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Resumen

La creciente poblacion mundial y los desafios del cambio climatico requieren soluciones para
alimentar de manera sostenible a la poblacion. Los organismos modificados genéticamente
mediante CRISPR/Cas, una técnica de edicion genética precisa, ofrecen la oportunidad de
mejorar la productividad, calidad y resiliencia de los cultivos para hacer frente a estos desafios.
El objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es una revision del funcionamiento de CRISPR/Cas,
especialmente en el contexto de las plantas. Esta tecnologia y sus derivados podrian generar
nuevas variedades de cultivos importantes con caracteristicas beneficiosas afiadidas. Para ello,
se ha estudiado principalmente la mejora en la resistencia bidtica, tanto a bacterias, como a
virus, hongos y plagas, asi como el aumento de la calidad nutricional que aborda problemas de
deficiencias nutricionales e intolerancias. Sin embargo, a nivel europeo, todo esto se encuentra
sujeto a una rigida legislacion que dificulta la libre produccion y comercio de estos organismos
modificados. Afortunadamente la Unién Europea acaba de anunciar un cambio legislativo
conducente a una permisividad de determinados tipos de modificaciones, que también se
podrian obtener de manera natural, lo cual abre una nueva etapa para el uso de las tecnologias
revisadas en este Trabajo Fin de Grado.

Palabras clave: CRISPR/Cas, edicion génica, legislacion, mejora vegetal, plantas, OMGs.

Abstract

The world's growing population and the challenges of climate change require solutions to
sustainably feed the population. Genetically modified organisms using CRISPR/Cas, a precise
gene editing technique, offer the opportunity to improve crop productivity, quality and
resilience to meet these challenges. The aim of this thesis is a review of how CRISPR/Cas
works, especially in the context of plants. This technology and its derivatives could generate
important new crop varieties with added beneficial traits. For this, mainly the improvement of
biotic resistance, both to bacteria, viruses, fungi and pests, as well as the enhancement of
nutritional quality addressing problems of nutritional deficiencies and intolerances have been
studied. However, at the European level, all this is subject to rigid legislation that hinders the
free production and trade of these modified organisms. Fortunately, the European Union has
just announced a legislative change leading to a permissibility of certain types of
modifications, which could also be obtained naturally, which opens a new stage for the use of
the technologies reviewed in this Final Degree Project.

Keywords: CRISPR/Cas, genome editing, legislation, plants, plant breeding, GMOs.



1. INTRODUCCION

La poblacion mundial aumenta constantemente, pasando de aproximadamente 3.000 millones
de habitantes en 1960 a unos 8.000 millones en 2023, pudiendo alcanzar los 9.700 millones en
2050 (Gomez, 2021). Si se mantiene el mismo rendimiento de cultivos, no habra suficientes en
2050, y actualmente, cerca de 870 millones de personas sufren desnutricion (Giraldo et al.,
2019).

A este crecimiento poblacional, hay que afiadir los efectos del cambio climatico. En el Gltimo
siglo, las temperaturas han aumentado alrededor de 0,3°C por década en todo el mundo, y la
concentracion de CO- es un 53% maés alta que antes de la revolucion industrial. Ademas, la
escasez de agua aumentara, limitando asi el crecimiento y la produccion de los cultivos
(Jiménez et al., 2020). Por tanto, el cambio climatico esta produciendo una disminucion en la
tierra agricola disponible, lo que dificultard ain mas cubrir la creciente demanda de alimentos
(Giraldo et al., 2019).

Ademas de aumentar la cantidad de cultivos, debido a la mejora continua del nivel de vida
también se requiere aumentar la calidad de estos, lo que le dara mas valor en el mercado. Por
otra parte, el incremento en la demanda de los cultivos ha provocado una ralentizacion en la

mejora de la calidad (Yang et al., 2022).

Se estima que para satisfacer las necesidades de esta poblacidn creciente, la produccion mundial
de alimentos debe aumentar entre un 60% y un 100% (Jaganathan et al., 2018). Si ademas se
tienen en cuenta los eventos climaticos que originan sobre las plantas un gran estrés ambiental
(estrés abiotico), los patdgenos (estrés biodtico) y la falta de terrenos cultivables, se prevé una

gran problematica en la produccion de alimentos ( Bailey-Serres et al., 2019).

Las biotecnologias agricolas modernas entre las que se incluye la edicion génica, podrian ser
una solucién al gran problema al que se enfrenta la poblacién mundial (Giraldo et al., 2019).
De esta manera, la aplicacion de la edicion genética en los cultivos podria mejorar la resiliencia
de estos e incrementar su rendimiento reduciendo las pérdidas, mejorar el valor nutricional y la
resistencia a enfermedades, sin producir un gran impacto ambiental (Jaganathan et al., 2018;
Bailey-Serres et al., 2019).

Hasta el descubrimiento de las leyes de Mendel en 1900, se seleccionaban las plantas con
caracteres de interés, pero no se sabia la diferencia respecto al resto. Gregor Mendel permite

por tanto, el desarrollo y asentamiento de las bases de la mejora genética en este siglo XX,



gracias al descubrimiento de las leyes de la herencia. Estas leyes asocian los rasgos del cultivo
a genes y nos permiten conocer el fenotipo de la planta progenitora, fruto de la combinacién de
los genes de los parentales (Zhang et al., 2021). Todo esto proporciona las reglas basicas de
transmision de caracteristicas a lo largo de las generaciones. A parte de los cruzamientos de
especies emparentadas con caracteristicas de interés, se comenzd a realizar mutagénesis
inducida para obtener mayor variabilidad (Tabla 1). Este método consiste en generar cambios
aleatorios en la secuencia de DNA de las plantas, mediante tratamientos mutagenos fisicos

(radiaciones) y quimicos (agentes alquilantes) (Chaudhary et al., 2019).

Durante la segunda mitad del siglo XX, se vivié un periodo de auge en la productividad de los
cultivos alimentarios: la revolucion verde (Pingali, 2012).En esta revolucion se pueden
diferenciar dos etapas, ambas con la misma mision, acabar con el hambre mundial (Pedraza
Olivera, 2013). Durante la primera etapa, avanzada la década de los 50, la mejora genética se
centrd en producir variedades de alto rendimiento o con un tiempo de maduracion mas bajo
mediante un fitomejoramiento (Pingali, 2012). Se desarrollaron variedades hibridas, con
mejores caracteristicas que las anteriores, proporcionando una garantia sélida de produccion
(Hamdan et al., 2022). Ademas, durante este periodo también surgieron técnicas para producir
fertilizantes de manera econdmica y se extendid el uso de pesticidas (Pingali, 2012). Sin
embargo, las técnicas de mejora convencionales utilizadas hasta ese momento, tenian una serie
de desventajas, como las mutaciones genéticas incontroladas, el largo y laborioso
procedimiento de cruzamientos y retrocruzamientos y la necesidad de que las plantas que se
van a cruzar estén estrechamente relacionadas, pudiendo asi producir descendencia (Hamdan
et al., 2022). En los afios 80 comenzo la segunda etapa de esta revolucion verde, llamada
comunmente revolucion genética, en la que la biotecnologia se fusiond con la ingenieria
genética, lo que originé grandes aumentos en la productividad de la agricultura mundial (Tabla
1) (Ceccon, 2008). La base de esta nueva etapa es la tecnologia del DNA recombinante
(ingenieria genética), usada para generar cultivos transgénicos resistentes a herbicidas o
pesticidas (Tabla 1). Todo esto, junto con el desarrollo de técnicas de cultivo in vitro de tejidos
vegetales, permite el empleo de la transgénesis para introducir en las plantas genes incluso de
reinos diferentes, sin modificar el fondo genético del cultivo, por lo que no habra efectos
pleiotropicos, y el tiempo requerido para esto es de una generacion, lo que se facilita el proceso
(Hamdan et al., 2022).

En 1983 se produjo la primera planta transgénica, tabaco (Nicotiana tabacum) resistente a

Kanamicina, mediante Agrobacterium tumefaciens (Hamdan et al., 2022). Esta bacteria



patdgena tiene la capacidad de infectar plantas al transferir un fragmento de su plasmido Ti (T-
DNA) a las células vegetales, que se integra de manera estable en el genoma. Mediante
ingenieria genética, es posible reemplazar los genes del T-DNA con genes de interés, incluso
si son de una especie diferente (Bandurska et al., 2016). A partir de aqui, se desarrollaron
variedades transgénicas que nos permiten obtener mejores cualidades nutricionales, mayor
resistencia a estrés abiodtico y bidtico y mayor productividad, todo ello requiriendo menos

recursos naturales (Hamdan et al., 2022).

Tabla 1. Técnicas de mejora vegetal basadas en biotecnologia para introducir nuevas caracteristicas (Gao, 2021).

