célula vegetal, en este caso
las que codifican para Cas9 y el sgRNA (Fig. 6). El segundo es un plasmido
helper que lleva los genes Vir, necesarios para que la bacteria realice el procesa-
mientoy el transporte del T-DNA a las células vegetales(Diazy Chaparro, 2012).

En la practica ya hay disponibles vectores artificiales en cuyo T-DNA se
encuentra la secuencia de Cas9 optimizada con el c6digo genético de la célula
diana, un promotor para su expresion y la secuencia de localizacion nuclear, ne-
cesaria para que el complejo Cas9-sgRNA acceda al nucleo de la célula (Sun et
al., 2017). Ademas los vectores cuentan con sitios de restriccion tnicos en su T-
DNA para que el usuario inserte la secuencia del sgRNA disefiado, la cual tam-
bién contara con un promotor adecuado, por lo general el de la polimerasa III
(Aglawe et al., 2018). Tras elaborar y clonar el vector, este se introduce en una
cepa de Agrobacterium que contiene el plasmido helper (Fig. 6). Finalmente, se
ponen en contacto la cepa transformada de Agrobacterium y las células vegeta-
les en cultivo para que suceda la transferencia del T-DNA (Diaz y Chaparro,
2012).

1. Envio del T-DNA a la célula
vegetal, con la ayuda de los
elementos del plasmido helper
(H)

2. Expresion del T-DNA, dando
lugar al sgRNA y Casg

Célula vegetal

Agrobacterium
tumefaciens

3. Formacion del complejo

4. El complejo realiza la
modificacién genética

5. El T-DNA se puede integrar
en el genoma

Figura 6. Proceso de edicion genética por CRISPR-Cas utilizando
el método de transferencia de DNA por Agrobacterium
tumefaciens.
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Una vez que el sistema CRISPR-Casg ha realizado la modificaciéon desea-
daen las células vegetales, el siguiente paso es regenerar plantas GE completas a
partir de esas células (paso 3 de la Fig. 5). Para ello existen dos estrategias que
proporcionan las técnicas de cultivo in vitro de tejidos. La primera es la organo-
génesis, que consiste en inducir la formacion de tallos adventicios y después de
raices en la base de esos tallos. La segunda es la embriogénesis somatica, por la
cual se desarrollan embriones a partir de las células somaticas modificadas que,
posteriormente, germinan dando lugar a las plantas.

Los pasos cuarto y quinto de un proyecto de modificacion por edicién ge-
nética (Fig. 5) son el analisis genotipico de las plantas regeneradas, para com-
probar que contienen la mutacién de interés, y su seleccion. Lo més eficaz y pre-
ciso para hacer esto es secuenciar el genoma de las plantas, pero también es lo
mas costoso. Una alternativa consiste en: 1) amplificar la region diana de la mu-
tacion por PCR, 2) digerir el amplicon con una enzima de restriccion con especi-
ficidad por la secuencia original pero que no corte en la modificaday, 3) realizar
una electroforesis del DNA digerido (Sun et al., 2017). De este modo es posible
distinguir las plantas sin modificar (apareceran dos bandas en la electroforesis)
delas modificadas (se observa una banda resistente al corte). La confirmacion de
estas ultimas como GE se podra hacer por secuenciacion.

Puesto que los métodos mas utilizados para editar plantas por CRISPR-
Cas9 se basan en estrategias DNA-dependientes que pueden dar lugar a transgé-
nesis, en aquellos casos en los que este no es el objetivo de la edicion, los cuales
representan la mayoria, hay que asegurarse de que las plantas GE no sean por-
tadoras de transgenes. Para ello, primero se autopolinizan las plantas regene-
radas transgénicas y GE (G, en la Fig. 7). Su seleccion es sencilla si en el T-DNA
del vector de expresion utilizado en la edicion se ha integrado, junto a las secuen-
cias delanucleasay del sgRNA, un gen de seleccion. Este se insertara también en
el genoma de las células vegetales, lo que permitira obtener plantas en un medio
de seleccion (Sun et al., 2017) asegurando que sean transgénicas y aumentando
las probabilidades de que tengan la modificacion deseada. Una vez generados los
descendientes de las plantas G, autopolinizadas, y debido a la segregacion inde-
pendiente de los loci del transgen y de la ediciéon (Fig. 77), se podran seleccionar
entre ellos los que lleven en su genoma la mutacion pero no copias del transgén
(Khatodiaetal.,2016).

