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RESUMEN

La domesticacion de plantas es un proceso que se ha llevado a cabo por el hombre desde la
existencia del sedentarismo. Desde hace miles de afios, los hombres han cultivado las plantas
que se encontraban en la naturaleza con el objetivo de obtener plantas con caracteristicas
mejores que aportasen un beneficio para su comunidad. En las Gltimas décadas, con el aumento
descontrolado de la poblacion y la limitacion de recursos como consecuencia de la crisis
climatica, la necesidad de cambiar la manera de obtener cultivos rentables es inminente. La
aparicion de la domesticacion de novo y el desarrollo de las tecnologias de ingenieria genética
ofrecen nuevas alternativas a los métodos de cultivo convencionales. El objetivo de este Trabajo
de Fin de Grado es estudiar las diferentes estrategias que ofrecen un nuevo enfoque para
acelerar el proceso de domesticacion de plantas silvestres y obtener cultivos mas rentables en
un menor intervalo de tiempo, desde la manipulacion de las condiciones ambientales hasta la
edicion del genoma mediante CRISPR-Cas, pudiendo desarrollar no solo nuevos cultivos hasta
ahora sin explotar, como es el caso de los cultivos huérfanos, sino también nuevas estrategias
de domesticacion desde cero de especies ya cultivadas, acortando los tiempos de generacion en
mas de la mitad. Sin embargo, la aprobacion publica sigue siendo un obstaculo para el completo
desarrollo de estas tecnologias.

Palabras clave: CRISPR-Cas, cultivos huérfanos, domesticacion de novo, edicion génica,
mejora rapida, QTLs.

ABSTRACT

Plant domestication is a process that has been carried out by men since the existence of
sedentarism. For thousands of years, humans have been cultivating plants found in nature with
the aim of obtaining plants with better characteristics that would provide a benefit to their
community. In recent decades, with the uncontrolled increase in population and the limitation
of resources because of the climate crisis, the need to change the way of obtaining profitable
crops is imminent. The emergence of de novo domestication and the development of genetic
engineering technologies offer new alternatives to conventional breeding methods. The aim of
this Final Degree Project is to study the different strategies that offer a new approach to
accelerate the domestication process of wild plants and obtain more profitable crops in a shorter
period of time, from the manipulation of environmental conditions to genome editing using
CRISPR-Cas, being able to develop not only new crops so far unexploited, as is the case of
orphan crops, but also new strategies for domestication from scratch of already cultivated
species, shortening generation times by more than half. However, public approval remains an
obstacle to the full development of these technologies.

Key words: CRISPR-Cas, orphan crops, de novo domestication, gene editing, speed breeding,
QTLs.
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1. Introduccion

La poblacién mundial esta en continuo crecimiento, aumentando el nimero de personas
exponencialmente hasta el punto en que se prevé alcanzar los 10 000 millones en 2050.
A raiz de este problema se plantea un objetivo importante: la necesidad de aumentar la
produccion de los cultivos de alimentos al menos un 60 % para poder abastecer a la
poblacion (Yadav et al., 2023). A este problema se le suma la disminucion de diversidad
genética como consecuencia de la seleccion intensiva y monocultivo de las plantas (Yuy

Li, 2022) y la escasez de recursos naturales cada vez mas agravada.

La domesticacion de plantas es un proceso de seleccion artificial cuyo objetivo es crear
una nueva forma de planta modificada partiendo de una especie silvestre, que presente
caracteristicas beneficiosas para las personas (Doebley efal., 2006). Esta seleccion
también ocurre en la naturaleza, independientemente de los humanos, por ejemplo,
cuando una planta no es capaz de superar las condiciones ambientales a las que queda
sometida. Al conjunto de rasgos comunes que diferencian a las plantas domesticadas de
sus silvestres en la mayoria de los cultivos se les conoce con el nombre de “sindrome de

domesticacion” (Figura 1) (Doebley et al., 2006).

Estos rasgos son consecuencia de la seleccion sistematica por parte del hombre, que a
menudo genera demandas similares en los cultivos con el objetivo de maximizar el
rendimiento. De este modo, la mayoria de las plantas cultivadas presentan, por ejemplo,
los frutos o granos mas grandes que en su pariente silvestre y en menor nimero, pérdida
de la dispersion natural de sus semillas (lo cual facilita la recoleccion por parte del
hombre) o son plantas mas robustas como resultado del crecimiento determinado que
prioriza la dominancia apical (el crecimiento de los tallos laterales disminuye) (Lenser y
TheiBlen, 2013). También se aprecian cambios fisioldgicos, como la pérdida de latencia
de las semillas o la disminucion de amargura en las estructuras comestibles (Doebley

et al., 2006).