Mejoramiento genético por | Mejoramiento genético Mejoramiento genético | Mejoramiento genético por
cruzamiento por mutacion mediante transgénesis edicidon genética

Introducir rasgos de los Mutagénesis aleatoria. Introduccion de rasgos | Mutagénesis dirigida.
genomas parentales. de otros organismos.

Se requiere Se requiere El ADN extrafio se No se requiere
retrocruzamiento. retrocruzamiento. integra. retrocruzamiento.

Libre de transgenes Libre de transgenes Sujeto a regulacion. Libre de transgenes

8-10 anos 8-10 afos 8-12 afios 2-5 afios

De manera global, desde que se comenzaron a cultivar las plantas transgénicas en 1996 ha
aumentado de manera considerable su area de cultivo pasando de 1,7 millones de hectareas
cultivadas a 190,4 millones en 2019. El 88% de esta area cultivada se encuentra en América,
mientras que Europa solo cuenta con el 0,05% el a&rea mundial. El principal productor en 2019
de cultivos transgénicos fue Estados Unidos con 71,5 millones de hectéreas cultivadas (Fig. 1)
(Hamdan et al., 2022). En 2019, Espafia ocupa el puesto 17 en el ranking de areas cultivadas
con 0,1 millones de hectareas de maiz transgénico. El 48% de la superficie cultivada a nivel
mundial correspondié a soja, el 32% a maiz y el 14% a algoddn, siendo estos los cultivos
principales (Consejo Argentino para la Informacion y el Desarrollo de la Biotecnologia, 2023).
La mayor parte de estos cultivos que se producen no son de consumo humano, por ejemplo, tan
solo el 12% del maiz producido se destina como alimento, el 55% para pienso y el 20% restante
tiene un uso no alimentario (Turnbull et al., 2021). Los cultivos mas sembrados son los
resistentes a herbicidas y/o insectos. Los beneficios econdmicos obtenidos por 18 millones de
agricultores alcanzan 229,4 milmillones de ddlares. EI 95% de estos agricultores son pequefios
agricultores y el beneficio no se debe Unicamente a un aumento de rendimiento sino también a
un ahorro de recursos. (Asociacion de Biotecnologia Vegetal Agricola, 2020). Entre 1996 y el
2012 en Estados Unidos se produjo un aumento de mas de 370 millones de toneladas de cultivos
alimentarios y un séptimo de este aumento se debe a la edicion genética en las plantas. Esto
solo es una evidencia de la importancia de la incorporacion de variedades transgénicas a nuestra

agricultura (Jouve de la Barreda, 2020). En resumen, los cultivos transgénicos han aportado y




aportaran mucho a nuestra sociedad.
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Figural. Mapa mundial de los paises con mas de 0.1 millones de hectareas (Mha) de cultivos transgénicos junto
al ranking de area cultivada de estos. Representacion de los 5 cultivos transgénicos mas cultivados en los 5
primeros paises del ranking (Consejo Argentino para la Informacion y el Desarrollo de la Biotecnologia, 2019).
Imagen realizada con MapChart.

Desde el afio 2009 se utilizan unas nuevas tecnologias para la modificacién genética de plantas
basadas en nucleasas de restriccion especificas de secuencia. Esto marca una diferencia con la
primera generacion de plantas transgénicas, en las que la insercion en el genoma de la
modificacion era de manera aleatoria. Destacan las nucleasas con dedos de zinc (ZFN) que
surgieron primero, y las nucleasas de actividad similar a activadores de transcripcién (TALEN)
(Hamdan et al., 2022). Ambas estan formadas por una cadena de aminoacidos, que se encarga
de reconocer los nucle6tidos. En el caso de los ZFN, 3 0 4 amino&cidos reconocen un triplete
de bases, por lo que si se fusionan varios ZFNs en tdndem, se reconoceran varios grupos de tres
nucleotidos. En el caso de los TALEN, son secuencias de 33-35 aminoéacidos, en los que dos
aminoacidos reconocen un nucleétido concreto, por ello serd&n mas especificos que los
anteriores. En los dos casos, las secuencias de aminoacidos estan asociadas a la endonucleasa
Fokl. Cambiando los aminoacidos de las cadenas se pueden reconocer secuencias de varios

nucleotidos concretos (Liu et al., 2021).

Afios mas tarde, el sistema CRISPR/Cas llamé la atencion de los cientificos, convirtiéndose en
el método mas popular de edicion genética. Fue utilizado por primera vez en plantas en el afio
2013. En comparacién con las nucleasas anteriores, este método es mas eficiente, rapido y
sencillo, ya que no se requiere de una ingenieria de proteinas compleja, porque el

reconocimiento de la secuencia diana va dictado por la complementariedad con una cadena de



RNA guia, que se puede sintetizar de manera sencilla (Liu et al., 2021). Hay evidencias de que
CRISPR en el campo agricola mejora de una manera significativa el rendimiento y la
resistencia al estrés ambiental. A pesar de su gran potencial, los principales desafios a los que
se enfrenta son aumentar la eficiencia, mejorar la precision de los sistemas de entrega y evitar

los impactos fuera del objetivo (Li et al., 2021).

2. OBJETIVOS

En base a lo mencionado anteriormente, el objetivo general es adquirir un profundo
entendimiento del funcionamiento de CRISPR, especialmente en el contexto de las plantas.

Para alcanzarlo, se proponen los siguientes objetivos parciales:

1-Se buscara comprender los componentes fundamentales de esta tecnologia y como se aplican

en la modificacion genética de las plantas.

2- Realizar una revisén exhaustiva de diversos articulos cientificos recientes, que utilizan

CRISPR para desarrollar plantas con resistencia bi6tica y mejores valores nutricionales.

3- Investigar la legislacion vigente en la Union Europea y en otros paises en lo que respecta a
los organismos modificados mediante las nuevas ténicas genomicas, entre las que incluimos a

CRISPR/Cas, y evaluar su futuro.

3. METODOLOGIA

La busqueda de informacion para realizar este trabajo bibiliografico, se realizo6 a través de los

siguientes motores de busqueda:

- Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).

- Google académico (https://scholar.google.es/schhp?hl=es).

- Science direct ( https://www.sciencedirect.com/).

- Crop Biotech Update (https://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/default.asp).

A lo largo del trabajo, se han utilizado estas plataformas para la busqueda de articulos
cientificos, a excepcion de la ultima, que se empled para llevar a cabo un analisis sobre los
cultivos transgénicos que se permiten cultivar en cada pais en la actualidad, con el proposito de
crear Figura 1. Para agilizar las busquedas de los articulos, se aplicaron una serie de filtros. Por
ejemplo en Pubmed, base de datos mas utilizada, se selecciona inicialmente la ubicacion
deseada de las palabras clave, ya sea en el titulo o en cualquier parte del texto, y se utilizan los

operadores correspondientes (and, or y not). Posteriormente, se establecid el rango de fechas
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de publicacion de los articulos. En el caso de la busqueda de publicaciones relacionadas con
CRISPR, el rango se limit6 desde 2021 hasta la actualidad. Ademas, se tuvo la opcion de elegir
diferentes organismos de los cuales se deseaba obtener informacion, en este caso particular, se

enfoco en plantas.

En este trabajo, se utilizd Microsoft Word del paquete Office como software de edicion de texto.
Las imagenes utilizadas en el trabajo, excepto aquellas obtenidas de articulos cientificos, se

crearon mediante el uso de la herramienta en linea BioRender (https://www.biorender.com/).

En el caso de la Figura 1, correspondiente a un mapa politico del mundo, se us6 MapChart (

https://www.mapchart.net/ ) que permitié realizar un mapa con colores y descripciones

personalizadas.

El desarrollo del trabajo se llevo a cabo en cinco etapas generales: en la primera de ellas se
realiz6 una investigacion exhaustiva sobre la importancia de la edicion genética y su evolucion
a lo largo de la historia. En la segunda, se explor6 en detalle el mecanismo de CRISPR/Cas,
tanto en la naturaleza como en la edicidon genetica, asi como los diferentes tipos de sistemas
CRISPR. En tercer lugar, se describi6 el procedimiento para llevar a cabo una modificacion
genética mediante CRISPR/Cas en plantas. En la cuarta etapa se realiz6 una busqueda de
estudios empiricos recientes de aplicaciones de CRISPR en las plantas, enfocindonos en la
resistencia a estrés biotico y en el aumento del calidad nutricional. Por tltimo, se analiz6 la
fuerte regulacion a la que se encuentran sometidos estos sistemas CRISPR. Cada una de estas
etapas contribuyd a obtener una comprension completa de la tecnologia CRISPR/Cas y sus

implicaciones en la mejora genética de las plantas.