Por tltimo, hay que evaluar el fenotipo en las plantas seleccionadas (paso
6 dela Fig. 5) con un doble objetivo: a) analizar las caracteristicas que presentan
las plantas GE frente a las no modificadas (ganancia) y b) cuantificar el nivel de
mejora, por ejemplo, en el rendimiento de la cosecha o en la concentracion de
algiin componente que haga ala variedad mas saludable.
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Figura 7. Representacion grafica de la eliminacion por segrega-

cion de las copias del T-DNA (rojo) y seleccion positiva de la edi-
cion genética (verde). Adaptado deKhatodia et al., (2016).

Aplicaciones de la edicion genética por CRISPR-Cas9 en plantas
Generacion de cultivos resistentes a estreses abioticos

El desarrollo de las plantas estda mucho méas fuertemente condicionado
por factores ambientales que el delos animales, dado que al ser organismos vege-
tativos solo tienen la opcién de adaptarse a las condiciones ambientales cam-
biantes. En la naturaleza, las plantas rara vez crecen en condiciones 6ptimas y es
por esto que, para la mayoria de las especies, el resultado evolutivo de las plantas
silvestres no coincide con el genoma ideal que se busca en un cultivar. A dia de
hoy se han realizado algunos estudios aplicando la edicion genética por CRISPR-
Cas para obtener cultivos resistentes a estreses abioticos, demostrado asi la efec-
tividad del sistema.

Un ejemplo relevante de esta aplicacion son las plantas de maiz GE que
presentan una productividad mayor que la variedad original en condiciones de
sequia, y similar a la mostrada por ellas mismas bajo condiciones normales
(Shi et al., 2017). El resultado de la ediciéon genética realizada por los investiga-
dores afecta a la ruta de sefializaciéon del etileno, una hormona gaseosa que habi-
tualmente reduce la division y el crecimiento celular en plantas sometidas a es-
trés abiotico. En estudios previos se habia demostrado que plantas transgénicas
de maiz, que sintetizaban menos etileno en condiciones de sequia, presentaban
menores pérdidas de cosecha que las plantas control (Habben et al., 2015). Te-
niendo en cuenta esos resultados, la estrategia planteada por Shi et al., (2017)
consistio en sobre-expresar el gen del regulador negativo del etileno ARGOS. Es-
ta proteina interfiere con la respuesta a etileno porque interacciona con el recep-
tor de la hormona, inhibiendo asi su percepcion celular. De esta forma, ARGOS8
permite indirectamente el crecimiento de las plantas en condiciones de sequia.
Para lograr la sobre-expresion de ARGOS, los autores sustituyeron el promotor
nativo del gen por otro mas potente e inespecifico de tejido, el del gen GOS2 del
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maiz. Con este fin, aportaron junto con Cas9, dos sgRNAs dirigidos para cortar a
ambos lados del promotor nativo y una sonda de DNA correspondiente a la se-
cuencia del promotor GOS2, flanqueada por las regiones correspondientes a los
lados del promotor nativo. Es decir, intercambiaron un promotor por otro méas
potente gracias a la via de HDR. Las plantas GE, ademas de ser resistentes a se-
quia, no son transgénicas puesto que la secuencia incluida no es exégena sino que
proviene del maiz.

Generacion de cultivos resistentes a estreses bioticos

Las diferentes fuentes de estrés bidtico para los cultivos incluyen fitopat6-
genos (virus, hongosy bacterias causantes de enfermedades), insectos fitofagos e
incluso plantas competidoras. Las aplicaciones del sistema CRISPR-Cas para ge-
nerar lineas resistentes a estreses bioticos son abundantes, especialmente en el
caso de los fitopatogenos. De entre ellos, las infecciones virales causan del 10 al
15% de las pérdidas de la produccién agricola total. Una de las principales dianas
alahora de generar plantas GE resistentes a virus es el gen elF4E que codifica un
factor de transcripcion con un papel fundamental para la multiplicacién de mu-
chos virus dentro de las células vegetales. Asi, existen gran cantidad de trabajos
que describen la obtencion de plantas KO para este gen y que como consecuencia

son resistentes a diferentes cepas de virus.

En relacion a cultivos GE resistentes a otro tipo de patégenos, un ejemplo
son las plantas KO para los genes MLO (mildew-resistance locus) y resistentes al
oidio. La enfermedad esta causada por hongos del orden de los Erisiphales, afec-
ta a un espectro muy amplio de cultivos y es facilmente identificable por la pre-
sencia de una capa blanquecina en las hojas de las plantas infectadas. Los genes
MLO codifican proteinas que hacen susceptibles a las plantas de ser infectadas
por el hongo. Por lo tanto, han representado la diana en muchos estudios de edi-
cion genética. En uno de ellos(Wang et al., 2014), se obtuvieron plantas de trigo
homocigoticas KO para 3 alelos del gen MLO que contaban con un fenotipo
resistente (Fig. 8).