Una parte de estos cambios fenotipicos, a pesar de depender de cambios genéticos, son
inducidos por el contexto ambiental. Esto quiere decir que, algunas especies, cuando se
dejan crecer de nuevo en la naturaleza, pueden recuperar facilmente su fenotipo silvestre
(Denham et al., 2020). Este es el caso de cultivos como la zanahoria o la lechuga, que no
se han modificado drasticamente y, en condiciones salvajes, son capaces de revertir a su

forma silvestre o convertirse en malas hierbas (Doebley et al., 2006).
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Figura 1. Ejemplos de rasgos fenotipicos que forman parte del sindrome de domesticacion. (Lenser y
Theillen, 2013).

Hace diez mil afios, los seres humanos dejaron el modelo de vida nomada para empezar
a criar animales y cultivar y recolectar sus propias cosechas, de este modo, durante miles
de afios los pueblos han seleccionado los cultivos mas prometedores para explotar estas
plantas en su propio beneficio. Gracias a este proceso, cientos de plantas silvestres se
convirtieron en cultivos domesticados, incluidos los cultivos mas productivos de la

actualidad: trigo, maiz y arroz (Doebley et al., 2006).

De esta manera, intuitivamente, los primeros agricultores seleccionaban aquellas plantas
que destacaban por sus caracteristicas beneficiosas (por ejemplo, un mayor rendimiento
de sus cultivos o un fruto mas grande), las protegian y repetian este proceso con sus

descendientes.

Este proceso se repitid durante afios, resultando en la acumulacion de mutaciones
beneficiosas que confirieron a las especies caracteristicas mejoradas. Algunos de estos
cambios aleatorios en el genoma se han asociado a los procesos de domesticacion,
surgiendo un nuevo concepto: genes de domesticacion; los cuales fueron definidos por
Osterberg et al. (2017) como aquellos que tienen un efecto notable en el fenotipo asociado
a la mejora de la especie, teniendo un papel importante en el proceso de domesticacion.
Este proceso debe adaptarse a la especie que se cultiva, siendo complicado en algunas

especies la delimitacion de la domesticacion. Fundamentalmente se pueden llevar a cabo



dos rutas de especiacion de una planta, como ocurri6 en la familia Brassicaceae (Figura
2): la seleccion del desarrollo de una parte de la planta o el desarrollo de alopoliploidia
mediante la hibridacion con otra especie (Fernie y Yan, 2019).
col o
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Figura 2. Esquema de la domesticacion de la familia Brassicaceae a partir de B. oleracea; mediante:

seleccion (A) de flores (brocoli), de yemas terminales (col) y de tallo (colinabo); y alopoliploidia (B),

donde la hibridacion con la col china (B. campestris) resulta en el nabo (B. napus). Figura creada con
Biorender, basada en Fernie y Yan (2019).

Una vez seleccionados aquellos ejemplares que tienen propiedades ventajosas para su
explotacion, se procede a su mejora, de manera que se obtienen variedades llamadas
“elite”, procedentes de esas especies autoctonas primitivas (Yu y Li, 2022), que se

explotan como monocultivo.

A mediados del siglo XX los objetivos del fitomejoramiento cambiaron y se tuvieron que
adaptar a las nuevas tecnologias agricolas: nuevos sistemas de riego, maquinaria
especializada o el uso de fertilizantes y pesticidas. Por estas razones ocurrid la primera
Revolucion Verde (Figura 3), que actualizo el sistema agricola mundial y cred nuevas
variedades de trigo y arroz semienanas capaces de resistir los fertilizantes y con mayor
rendimiento de cosecha. Esta revolucion aumento la produccion agricola un 250 % a nivel
mundial (Yu y Li, 2022) y dio comienzo a la agricultura de alta intensidad. Sin embargo,

este modelo de alto rendimiento también tiene un alto consumo de energia.



Esta agricultura intensiva plantea varios problemas a largo plazo, como el agotamiento
de los recursos y la pérdida de diversidad de las especies cultivadas, ademas de que los
cultivos se volvieron mas susceptibles al estrés climatico (Razzaq et al., 2021). Por esta
razon aparece la necesidad de una segunda ola de Revolucion Verde, enfocada en crear
nuevas variantes domesticadas que aumenten la diversidad genética (domesticacion de
novo) y den una agricultura mas sostenible y respetuosa con el medio ambiente (Fernie y

Yan, 2019).