4. CRISPR EN LA NATURALEZA

En 1987, Yoshizumi Ishino descubrid una secuencia repetida de 14 pares de bases intercalada
con secuencias espaciadoras en Escherichia coli. En 1995, Francisco Mojica y sus compafieros
identificaron estas repeticiones en arqueas y posteriormente propusieron que formaban parte
del sistema inmunoldgico adaptativo y heredable de bacterias y arqueas, ya que las secuencias
espaciadoras mostraban homologia con genomas de fagos. En 2002, se acuid el término
"Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats" (CRISPR) para estas
regiones.(Ishino et al., 2018; Gostimskaya, 2022). Este sistema de inmunidad adquirida actia

de la siguiente manera (Fig. 2):
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Figura 2. Representacion grafica de los tres pasos del proceso de inmunidad adaptativa heredable mediante
CRISPR/Cas de bacterias y arqueas. Imagen realizada con Biorender.

<> Adaptacion: En este primer paso se crea una “memoria” de los fagos que han ido
infectando las bacterias y arqueas. Cuando se produce la infeccion del virus y este introduce su
material genético, proteinas Cas, que normalmente son Casl y Cas2 forman un complejo,
reconocen el DNA invasor y cooperan para capturar los fragmentos de DNA del virus. El
complejo Cas1-Cas2 junto con proteinas accesorias, cortan el genoma viral en fragmentos de
tamafio necesario, generando extremos 3 OH que realizan un ataque nucleofilico a los extremos
5’ de la primera repeticion, insertando una nueva secuencia espaciadora y generando gracias a
la maquinaria de reparacion de DNA, una nueva repeticion. Asi se almacena en el genoma de
la bacteria o de la arquea un recuerdo del fago (Cueva Garcés, 2019).

<> Expresion: Las bacterias y arqueas transcriben la matriz CRISPR con las secuencias
repetidas y las espaciadoras formando varias copias de largas cadenas de RNA, llamadas RNA
precursor CRISPR (pre-ctrRNA). Estas largas cadenas de pre-crRNA son cortadas en puntos
especificos de las repeticiones por las proteinas Cas. Finalmente, cada segmento (crRNA)
consta de una secuencia espaciadora y parte de las secuencias repetidas que la flanquean. Las
proteinas Cas utilizaran estos crRNA para identificar nuevas infecciones de fagos coincidentes.
(Cueva Garcés, 2019).

X Interferencia: Es el Gltimo paso del proceso de inmunidad adquirida. Cada segmento
de crRNA maduro forma un complejo efector con una o mas proteinas Cas y el RNA de CRISPR
asociado a la transactivacion, el tracrRNA. Cuando se produce una nueva infeccion de un virus
a una bacteria o arquea y este inyecta su DNA, el complejo efector busca una secuencia
denominada protoespaciador, que coincida con la secuencia espaciadora que contiene su
crRNA. Una vez se ha localizado el protespaciador, el complejo desnaturaliza la doble hebra

del DNA del virus y el RNA se une al protospaciador mediante bases complementarias. Las



proteinas Cas cortan el DNA del virus destruyendo asi la informacion para su replicacion y

deteniendo la posible infeccion (Cueva Garcés, 2019).

En los siguientes afios se continud investigando el funcionamiento de CRISPR y descubriendo
poco a poco todos sus componentes. Asi, lo que parecia un hallazgo relevante para la
microbiologia ha revolucionado el mundo de la manipulacién gendémica como explicaré a
continuacion (Gostimskaya, 2022). En 2020 se le otorgd el Premio Nobel de Quimica a
Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna, que demostraron que un mecanismo de inmunidad
microbiana, puede transformarse en un sistema de edicidon de cualquier genoma de una manera

sencilla, econdmica y eficiente (Westermann et al., 2021) .

5. COMPONENTES DE CRISPR/Cas9 Y FUNCIONAMIENTO

El sistema CRISPR/Cas es utilizado por bacterias y arqueas como sistema de inmunidad
adaptativa frente a DNA exogenos, como se ha explicado anteriormente. En la actualidad se
han encontrado regiones CRISPR en la mayoria de las arqueas y en la mitad de las bacterias
estudiadas, pero no en eucariotas ni en virus (Gostimskaya, 2022). En cada matriz CRISPR hay
una serie de secuencias espaciadoras no conservadas que corresponden al material genético
exdgeno, flanqueadas por repeticiones directas, cortas, con poca variacion y palindromicas
(Riveros-Maidana et al., 2020). Antes de la matriz CRISPR, se localiza una secuencia lider con
una extension de cientos de pares de bases. Esta secuencia no presenta marco de lectura, por lo
que no codifica para ninguna proteina y en ella se encuentra el promotor para la transcripcion
de la matriz CRISPR (Beunza Gonzélez, 2019). La matriz CRISPR se encuentra asociada a una
serie de genes cas que codifican para las proteinas Cas que son las nucleasas en el sistema
CRISPR/Cas. Por ultimo, aparece la secuencia tracrRNA, una secuencia codificante que se
encarga del ensamblaje del complejo efector uniendo la proteina Cas con el crRNA (Vicente

Valor, 2018). Todo ello forma el locus CRISPR (Fig. 3).

Figura 3. Representacion del

Genes Cas locus CRISPR con la matriz

’—. CRISPR, la secuencia lider,

W tracrRNA m Gaer ) R [E J R_E R {E [ R los genes cas y la secuencia

que codifica para el

tractrRNA. Imagen realizada
con Biorender.

\ J
N
Matriz CRISPR

Para realizar el corte, se requieren dos condiciones: (I) complementariedad entre las bases del
crRNA y la secuencia diana y (II), que esta Gltima esté ubicada adyacente a un motivo conocido
como motivo adyacente protoespaciador (PAM), el cual consiste en una secuencia de 2 a 5

nucledtidos de DNA. La composicion y tamafio del PAM pueden variar entre diferentes
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especies. En el ambito de la edicion genética, se utiliza ampliamente el PAM 5'NGG3' para la
enzima Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes, debido a su corta longitud y a su amplia
presencia en los genomas. La presencia de esta secuencia PAM evita que se produzca el corte
en el propio locus de CRISPR de la célula procariota, ya que estas secuencias PAM estan

ausentes en dicho locus (Vicente Valor, 2018).

Se distinguen diversos tipos de proteinas Cas, que se dividen en dos clases: en la primera clase
se incluyen las de tipo I, IIl y IV y en la segunda clase los tipos II, V y VI. La diferencia entre
las dos clases es que en la clase II tan solo se utiliza una proteina Cas multidominio, mientras
que en la clase I se dan complejos de proteinas Cas de varias subunidades. El sistema
CRISPR/Cas9 es el mejor caracterizado y mas utilizado en edicion genética, es un sistema tipo

II y pertenece a la segunda clase (Riveros-Maidana et al., 2020).

El sistema CRISPR/Cas9 esta formado por una endonucleasa Cas9 que es guiada por el RNA
guia (gRNA), formado por el crRNA y el tracrRNA, hasta el lugar del genoma donde debe
realizar la escision de doble cadena (Riveros-Maidana et al., 2020). El componente principal
del sistema CRISPR/Cas9 es la endonucleasa Cas9. Presenta una estructura bilobular, un 16bulo
con funcion nucleasa denominado NUC y un lobulo de reconocimiento REC (Mengstie y
Wondimu, 2021). Ambos lobulos se encuentran separados por un canal en el que se inserta el
gRNA (Pardo Pifion, 2017). El 16bulo NUC consta de 4 dominios, dos de ellos con funcion
nucleasa de doble hebra, HNH y RuvC, un dominio WED y un dominio Pi, que interacciona
con la secuencia PAM del DNA diana. Por otro lado, el 16bulo REC consta de los dominios
RECI1, REC2, REC3 y BH (Leonova y Gainetdinov, 2020). Los dominios REC se encargan de
la unién con gRNA y el BH comienza la actividad de escision. El crRNA tiene una longitud de
42 nucleotidos y una secuencia en su extremo 5° que es la que se emparejard por
complementariedad con la secuencia diana, que tiene una longitud de 20 nucleotidos. El
tracrRNA tiene una longitud de 80 nucledtidos y se une al crRNA para formar el gRNA por una
secuencia repetida de 22 nucledtidos que se encuentra en el extremo 3’del crRNA (Xue y

Greene, 2021).

El mecanismo de edicion genética por parte del sistema CRISPR/Cas9 se puede dividir en tres
pasos: reconocimiento, escision y reparacion. La endonucleasa Cas9 permanece inactiva hasta
que se une al gRNA disefiado (sgRNA), que es complementario a la secuencia diana del genoma
y guiara a la endonucleasa. Una vez se unen Cas9 y sgRNA, se forma el complejo efector (Fig.

4). Su primer paso es la busqueda de la secuencia PAM que se encuentra aguas abajo del lugar
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Imagen realizada con Biorender.