Figura 8. Fenotipos de las
plantas infectadas sin modifi-
car (WT), KO para alguno de
los alelos y KO para los tres
alelos del gen MLO (Wang et
al.,2014).
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Generacion de plantas con calidad nutricional superior

La aplicacién de la biotecnologia vegetal para obtener plantas de mayor
calidad nutricional resulta extremadamente interesante. Por ejemplo, uno de los
mayores hitos fue la generacion del arroz dorado, una variedad transgénica que
sintetiza grandes cantidades de B-caroteno o provitamina A, al contrario que el
arroz blanco que es deficiente en este nutriente esencial. El consumo de arroz do-

rado por parte de grandes poblaciones humanas, localizadas sobretodo en regio-
nes pobres, podria prevenir enfermedades causadas por un aporte insuficiente
de B-caroteno.

También se han obtenido variedades de arroz més saludables gracias a la
edicion genética por CRISPR-Cas, modificando la ruta de sintesis del almidon.
Este polisacarido es el principal componente del arroz y se presenta en dos for-
mas moleculares, amilosa y amilopectina. Los almidones son tanto méas saluda-
bles cuanto mayor sea su proporcion de amilosa, debido a que esta constituye
una mayor fuente de almidon resistente, el cual ayuda a prevenir infecciones se-
rias y a reducir el indice glucémico. Sin embargo, el porcentaje de amilosa en el
almido6n del arroz suele ser como maximo del 30%. El equipo de Sun et al. (2017)
trat6 de desviar la ruta de sintesis del almidon hacia la amilosa. Para ello realiza-
ron un KO del gen SBEIIb que juega un papel importante en la sintesis de la ami-
lopectina. Como resultado obtuvieron plantas GE con una proporciéon de amilosa
un 10% superior (Fig. 9).

WT  SBEIIb-/-

SBEIIb-/-

Figura 9. Fenotipo de los granos de arroz y del almidon en estos,
provenientes de plantas sin modificar (WT) y KO para el gen
SBEIIb. Adaptadode Sunetal. (2017).

Otras aplicaciones

Ademas de las aplicaciones de la edicion por CRIPR-Cas9 para mejorar
los cultivos que ya se han descrito en este apartado, existen otras muy diversas.
Una de ellas es la obtencion de plantas biofactoria, es decir, plantas capaces de
“fabricar” proteinas recombinantes de interés comercial (molecular farming),

entre las que se encuentran los anticuerpos. Sin embargo, su produccién en plan-
ta tiene un problema y es que, al tratarse de glicoproteinas, se incorporan
residuos aztcar que son caracteristicos de plantas y no de animales, como la
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B(1,2)-xilosa o la a(1,3)-fucosa. Tales residuos pueden interferir con la actividad
del anticuerpo recombinante o causar reacciones inmunologicas indeseadas. Por
estarazon, Mercx et al. (2017) se propusieron generar plantas de tabaco KO para
los genes XylT'y FucT, que codifican las enzimas responsables de las glicosilacio-
nes mencionadas. Las plantas GE resultantes, KO para 12 alelos en total, se
transformaron con los genes de un anticuerpo que lograron sintetizar sin que
contuvieraxilosa ni fucosa.

Por altimo, la edicion por CRIPR-Casg también permite acelerar los pro-
cesos de domesticacion de plantas. Asi lo demostro el equipo de Zs6gon et al.
(2018), que logré domesticar una variedad silvestre de tomate en un solo ensayo
mediante el KO de 6 genes (Fig. 10). Las plantas GE produjeron 10 veces més to-
mates que las no modificadas y los frutos tuvieron un tamano superior y una ca-
lidad nutricional mejorada, pues acumularon 5 veces mas licopeno. Este tipo de
aplicaciones pueden ayudar a preservar la diversidad genética natural (bio-
diversidad) de las especies, que representa la base de todo proceso de mejora y
cuya pérdida con el paso del tiempo es uno de los problemas de la agricultura
moderna.

wWT mult-/- WT fas-/-

Figura 10. Fenotipo de las inflorescencias y frutos en tomates sil-
vestres (WT) y KO para mult y fas. Adaptado de Zsogon et al.
(2018).

Regulacion delos cultivos editados genéticamente

Como ya se menciono, la tecnologia CRISPR-Cas9 se puede aplicar para
generar plantas en las que se incorpora de forma estable una secuencia de DNA
ex0gena, al igual que sucede en los cultivos transgénicos obtenidos mediante
transformacion. Pero la edicidon genética también puede dar lugar a plantas no
transgénicas, con modificaciones similares a las mutaciones espontaneas o a las
producidas por agentes mutagénicos y que, por lo tanto, no pueden ser dis-
tinguidas de las plantas obtenidas por métodos de mejora tradicionales. Basan-
dose en esta informacion, seria logico que las variedades GE no transgénicas fue-
ran sometidas a una regulacion distinta y menos restrictiva que los cultivos
transgénicos. Esta es la vision adoptada por la mayor parte de los paises a
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excepcion delos ubicados en la Union Europea (UE).