En esta segunda Revolucion Verde aparece la domesticacion de novo, la cual permite
conseguir nuevas especies domesticadas a partir de la seleccion de rasgos agronomos
favorables conocidos de una planta de cultivo y su introduccion mediante herramientas
genéticas en la planta silvestre que se quiere mejorar, obteniendo una nueva especie que
conserva su diversidad genética y presenta los rasgos “élite” que la hacen una opcion de
cultivo mejorada. Este proceso es mas eficaz y rapido que la domesticacion tradicional,
porque se basa en el conocimiento e identificacion de aquellos genes de domesticacion
responsables de los rasgos deseados. Sin embargo, el rendimiento y coste de este proceso
estan limitados por lo que se debe dar prioridad a genes relativos al punto de vista

agrénomo (Yuy Li, 2022).

Con los avances de la tecnologia de ingenieria genética, se plantea una nueva estrategia
de domesticacion vegetal que permite la posibilidad de crear nuevos cultivos hasta ahora
imposibles de desarrollar; por ejemplo, plantas fijadoras de nitrogeno o nuevas especies

perennes con un alto desarrollo de sus raices (Dsterberg et al., 2017).

La aparicion de las técnicas de edicion genética permite el desarrollo de una tercera
Revolucion Verde, actual, que hace posible integrar en el genoma vegetal fragmentos de
DNA exdgeno, ya sea de otro individuo, especie o género, que presenta una caracteristica
que en el cultivo seria muy ventajosa. También es posible, mediante estas técnicas,
reproducir en el cultivo una mutacién que se dio en la especie y que fue crucial en su

proceso de domesticacion (QDsterberg et al., 2017).
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Figura 3. Linea del tiempo de la evolucion de la domesticacion a lo largo de la historia; domesticacion
tradicional del maiz (1), produccioén de especies semienanas de trigo (2), desarrollo de cultivos de tomate
resistentes al invierno (3), edicion genética de nuevos cultivos (4). Figura creada con Biorender basada en

Fernie y Yan (2019).

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es resumir el conocimiento relativo al proceso de
domesticacion de plantas, el uso de técnicas de edicion genética para este fin, con el
objetivo de superar las limitaciones a las que se enfrenta actualmente la industria agricola
mundial, como la limitacion de recursos o el aumento desproporcionado de la poblacion.
Para poder plantear una posible alternativa a los modelos de domesticacion convencional

€s necesario:

1. Comprender los conceptos fundamentales relativos al proceso de domesticacion
y sus avances en las ultimas décadas, estudiar el proceso de edicion del genoma y
su aplicacion en la domesticacion de plantas.

2. Revisar estudios que han llevado a cabo la domesticacion en especies vegetales

mediante edicion genética.

3. Materiales y métodos

Para llevar a cabo este trabajo de fin de grado (TFG) se realizd una busqueda
bibliografica, empleando la base de datos PubMed, Web Of Science y la editorial Elsevier.

Para concretar la informacion se acort6 la biisqueda utilizando como palabras clave “crop



breeding”, “speed breeding”, “gene editing” y “de novo domestication”, ya que la

busqueda se realizé mayoritariamente en inglés. No se empled ningtn filtro de fecha para

escoger los articulos, ya que el tema tratado en el trabajo es de notable actualidad y los

estudios son bastante recientes, aun asi, se ha intentado escoger la informacién mas

actualizada.

Como gestor bibliografico se ha utilizado la aplicacion Mendeley para el citado de

articulos y la elaboracion de la bibliografia, con la extension compatible con el editor de

texto Microsoft Word.

4. Domesticacion de novo

La domesticaciéon de novo es un concepto que
se ha desarrollado rapidamente en los ultimos
afios, y que ofrece nuevas alternativas a las rutas
de domesticacion explotadas hasta ahora (Yu'y
Li, 2022), adaptandose a las necesidades mas
recientes. En el ano 2013, Shang y Li
propusieron la idea de que el conocimiento
disponible sobre los cultivos domesticados de
cereales podria aplicarse para acelerar la mejora
de otras especies silvestres (Zhang et al.,
2023b), asi como permitir la redomesticacion
de cultivos élite a partir de sus ancestros (Figura
4). El objetivo principal de esta estrategia es
reunir rasgos perdidos y deseables (evitando la
pérdida de diversidad genética) con otras
caracteristicas agrondmicas valiosas y con

potencial de rendimiento (Zs6gon et al., 2018).

Figura 4. Esquema del proceso de domesticacion de
novo. (Zhang et al., 2023b)
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Esto se lleva a cabo domesticando de nuevo las plantas de las que provienen estos

cultivos, recuperando alelos valiosos que se perdieron en el proceso convencional. Por

ejemplo, las plantas silvestres suelen presentar una mayor tolerancia al estrés. Debido a

la escasa diversidad genética en las especies cultivados y a la compleja regulacion de las



respuestas al estrés, es dificil introducir esta caracteristica en los cultivos, por lo que se
opta por domesticar directamente esta planta de nuevo. Un ejemplo de este proceso es el
antecedente silvestre del tomate, Solanum pimpinellifolium, que tiene una resistencia
natural al estrés salino, ademas de a algunas enfermedades bacterianas (Zhang et al.,
2023b). Zsogon et al. (2018) identificaron al menos seis loci clave para la domesticacion
del cultivo, relativos al tamafio del fruto, forma, calidad nutricional, etc; y, mediante
edicion genética, los modificaron para conseguir la mejora del fruto conservando la

tolerancia natural de la planta silvestre.