La ruptura de la doble cadena del DNA se produce de manera comun durante la division o la
diferenciacion celular y causa lesiones como el reordenamiento cromosdmico, la inestabilidad
gendmica y la muerte celular. Para contrarrestar estos efectos, las células cuentan con diversos
mecanismos de reparacion (Leonova y Gainetdinov, 2020). Estos mecanismos se han
aprovechado en la edicion genética permitiendo la insercion, eliminacion o reemplazo de
fragmentos de DNA. Entre los mecanismos de reparacion existentes, destacan dos vias, siendo
las mas utilizadas la reparacion dirigida por homologia (“homology-directed repair", HDR) y

la unién de extremos no homologos (NHEJ) (Fig. 5) (Xue y Greene, 2021).

La reparacion dirigida por homologia (HDR) es muy precisa. Requiere una secuencia molde de
DNA de doble cadena con homologia a las regiones flanqueantes en la escision a reparar, para
que asi la célula la incorpore mediante recombinacion homologa. Esta secuencia se puede
afiadir de manera exdgena, por lo que se podran introducir mutaciones precisas o incluso
reemplazar genes (Xiong et al., 2016). Por otro lado, NHEJ se utiliza cuando se quiere
inhabilitar la funcidon de un gen. Produce la unidon de fragmentos de DNA mediante un proceso
enzimatico, sin requerir de secuencia homologa de DNA. Esto puede resultar en inserciones o
deleciones al azar, que pueden provocar mutaciones en el marco de lectura o incluso codones
de parada. Aunque este mecanismo sea el predominante puede causar mutaciones con grandes

efectos adversos (Mengstie y Wondimu, 2021).
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Figura 5. Representacion grafica de las dos vias principales de reparacion de DNA celular tras una rotura de doble
hebra, ademas de las aplicaciones de cada una de estas vias en la edicion genética. Imagen realizada con Biorender.

6. TIPOS DE CRISPR

Como se menciono previamente, existen al menos 6 tipos de sistemas CRISPR. Ademas, se han
realizado modificaciones a los tipos existentes con distintos fines, como mejorar el rendimiento.
En este apartado se describirdn cada uno de estos tipos y sus aplicaciones a excepcion del

sistema CRISPR/Cas9 de tipo 2 ya descrito.

Los sistemas de tipo V, como CRISPR/Cas12, incluyen endonucleasas como Casl2a o Cpfl,
que no requieren tractrRNA y tienen un Unico dominio endonucleasa llamado RuvC. Estas
endonucleasas generan extremos cohesivos de 5,' a diferencia de los extremos romos de la Cas9,
al escindir ambas hebras del ADN, lo que facilita la integracion del gen (Liu ef al., 2020). Los
PAM de estos sistemas suelen ser ricos en timinas, siendo mas dificil de encontrar esta
secuencia que la de Cas9, rica en guaninas, por lo que se produciran menos cortes fuera del
objetivo (Liu et al., 2022). Existen estudios comparativos entre el sistema CRISPR/Cas12 y el
sistema CRISPR/Cas9 en plantas, como el silenciamiento del gen epf19 en el arroz, demostrando
un mayor numero de plantas mutadas con Cas12 (Alok ef al., 2020). Los 6 subtipos de Cas13
pertenecen a los sistemas de tipo VI, CRISPR/Cas13. Estas endonucleasas guiadas por crRNA
contienen dos dominios HEPN con actividad ribonucleasa, generando cortes en el RNA y
degradando el RNA de cerca del corte. Estos sistemas se usan en plantas sobre todo para atacar

a virus de RNA o eliminar/modificar el mRNA (Kavuri et al., 2022).

La clase 1 de sistemas CRISPR/Cas, aunque sea la mas abundante es la menos utilizada. Dentro
de estos, el mas utilizado es el tipo I, especialmente para realizar deleciones largas (Liu et al.,
2022). Estos sistemas forman el complejo efector "Cascade", que se une al crRNA y al ADN
diana y recluta una nucleasa llamada Cas3 para realizar el corte. (Young ef al., 2019). Las

nucleasas de tipo III guiadas por crRNA se forman por la fusion de una Cas7 y una Cas9, que
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reconocen y escinden el RNA (Liu et al., 2022). Por tltimo, los sistemas de tipo IV son los mas

desconocidos, siendo su diana moléculas de RNA (Zhou et al., 2021).

Ademas, se han realizado modificaciones en las proteinas Cas para ampliar las aplicaciones de
la tecnologia CRISPR. Cabe destacar la “nickase Cas9” (nCas9) que surgid con el objetivo de
solventar los cortes fuera del objetivo y tiene una mutacion en uno de los dos dominios nucleasa,
produciendo una rotura monocatenaria (Leal et al., 2022). Una de las aplicaciones de nCas9 es
la edicion de bases (Fig. 6), muy utilizada para obtener plantas resistentes a herbicidas (Karlson
et al.,2021). Se fusiona la nCas9 con un editor de bases, ya sea para citosina o adenina, lo que
permite realizar mutaciones de transicion especificas. Otra aplicacion es la edicidon primaria
(Fig. 6), capaz de realizar también las 8 conversiones. En la edicion participan junto con una

transcriptasa reversa (RT) y un pegRNA (Kantor ef al., 2020).

Prime editing Molde de ARN pegRNA
ABE Primer RT. *

nCas9 TITTTTT
(mut D10A) ﬂ y”"‘”""‘”"‘”"”"!
gRNA Y
crRNA

nCas9
Adenina Cltldlna (mut D10A) ; tracrRNA

desamlnasa desaminasa

C v Muesca de la nCas9g ;P v v
(1l y' 5 Secuencia editada
(1) : (v) . ,

Reparacién de ADN

o replicacién ; H . "«

nCas9
(mut D10A)

i

o —

( G ) ( T , Edicidn retirada Edicion |ncorporada

Figura 6. Representacion de manera grafica del proceso de edicion de bases de adenina (ABE) y de citosina (CBE)
y de la edicion primaria. Imagen realizada con Biorender.

Existe otra nucleasa denominada “deadCas9” (dCas9) con ambos dominios nucleasas mutados,
de forma que carece de funcion nucleasa, pero conserva la accién de reconocimiento por
complementariedad de una secuencia diana. Se emplea como mecanismo de regulacion de la
transcripcion asocidndose con activadores o inhibidores de esta, regulando asi la expresion de
un gen sin modificar el genoma (Yang et al., 2021). Por ejemplo, se ha utilizado la fusion de
dCas9 con una acetiltransferasa para activar la proteina de union al acido abscisico (ABA) en

Arabidopsis thaliana, mejorando la tolerancia a la sequia (Karlson et al., 2021).
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7. CRISPR/CAS EN PLANTAS

La tecnologia CRISPR se ha utilizado para editar el genoma de distintas especies de plantas

con ¢xito. Para la edicion de una celula vegetal hay que seguir los siguientes pasos:

7.2 Seleccion del gen diana y disefio del sgRNA.
El primer paso para realizar una modificacion en las celulas vegetales es localizar la secuencia

diana de unos 20 pares de bases, seguida de un PAM especifico para la nucleasa que se vaya a
usar. Para ello, se requiere que el genoma esté secuenciado y bien caracterizado. La eleccion de
esta secuencia diana dentro del gen objetivo depende de si se quiere realizar una edicion génica,
en cuyo caso esta debe de estar en los exones o regiones codificantes o de si se quiere modular
la expresion génica. En este segundo caso se llevara a cabo en promotores o sitios de union de

reguladores de la transcripcion (Vicente Valor, 2018).

Los sgRNA con la secuencia complementaria a la secuencia diana, suelen contener un promotor
de RNA polimerasa III. En plantas se han utilizado los promotores U6 y U3, cuya transcripcion
se inicia con una G o una A respectivamente.Tanto la seleccion de la secuencia diana como el
disefio de los sgRNA, se deben de realizar de de modo computacional, maximizando la
eficiencia y minimizando los cortes fuera del objetivo (He et al, 2017). Existen multiples

herramientas en linea para ello (Tabla 2).

Tabla 2. Distintos recursos en linea para disefiar sgRNA (Jamee et al., 2022).

Nombre Referencia Funcién
CRISPRdirect https://crispr.dbels.jp/ Diseflo de sgRNA con efectos off-target reducidos.
CRISPRp http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/ Diseno de sgRNA en plantas.
CHOPCHOP https://chopchop.cbu.uib.no/ Disefio de sgRNA en todos los organismos y
evaluacion de la eficiencia de corte.
Benchling https://www.benchling.com/crispr Disefio de sgRNA.
E-CRISP http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ Diseflo de sgRNA en todos los organismos.
Cas-OF http://www.rgenome.net/cas-offinder/ Busca puntos de off-target.