La decision que acontece a la regulacion de los nuevos cultivos GE no
transgénicos en Europa fue tomada por el Tribunal de Justicia de la UE en 2018.
Se concluy6 que los estados miembros los regularian de la misma forma que los
cultivos biotecnologicos ya existentes. En otras palabras, practicamente se pro-
hibio su cultivo y comercializacion, dado que la mayor parte de los paises miem-
bros tiene prohibido el cultivo de transgénicos (Holman, 2019). La decision es
una mala noticia por numerosas razones. Por ejemplo, afectara de manera nega-
tiva al continente africano, de donde Europa importa la mayor parte de los pro-
ductos agricolas, y donde se estan desarrollando variedades GE por CRISPR-Cas
(Gomezetal.,2019).

Sin embargo, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) establece que no se trataran como organismos transgénicos aquellos que
hubieran podido obtenerse igualmente por métodos de mejora tradicionales
(Tabla 1). Esto incluye: deleciones, substituciones de unos pocos pares de bases,
inserciones de secuencias provenientes de plantas compatibles para la repro-
duccién, o descendencia que no contenga el transgén gracias a la segregacion
(Ramaiah, 2018). Por otro lado, el sistema de regulacién canadiense se basa en
evaluar el producto final y no la tecnologia a través de la cual se ha generado el
cultivo, esto favorece a las plantas GE. Japon, que siempre ha sido un pais reacio
alos cultivos biotecnologicos, no ha seguido el camino de Europa y ha estipulado
que los cultivos GE que no contengan secuencias exogenas no deberian ser some-
tidos al protocolo de Cartagena, es decir, no deberian ser tratados como transgé-
nicos. Otros paises de acuerdo con no evaluar a los cultivos GE de la misma forma
que a los transgénicos incluyen: Australia, Brasil, Guatemala, Colombia, Rept-
blica Dominicana, Honduras, Jordania, Paraguay, Uruguay, Chile, Argentina,
Vietnam y la Comunidad Econémica de Estados de Africa Occidental (Ramaiah,
2018; Holman, 2019).

La tecnologia CRISPR-Cas ya ha demostrado su potencial con una veloci-
dad sin precedentes (Tabla 1). Por desgracia, la politica regulatoria supone el
principal obstaculo en algunos paises. La divulgacion cientifica que explique, de
forma transparente y objetiva, en qué consiste la técnica y cuales son sus aplica-
ciones y beneficios, sera una herramienta esencial para ganarse la confianza del
publico.
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Tabla 1. Listado de cultivos modificados genéticamente por
CRISPR-Cas que el USDA no regulara bajo el articulo 7CFR parte
340.1.P: Informacion protegida(USDA, 2019).

Variedad de cultivo modificado

Linea de tabaco (I.P).

Soja con cambios en la longitud del

peciolo.

Soja con composicion de la semilla
alterada.

Thlaspi arvense (1.P).

Linea de camelina (I.P).

Thlaspi arvense (1.P).

‘ Fecha Institucion
Altria Client Services
31/7/2019
LLC
University of
17/6/2019
Minnesota
University of
17/06/2019 :
Minnesota
Illinois State
19/4/2019
University
27/9/2018 Yield10 Bioscience
Illinois State
6/8/2018 ; :
University
Iowa State
12/7/2018
University

Maiz (I.P).

EYRYPARRSI University of Florida

Tomate KO para el gen JOINTLESS?2.

16/1/2018 DuPont Pioneer

Maiz resistente a la enfermedad causada
por el hongo Setosphaeria turcica.

Reemplazo del alelo del gen NLB18.

16/10/2017 USDA ARS

Soja resistente a sequia y salinidad. KO

para los genes Drb2a y Drb2b.

29/8/2017 Yield10 Bioscience

Camelina con mayor contenido en aceite.

Donald Danforth

Plant Science Center

|
7/4/2017

Setaria viridis con florecimiento
retardado. KO del gen homologo a ID1 en

Zea mays.

18/4/2016 DuPont Pioneer

Maiz Waxy con contenido practicamente
exclusivo de amilopectina en el almidon.
KO para el gen Wx1.

Pennsylvania State
13/4/2016

University

Champiidn comun KO para el gen de la

polifenol oxidasa.
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