7.2 Envio de sgRNA y Cas a las células vegetales
La forma en la que se entregan los componentes del sistema CRISPR/Cas es de crucial

importancia para determinar si se obtiene una planta editada transgénica o una planta editada
no transgénica, que podria regirse por un marco regulatorio diferente al de los organismos
modificados genéticamente tradicionales. Para realizar el envio de la maquinaria necesaria para

la edicion génica a las celulas vegetales aisladas, hay que tener en cuenta que estas presentan
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una pared celular que rodea el protoplasto y supone un impedimento mecdnico para su

introduccién (Sandhya et al., 2020).

Asi pues, los métodos de envio de maquinaria a las células vegetales, se pueden clasificar como
DNA-independientes o DNA-dependientes. En el caso de los DNA-independientes, se
introducen directamente el sgRNA y la nucleasa Cas que se vaya a utilizar o el mRNA, y se
obtendran plantas editadas no transgénicas, ya que estos se degradaran una vez realizada la
modificacion. Sin embargo, aunque esta seria la mejor opcion se enfrenta al problema
nombrado de la existencia de una barrera mecanica, como es la pared celular de las celulas
vegetales. Debido a las limitaciones que presentan estas estrategias, a veces hay que recurrir a
las de DNA-dependientes en las que se usan vectores que portan las secuencias codificantes
para la nucleasa Cas y el sgRNA, con la posibilidad de que el DNA exodgeno se inserte
generando plantas transgénicas (Laforest y Nadakuduti, 2022)

Actualmente, la entrega de los componentes es el mayor cuello de botella en la ingenieria
genética vegetal (Laforest y Nadakuduti, 2022). Se suelen utilizar tres métodos: la biobalistica,
la electroporacion y la entrega por agrobacterias. Los dos primeros se pueden utilizar tanto con
estrategias DNA-independientes como -dependientes, sin embargo el tercero se incluye dentro
de las estrategias DNA-dependientes. La la biobalistica, consiste en una “pistola de genes” que
lanza a alta presion particulas de oro, plata o tungsteno, recubiertas con los componentes
CRISPR/Cas, a un material vegetal que suele consistir en embriones inmaduros. Los
componentes se liberaran, realizaran los cambios correspondientes y se podra regenerar una
planta editada. Sin embargo, con este método hay una menor eficiencia de edicion y es mas
costoso. En el caso de utilizar polietilenglicol (PEG) como puente molecular entre la membrana
del protoplasto y el vector de codificacion para las herramientas CRISPR, el problema es que
hay que obtener células vegetales desprovistas de pared celular. Sin embargo, no todas las
plantas se pueden regenerar a partir de protoplastos, ni es facil el aislamiento de estos, por lo
que hay que buscar un método mas eficaz y eficiente. Por ultimo, la utilizacion de
Agrobacterium es actualmente el método mas usado debido a su alta eficiencia, su amplia
aplicabilildad dentro de su rango de huéspedes limitado y su bajo coste (Sandhya et al., 2020).
Sin embargo, con este método se requiere un genotipo no solo competente para su regeneracion,
sino también para su transformacion con Agrobacterium. Para ello se inserta el transgén
(secuencia que codifica para el sgRNA y la Cas) en un plasmido binario en la zona que
correponde con el T-DNA. Este se introduce en Agrobacterium, por ejemplo mediante

electroporacion, y posteriormente estas bacterias infectaran a las células vegetales en los tejidos
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diana, introduciendo el T-DNA en su genoma (Fernandez Donas, 2022). Estos tres métodos de

transformacion se ilustran a continuacion en la Figura 7.

Ribonucleoproteinas Biobalistica
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Cas9 + Bolas de gu
sgRNA o 3
o b
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PEG en protoplastos
sgRNA R _Protoplasto
Cas9 mRNA /
ADN @ PEG, Ca2+ y manitol
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Plasmido Ti

sgRNA

Agrobacterium tumefaciens

Figura 7. Representacion grafica de los tres métodos principales de transformacion genética en las células
vegetales de la maquinaria CRISPR. Imagen realizada con Biorender.

7.3 Seleccion y regeneracion de las plantas
En el caso de utilizar métodos DNA-dependientes para realizar la edicion, se puede incluir un

gen de seleccion, tipicamente de resistencia a antibidtico o herbicida, para saber que células han
sido editadas y cuales no. La regeneracion de los explantos editados por cualquier estrategia se
suele realizar por organogénesis adventicia o por embriogénesis somatica (Fig. 8) (Impens et
al., 2022). La embriogénesis somadtica es una via de regeneracion adventicia de plantas en la
que las células somaticas se desdiferencian en células madre embrionarias que originan plantas
completas a través del desarrollo embrionario. Existe la embriogénesis indirecta en la que las
células desdiferenciadas originan callos embrionarios totipotentes asociados con variaciones
somaclonales y la embriogenesis directa, que carece de la fase de formacion del callo. La via
indirecta es mas larga debido a la induccion de callos, pero es en la que mas plantulas se
regeneran. En el caso de la organogénesis de novo, se regeneran yemas que forman brotes y que
desarrollan tallos de los que crecen raices. En la organogénesis indirecta se forma un callo no
embrionario pluripotente. Este proceso no es muy adecuado para la transgénesis debido a la

produccion de brotes quiméricos (Long ef al., 2022).
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Figura 8. Representacion esquematica de los 4 procesos de regeneracion de plantas mas usados en edicion
genética. Imagen realizada con Biorender.

La embriogénesis somatica frente a la organogénesis tiene un potencial de multiplicacion mayor
y un riesgo de variacion somaclonal menor, ya que proviene de una sola célula y la probabilidad
de que mute esa célula es mas baja que la de que mute alguna de las que va a formar la yema

(Laforest y Nadakuduti, 2022).

Cada vez existen mas métodos para mejorar la frecuencia de regeneracion de las plantas y su
tasa de trasnformacidn, como la inclusion de reguladores del desarrollo en los vectores de

edicion de Agrobacterium (Laforest y Nadakuduti, 2022).

Una vez regeneradas las plantas, hay que validar su edicion para ver si se han obtenido plantas
sin modificar, editadas o transgénicas, sobre todo en el caso de que no haya existido una previa
seleccion. La validacion puede ser mediante la realizacion de una PCR (Shih et al., 2022),
mediante secuenciacion, ya sea de una parte del genoma o del genoma completo, ensayos de
restriccion y electroforesis (Vicente Valor, 2018). En el caso de obtener una planta transgénica,
se puede conseguir eliminar las herramientas CRISPR mediante cruzamientos con plantas sin
modificar, consiguiendo en parte de la descendencia, el DNA con los cambios deseados y no

las herramientas CRISPR, aunque esto requiere de tiempo y costes adicionales.

8. APLICACIONES DE CRISPR EN LAS PLANTAS

La edicion génica mediante CRISPR/Cas tiene multitud de aplicaciones en plantas, entre las
que estan las siguientes: investigacion basica, mejora contra estrés abidtico y bidtico, aumento

de la produccion, y mejora de la calidad nutricional. Este trabajo se va a centrar en analizar las
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ultimas técnicas para la resistencia a enfermedades y para aumentar la calidad nutricional, sobre
todo en aquellas que resuelven problemas actuales a los que se enfrenta la edicidon genética,

como la legislacion.

8.1 Resistencia a enfermedades y plagas de insectos
El estrés biotico en las plantas puede ser causado por diversos agentes patdgenos como virus,

hongos, oomicetos, bacterias, nematodos y plagas de parasitos e insectos. Estas enfermedades
representan una amenaza significativa para la seguridad alimentaria mundial, ya que ocasionan
pérdidas que oscilan entre el 20% y el 40% en la produccion agricola (Karmakar et al., 2022).
Los plagicidas quimicos reducen estas pérdidas, pero son perjudiciales para el medio, y las
practicas culturales como la rotacion de cultivos, no son aplicables en el caso de una tierra
cultivable limitada, por lo que la mejora de los cultivos es la mejor opcion para controlar las
enfermedades (Zhao et al., 2022). Ante esta problematica, la mejora genética de los cultivos se
presenta como una opcioén altamente prometedora para el control de las mismas. Ademas, las
resistencias a las enfermedades provocadas por fitopatdogenos, suelen ser monogénicas, lo que
juega a favor de una solucion basada en edicion genética, eliminando o mutando genes de

susceptibilidad y desplegando los genes de resistencia (Greenwood ef al., 2023).

Aunque sea algo desconocido para mucha gente, las plantas
cuentan con un sistema de inmunidad que se basa en un
sistema de vigilancia de dos capas (Fig. 9). La primera capa se
basa en los receptores de reconocimiento de patron (PRR) en
la membrana plasmatica, que perciben patrones moleculares (epuesiaii)

asociados a patdogenos (PAMPs) y patrones moleculares

JLEfector

asociados a danos (DAMPs), activando la inmunidad

desencadenada por patrones (PTI). La segunda capa se basa en

receptores intracelulares, entre los que destacan los receptores
repetidos ricos en leucina (NLR), que detectan proteinas
Figura 9. Representacion del

efectoras y activan una inmunidad desecadenada por efectores  sistema de inmunidad de las
plantas en capas. Imagen creada

(ETI) (Zhao et al., 2022). con Biorender.

Como resultado de la coevolucion patégeno-huesped, muchos de los efectores que secretan los
patogenos interfieren con el sistema inmune de la planta de diferentes maneras, como por
ejemplo, modificando los PAMPs para que no se reconozcan, compitiendo con los PRRs para
unirse a los PAMPs, interfiriendo en la sintesis de hormonas de defensa o adquiriendo nuevos

efectores. Conocer todos los componentes del sistema inmunitario de las plantas, brinda una
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fuente de genes que pueden utilizarse para la mejora de cultivos, basdndose esta en la
introduccién de genes de resistencia y en la alteracion de los genes de susceptibilidad (Zhao et

al., 2022).

En el caso de los organismos necrotroficos, que prosperan en el tejido muerto, la defensa
utilizada por algunas células de muerte celular programada para que los patdogenos no
prosperen, no es eficiente. Por ejemplo, Parastagonospora nodorum secreta los efectores
SnTox1 y SnToxA, reconocidos por el PRR Snnl y el NLR Tsnl respectivamente. Al reconocer
estos efectores, se produce una muerte celular que favorece al patdogeno necrotréfico. En un
estudio de Faris et al. (2010) se ha conseguido mejorar la resistencia mediante una mutacion

quimica de pérdida de funcion de 75nl (Greenwood ef al., 2023).

Los cultivos se enfrentan a constantes amenazas virales, y los virus evolucionan rapidamente
para eludir los mecanismos de defensa de las plantas. En este contexto, la tecnologia CRISPR
ofrece una estrategia prometedora para generar resistencia mediante la manipulacion precisa

del DNA o RNA viral, asi como de los genes de susceptibilidad del huésped (Khan et al., 2022).

Dentro de los virus de DNA que afectan a las plantas, destaca la familia Geminiviridae. Existen
muchos estudios en distintas plantas para generar resistencia contra los virus pertenecientes a
esta familia, como al virus CLCuMuV del algodon. En este estudio del equipo Yin et al. (2019),
se introdujo mediante A. tumefaciens, una construccion con Cas9 y los dos gRNAs usados para
dirigirlos a dos puntos distintos del genoma viral. Esto resulté en la generacion de plantas
transgénicas de Nicotiana benthamiana que mostraron una resistencia completa al virus. Frente
al mismo virus y en el mismo tipo de planta que el estudio anterior, el grupo de Khan et al.
(2020) consigui6 una disminucion y un retraso de los sintomas en plantas no transgénicas.
Ademads, en un trabajo liderado por de Pramanik ef al. (2021), se desarrolaron plantas
transgénicas de tomate, resistentes al virus de la hoja amarilla en cuchara de tomate, mediante

un Knock out del gen de susceptibilidad S/Pelo (Khan et al., 2022).

Para conferir resistencia a los virus de RNA, ademas de utilizar Cas9 y sus derivados, se ha
usado sobre todo Cas13. Destacan como diana los factores de iniciacion de la traduccidon, como
por ejemplo el factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E (e[F4E), o su isoforma, ya que
los virus pueden aprovechar su funcion en la traduccidn de proteinas virales (Khan et al., 2022).
Entre los virus fitopatogenos de ARN, la familia Potyviridiae es notable, y dentro de esta familia
destacan los Bymovirus, como el virus del mosaico amarillo de la cebada (BaYMV) y el virus

del mosaico leve de la cebada (BaMMYV), que pueden ocasionar grandes pérdidas de
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rendimiento en los cultivos, llegando hasta un 50%. Estos virus provocan sintomas de mosaicos
en las hojas, decoloracion y clorosis en el follaje y afectan al crecimiento. Para conferir
resistencia a estos virus, se ha utilizado la estrategia de generar polimorfismos en el dominio
de union del elF4E, lo que impide su interaccion con el capuchdn del RNA viral que codifica
para la proteina viral ligada al genoma (VPg). La traduccion de VPg se debe a su semenjanza
con el mRNA de eucariotas. Esta estrategia evita la traduccion de proteinas virales. Sin
embargo, muchas cepas de estos virus han logrado superar esta resistencia mediante cambios
en la estructura de la VPg. Se ha observado que la desactivacion completa del gen de EIF4E en
cebada confiere resistencia, pero a expensas de una disminucion significativa en el rendimiento
del cultivo. Ademds, se ha encontrado un gen de susceptibilidad comun a estas dos
enfermedades y todas sus cepas, que codifica para la proteina tipo disulfuro isomerasa 5-1
(PDIL5-1), y una mutacion en este gen no afecta al rendimiento. Estas proteinas, se encargan
de catalizar la formacion de puentes de disulfuro en el plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmatico. Utilizando la técnica de edicién genética con Cas9, mediada por
Agrobacterium, se generaron mutaciones dirigidas en embriones inmaduros de cebada. Luego,
se seleccionaron plantas homocigotas mediante PCR y secuenciacion de Sanger para garantizar
que no hubiera mas de una variante alélica presente. Finalmente, se demostro la resistencia de

estas plantas mediante la inoculacion mecanica del virus (Hoffie et al., 2023).

También, Cheng ef al. (2022) demostraron la resistencia de cebada al BaYMV y al BaMMV
utilizando CRISPR/Cas9 para modificar el gen PDIL5-1, lo que generd dos mutantes: pdil5-1-
a'y pdil5-1-b. En el caso de pdil5-1-a, se codifica una proteina sin residuo de cisteina, mientras

que pdil5-1-b presenta un cambio en el marco de lectura. Ambos mutantes mostraron resistencia

a BaYMV y BaMMYV (Cheng et al., 2022).

Las enfermedades fingicas, como el mildit polvoriento u oidio, representan una gran amenaza
para los cultivos. En el dmbito de la resistencia frente a esta enfermedad, se han utilizado
diversas estrategias basadas en CRISPR, por ejemplo, la desactivacion del gen PMR4 en tomate.
En este estudio se utilizaron junto con CRISPR/Cas9, cuatro sgRNA dirigidos a este gen, para
provocar grandes deleciones. Si bien se logré reducir la susceptibilidad al hongo, no se alcanzo
una resistencia completa (Fig. 10) (Santillan Martinez et al., 2020). Los genes de la familia
MLO han demostrado ser factores de susceptibilidad en la presencia del mildit polvoriento, ya
que el hongo los utiliza para promover su proliferacion. El equipo de Wan et al. (2020) mediante
CRISPR/Cas9, indujeron deleciones o inserciones en los genes VvMLO3 y VvMLO4 de la vid.

Se demostrd que la mutacion en VvMLO3, resultd en una resistencia significativamente mayor
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a Erysiphe necator. En otro estudio, se realizaron combinaciones de pérdidas de funcion, en
genes pertenecientes a la familia MLO en pepino: CsaMLO1, CsaMLO11 'y CsaMLOS. Tras
investigar la resistencia mediada por MLO en el pepino frente a Podosphaera xanthii, causante
del mildit polvoriento, se concluyd que la mutacion en los dos primeros genes generaba
resistencia en la respuesta post-invasiva, mientras que la mutacion en el tercer gen se

relacionaba con la respuesta pre-invasiva (Tek et al., 2022).
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Figura 10. (A) Grafica de puntuacion del indice de la enfermedad tanto en wildtype como en las lineas mutantes
13,15 y 17 dias después de la inoculacion. (B) Respuesta fenotipica de los 5 mutantes PMR4 y el wildtype, a la
infeccion Oidium neolycopersici en las hojas 21 después de la infeccion. Imagen tomada de (Santillan Martinez et
al., 2020)
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El genero fungico Fusarium, puede causar enfermedades graves en una gran variedad de
cultivos, como cultivos agricolas, frutales, hortalizas y plantas ornamentales. Una de las
enfermedades mas perjudiciales es el marchitamiento por Fusarium en el tomate, que puede
reducir significativamente el rendimiento y la produccion. En un estudio reciente, se realizaron
mutaciones mediante CRISPR/Cas9 en dos genes de susceptibilidad de esta enfermedad: la
proteina 10 de la savia del xilema (XSP10) y la metiltransferasa del acido salicilico (SAMT).
Los resultados mostraron que la mutacion simultanea de estos dos genes proporciona una fuerte

tolerancia fenotipica a la enfermedad (Debbarma et al., 2023).

Las bacterias representan un desafio significativo para los cultivos, ya que la falta de pesticidas
efectivos dificulta el control de enfermedades. Sin embargo, se ha logrado desarrollar plantas
de arroz no transgénicas resistentes al tizon bacteriano, mediante CRISPR/Casl2a. Esta
mutacion dirigida se enfoco en el promotor del gen Xa /3, donde la proteina efectora bacteriana
se une a los nucledtidos 2, 3 y 4 del extremo 5'. Al eliminar una secuencia de 49 pares de bases,
que incluia los tres nucledtidos mencionados, se logro proporcionar resistencia al tizon e inhibir

la expresion del gen Xal3. Este gen codifica una proteina de la membrana plasmatica, cuyo
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alelo dominante es susceptible a la enfermedad. Para obtener y seleccionar generaciones de
plantas resistentes sin la presencia de transgenes, se empled el método de autoeliminacion
programada conocido como TKC (“transgene killer CRISPR”), con diana en los gametofitos
masculinos. Para ello, en el vector (Fig.11) se incluiria un promotor especifico de polen y el
gen Zmaal de la a-amilasa, que interrumpe la acumulacion de almidén en la maduraciéon del
polen, privandole de la fuente de energia y provocando, por tanto, que las plantas sean estériles.

De esta manera, se obstaculiza la transmision del trangén (Yu et al., 2021).
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Figura 11. Representacion esquematica del la region T-DNA de los vectores 24259 y 24277 (Yu et al., 2021).

El cancro bacteriano de los citricos tiene un impacto
devastador en la produccién de citricos. En un estudio
reciente, se logro obtener plantas de Cifrus sinensis sin
transgenes, que eran resistentes al cancro. Para lograr esto,

se empled la tecnologia CRISPR/Cas12a para editar el gen

de susceptibilidad CsLOBI. Se realiz6 la transformacion

en protoplastos utilizando el método de electroporacion.  Figura 12. Sintomas del cancro

bacteriano de los citricos en una de hoja
de citrico salvaje y en otra mutante (Su

no pudo crecer (Fig.12) (Su et al., 2023). etal., 2023).

Como resultado, no se observaron sintomas y el patdgeno

Las plagas de insectos no solo causan dafios significativos a los cultivos, sino que también
actian como vectores de diversos patdgenos, lo que agrava ain mas el impacto en la
produccion. Se estima que alrededor de una sexta parte de la produccion de alimentos se pierde
debido a las plagas. Actualmente, para controlar estas plagas se utilizan insecticidas
organofosforados, pero su uso conlleva efectos negativos, ya que también afectan a los insectos
beneficiosos y pueden tener impactos perjudiciales en la salud humana. En este contexto, la
tecnologia CRISPR ha demostrado ser una herramienta prometedora para desarrollar plantas
resistentes a las plagas de insectos. Se han realizado avances en la introduccion de genes
insecticidas de bacterias, como el gen cry. Ademas, mediante la edicion precisa de los genes
que controlan la biosintesis de compuestos volatiles de las plantas, es posible alterar las sefiales

que atraen a los insectos. Por ejemplo, Lu ef al. (2018) han logrado inactivar el gen CYP71A41
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utilizando CRISPR/Cas9, el cual codifica una enzima responsable de la biosintesis de
serotonina. Esta modificacion genética ha demostrado conferir resistencia al arroz frente a

plagas como los saltamontes pardos y los barrenadores del tallo (Karmakar et al., 2022).

8.2 Mejora de la calidad nutricional
La modificacion de las vias biosintéticas mediante CRISPR, puede conducir a una adicién de

valores nutricionales o a una eliminacion de elementos perjudiciales, lo que conlleva a una
mejora de la calidad nutricional. Existen varios estudios acerca de la deleccion de genes que
codifican para enzimas que catalizan la via de la sintesis del 4cido fitico en el maiz. El 4cido
fitico esta relacionado con problemas con la digestion y el medio ambiente (Chaudhary et al.,
2022). Sin duda, CRISPR/Cas9 ha demostrado ser una valiosa herramienta para abordar la
presencia de componentes alergénicos en diferentes alimentos. Por ejemplo, Biswas et al.
(2022) utilizar6n esta tecnologia para eliminar la proteina alergénica Ara h2 en cacahuetes.
Asimismo, se han obtenido cultivos con una menor acumulacion de micronutrientes toxicos,
como la reduccion del cadmio en el arroz mediante la desactivacion del gen transportador de
metales OsNramp35, empleando CRISPR/Cas9 realizada por el equipo de Songmei ef al. (2019)
(Adeyinka et al., 2023).

El trigo y sus derivados son una fuente alimentaria fundamental a nivel mundial. No obstante,
en los Ultimos afios se ha observado un incremento en los trastornos asociados al consumo de
trigo, como la celiaquia causada por las proteinas de gluten del mismo. Las a-gliadinas son una
de las principales familia de proteinas causantes del desarrollo de esta enfermedad. Se han
desarrollado lineas de trigo no transgénicas mediante CRISPR/Cas9 para conseguir un trigo con
bajo contenido en gluten. Para lograr este objetivo, se disefiaron dos sgRNAs dirigidos a las
regiones conservadas adyacente a la secuencia codificante del epitopo inmunodominante. Se

logro reducir la inmunoreactividad un 85% (Sanchez-Leon et al., 2018).

Otro ejemplo destacado de mejora en la mejora de la calidad nutricional de los cultivos es la
obtencion de tomates con una mayor produccion de acido y-aminobutirico (GABA). Los
tomates naturalmente poseen un contenido elevado de GABA en comparacion con otras frutas
y hortalizas. En los humanos, este acido actua como uninhibidor de neurotransmisores,
disminuye la presion arterial en pacientes hipertensos, reduce el estrés y disminuye el insomnio.
Para incrementar los niveles de GABA en los tomates, Nonaka ef al. (2017) emplearon la
técnica CRISPR/Cas9 para introducir un codén de parada prematuro en el gen GAD3, el cual
esta involucrado en la biosintesis de GABA. Al eliminar la regién C-terminal del gen, que

contiene un dominio autoinhibidor que limita la producciéon de GABA, lograron obtener
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tomates con niveles de GABA hasta 15 veces superiores a los de los tomates silvestres durante
la etapa de madurez. Ademas, no se observaron efectos negativos en la floracién ni en el

rendimiento de los tomates modificados (Gramazio et al., 2020).

En los paises en desarrollo, es comun encontrar deficiencias de micronutrientes, y se estima que
el 45% de la mortalidad infantil est4 relacionada con la desnutricion. Los carotenoides son
nutrientes esenciales para los humanos. Mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, Ibrahim et al.
(2022) introdujeron un casette de biosintesis de carotenoides en una region gendmica segura
del arroz (areas donde interrumpir el genoma no produce efectos indeseables), produciendo un
arroz con una alta concentracion en carotenoides, sin presentar efectos indeseables. Ademas, se
ha consiguido aumentar la cantidad de zinc en algunos alimentos, como en el trigo, mediante
una disrupcion del gen codificante para la enzima inositol pentakisfosfato 2-quinasa 1,
reduciendo la cantidad de 4cido fitico y aumentando por tanto la cantidad de zinc y hierro
(Adeyinka et al., 2023). Unas mil millones de personas sufren deficit en vitamina D que puede
conducir a debilitar los huesos, aumentar el riesgo a enfermedades cronicas, reducir la funcion
muscular y aumentar la susceptibilidad a infecciones. La mayor parte de vitamina D se obtiene
de fuentes animales, ya que los vegetales son pobres en este nutriente crucial. En las plantas, la
vitamina D se transforma en sustancias que regulan el crecimiento, por lo que si se bloquea esta
via para acumular vitamina D se obtendrian plantas atrofiadas. Sin embargo, en las solanaceas
existe una ruta paralela que transfroma la provitamina D3 en compuestos defensivos. Mediante
edicion genética se bloqued esta via, lo que provocd una acumulacion del precursor de la
vitamina D sin originar un crecimiento andmalo de la planta; pero hasta que no se cultiven fuera
del laboratorio, se desconoce si el bloqueo de produccioén de estos compuestos defensivos,
provocard inconvenientes para manejar el estrés ambiental. La provitamina D3 puede

convertirse en vitamina D3 cuando se expone a la luz ultravioleta (Ledford, 2022).

9. REGULACION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El futuro de la tecnologia CRISPR depende de establecer un marco regulatorio claro y global
para los cultivos. Gracias a CRISPR/Cas se ha entrado en una nueva era de cultivos
personalizados. Pero existe un gran debate sobre como regular estos organismos, cuales seran
sus impactos y como difieren de los organimos geneticamente modificados (OMG) (Ahmad et

al., 2021).
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Es importante destacar que existen diferencias entre los transgénicos y los organismos
geneticamente modificados. El término OMG se utiliza para referirse a cualquier organismo
cuyo material genético ha sido alterado de manera artificial mediante técnicas modernas de
ingenieria genética. Por otro lado, los organismos trangénicos se han modificado mediante la
introduccién de material genético de otra especie. Todos los transgénicos son OMG pero no
todos los OMG son transgénicos. La regulacion de los OMG se rige bajo el Protocolo de
Cartagena sobre la Bioseguridad, el cual se basa en un principio de precauciéon y tiene como
objetivo promover la seguridad en la transferencia, manipulacion y uso de los organismos
modificados mediante la biotecnologia moderna. Este protocolo es parte del Convenio sobre la
Diversidad Biologica de las Naciones Unidas que busca conservar la diversidad biologica y

promover un uso sostenible de los recursos genéticos (Greenwood et al., 2023).

La tecnologia CRISPR goza de una mayor aceptacion social y publica en comparacion con los
cultivos transgénicos, debido a que los organismos editados mediante CRISPR no
necesariamente contienen material genético extrafio y algunas modificaciones podrian ocurrir
de manera natural y por ello no se considerarian organismos geneticamente modificados. Sin
embargo, aunque algunos organismos carezcan de transgenes, los oponentes consideran que son
cultivos desarrollados por tecnologias de edicion genética y por ello las diferencias con los

OMG continuan devatiendose (Ahmad ef al., 2021).

Al igual que con los OMG, el panorama regulatorio global de los CRISPR es irregular. Suelen
existir dos interpretaciones, una de ellas basada en el proceso utilizado para generar el producto
y la otra en la naturaleza del propio producto resultante (Tabla 2). En Europa y en Nueva
Zelanda los organismos modificados con CRISPR son considerados como OMG y por ello
estan sometidos a sus regulaciones pese a los protestas de multiples cientificos de que deberian
de ser tratados como organismos obtenidos mediante mejora convencional o otras regulaciones
especificas(Zhang et al., 2020). Otros paises como Estados Unidos, Argentina y Brasil no
regulan las plantas editadas con CRISPR sino se pueden distinguir de mutaciones naturales ni

si carecen de elementos transgénicos en el producto final (Ahmad et al., 2021).

Tabla 2. Politicas reguladoras para la edicion genética vegetal de diferentes paises (Zhang et al., 2020).

PAIS ORGANISMO | POLITICA CRITERIO
UNION EUROPEA | EFSA OMG Proceso utilizado
ESTADOS USDA- APHIS No-OMG Naturaleza del producto
UNIDOS
CANADA CFIA - Naturaleza del producto
ARGENTINA CONABIA No OMG,; si el producto final resulté no ser un transgénico; | Naturaleza del producto
OMG, Si el producto final es transgénico.
AUSTRALIA OGTR No OMG, si el producto final resulté no ser un -
transgénico; OMG, si el producto final es transgénico.
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CHINA - OMG, si al final el producto es transgénico. Caso por caso
NUEVA ZELANDA EPA OMG Proceso utilizado
JAPON Ministerio de medio No OMG, si el producto final resulto no ser un transgénico; | -

ambiente OMG, si el producto final es transgénico.
BRASIL CTNBio No OMG, si el producto final result6 no ser un transgénico. Caso por caso
SUECIA SBA Exento de OMG, si el DNA extrafio no esté integrado. Caso por caso
FRANCIA HCB Exento de OMG, si se elimina el gen exdgeno; OMG, si el Naturaleza del producto

gen exogeno no se elimina.

CHILE Division de Exento de OMG, si falta una nueva combinacion de Caso por caso

Proteccion Forestal y | material genético; OMG, si la nueva combinacion del

Agropecuaria de la material genético ha ocurrido.

SAG

En este sentido, el pasado 5 de julio la Comision Europea ha propuesto revisar las normas a
cerca de los OMG con el objetivo de flexibilizar las reestricciones aplicadas a las plantas
obtenidas con la nuevas tecnologias de edicion genética entre las que se encuentra
CRISPR/Cas9. El objetivo es brindar a los agricultores cultivos mas resistentes, reducir el uso
de pesticidas quimicos y ofrecer alimentos mas nutritivos a los consumidores (European

Comission, 2023).

La propuesta presenta una clasificacion en dos categorias para las plantas generadas mediante
nuevas técnicas gendmicas (NGT). Las NGT no existian cuando se adopt6 la legislacion sobre
los OMG en la UE en 2001. En la primera categoria se incluirian aquellas plantas que podrian
surgir de manera natural o por reproduccion convencional, las cuales estarian exentas de la
legislaciéon sobre OMG y no requeririan etiquetado, ya que no presentan riesgos nuevos
especificos. Sin embargo, se establece un limite de hasta 20 modificaciones genéticas para estas
plantas. Por otro lado, las plantas que no cumplan con estas condiciones seran consideradas
OMG vy estardn sujetas sus evaluaciones y requisitos de aprobacion, aunque se propone un
proceso mas agil para su aprobacion. Por lo tanto, la propuesta solo involucra a organismos
obtenidos mediante mutagénesis dirigida y cisgénesis. La mutagénesis, implica mutaciones en
el genoma sin la insercion de material genético extrafio, y la cisgénesis, que implica la insercion
de material genético de un organismo compatible sexualmente. Sin embargo, no se incluyen los
vegetales obtenidos mediante técnicas de transgénesis, donde se introduce material genético de

una especie no compatible (European Comission, 2023).

La propuesta legislativa se basd en consultas a organismos cientificos y en la evaluacion de
investigaciones cientificas, incluyendo la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
y el Centro Comun de Investigacion (JRC). Para que la propuesta entre en vigencia, debe ser
aprobada tanto por el Parlamento Europeo como por los gobiernos de los paises de la Union

Europea. La propuesta ha recibido respaldo de empresas biotecnologicas, como Bayer. Sin
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embargo, también ha generado criticas por parte de activistas y otros grupos que se oponen a la

flexibilizacion de las normas (European Comission, 2023).

En resumen, existen dos perspectivas futuras acerca de la regulacion de organismos
modificados mediante CRISPR/Cas9 en la Union Europea. La primera de ellas, que ofrece el
futuro mas prometedor, con la aprobacion de la propuesta legislativa anterior. El segundo futuro
posible es un futuro por defecto y las plantas editadas mediante CRISPR se enfrentarian a una
legislacion cuyos cimientos datan del 1990. En este caso, las plantas seguirian estando
legisladas bajo las leyes de los OMG. La peticion legislativa no tendria éxito y se les aplicaria
el mismo estatus que a las plantas transgénicas, sin importar el método que se utilice para
obtenerlas. Este escenario seria una consecuencia desafortunada de la falta de consenso entre
los Estados miembros y la incapacidad de adoptar una nueva legislacion especifica (Escajedo

San-Epifanio ef al., 2023) .

La flexibilizacion de las reglas para los organismos editados con CRISPR permitiria aprovechar
plenamente el potencial de esta tecnologia en la mejora de cultivos y la produccion de alimentos
mas sostenibles. Al eliminar restricciones innecesarias, se facilitaria la investigacion y la
implementacion de mejoras genéticas en los cultivos, acelerando el desarrollo de variedades
resistentes y nutritivas. Esto fomentaria la innovacion y la competitividad en el sector agricola,
generando beneficios econdmicos y sociales a largo plazo. Es importante destacar que CRISPR
no implica los mismos riesgos que los cultivos transgénicos tradicionales ya que en algunos
casos no implica la introduccion de genes de especies diferentes, sino que se basa en la
modificacion precisa de los genes existentes y, por lo tanto, no deberia estar sujeto a una
regulacion tan estricta. En resumen, una mayor flexibilizacion en las reglas promoveria la
seguridad alimentaria, la sostenibilidad agricola y la salud humana a través de la aplicacion de

esta tecnologia.

10. CONCLUSIONES

En este Trabajo Fin de Grado se ha adquirido un profundo entendimiento de los componentes
y mecanismos de la tecnologia de edicion génica en plantas CRISPR/Cas. Las conclusiones a

las que se ha llegado son las siguientes:

1- La tecnologia CRISPR/Cas supone una revolucion tecnologica en cuanto a la mejora
genética megetal. Sin embargo, el principal cuello de botella es la entrega del material

de edicion a las células vegetales, especialmente en estrategias HDR.
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2.

11.

La revision exhaustiva de articulos cientificos recientes, ha desmotrado la eficiencia del
uso de CRISPR, para generar plantas resistentes a estrés bidtico y con un mayor valor
nutricional. Estas plantas modificadas permiten aumentar la produccidn agricola en una
misma superficie y reducir los costes asociados.

La legislacion vigente en la Union Europea y en otros paises sobre el uso de OMGs
vegetales obtenidos mediante nuevas tecnologias, incluyendo CRISPR/Cas, ha revelado
la dificultad de la aplicacion fuera del laboratorio de las mismas. Sin embargo, en los
ultimas dias ha surgido una nueva propuesta que exluye de la legislacion de OMGs, a

aquellos que podrian surgir de manera natural o por reproduccién convencional.
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