Otra razén importante para redomesticar un cultivo es la pérdida de disponibilidad de
metabolitos secundarios. En el caso de las legumbres, la domesticacion a lo largo de los
afios ha permitido la seleccion de algunos metabolitos secundarios involuntariamente,
debido a la proximidad de sus genes con otros responsables de nutrientes principales o un
mayor rendimiento, o el papel de la composicion de algunos metabolitos en la mejora del
cultivo (Ku et al., 2020). Sin embargo, la reducciéon de metabolitos secundarios es
evidente, ligada a la disminucion de biodiversidad de los cultivos. Recuperar y mantener
la biodiversidad de las legumbres es una tarea importante ya que suponen un gran
potencial como fuentes de compuestos activos para uso farmacéutico, ademds de su
importancia nutricional. De esta manera, es posible el uso de legumbres silvestres en

programas de mejora o ingenieria metabolica para aprovechar los beneficios que ofrecen

(Ku et al., 2020).

4.1.Domesticacion de novo: ingenieria genética

El desarrollo de la domesticacion de novo ha evolucionado rdpidamente gracias a la
aparicion y avance de técnicas de ingenieria genética, culminando en la edicion del

genoma, como se puede ver en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema de los diferentes tipos de via de domesticacion por cruzamiento, mutacion,
transgénesis o edicion genética. (Chen ef al., 2019)

Una de las vias mas utilizadas en estas estrategias es el silenciamiento génico, con el cual
se obtienen plantas llamadas knock-out, es decir, con la expresion de un gen
completamente anulada, o plantas knock-down, donde la expresion del gen solo se ve
reducida (el silenciamiento génico es parcial). Este silenciamiento puede darse previo a
la transcripcion, es decir, en la secuencia DNA del gen objetivo; o postranscripcional

(PTGS). La ultima opcién es la més eficaz y, por tanto, la que se utiliza mayormente.

El PTGS aprovecha el mecanismo del RNA de interferencia (siRNA), que son pequefios
fragmentos de pocas pares de bases procedentes del corte de moléculas de RNA
mensajero (mRNA) de doble cadena (dsRNA), formadas por la RNA polimerasa 11 y
complementarias al RNA molde. Estos fragmentos son resultantes de la accion de una
enzima endonucleasa especifica de dSRNA (Quifiones ef al., 2007), denominada DICER-
like en el caso de las plantas. Estas pequenas secuencias de nucleotidos seran reconocidas
por un complejo proteico, como se puede ver en el esquema de la Figura 6, denominado
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), el cual degradard cualquier
mRNA que pueda unirse complementariamente a los siRNA que reconoce, silenciando

esta parte del genoma (Barrientos ef al., 2021).
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Figura 6. Sistema DICER-RISC — Mecanismo molecular de silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS) de genoma viral en respuesta a una infeccion virica; siendo RDR la RNA-polimerasa RNA-
dependiente, DCL4 -1a endonucleasa DICER-like- y AGO -la proteina argonauta que se asocia al
complejo RISC- (Barrientos et al., 2021).

Este sistema DICER-RISC se aprovecha en ingenieria genética ya que se ha demostrado
que se puede activar este mecanismo natural de defensa aumentando los niveles de mRNA
de un gen de interés por encima de un umbral o introduciendo directamente secuencias

siRNA del gen que se quiere silenciar.

Un ejemplo de esta estrategia se llevd a cabo en el proceso de mejora de la calidad de
aceite en semillas de la planta de mostaza silvestre (Lepidum campestre). Esta planta
silvestre tiene rasgos agrondmicos muy interesantes, lo que la convierte en una buena
candidata de domesticacién para obtener una nueva semilla oleaginosa. Para que su
cultivo sea econdmicamente rentable se ha modificado la composicion de aceite de su
semilla, a través del silenciamiento de secuencias de siRNA de los genes fad? y fael,
responsables de la biosintesis de acidos grasos. De esta manera se ha aumentado el
contenido de acido oleico de 11 al 80 %, resultando en un cultivo mucho mas rentable y

apto para la industria alimentaria (Ivarson ef al., 2016).

Otro ejemplo exitoso de PTGS con RNA interferente es la inhibicion de la expresion del
gen que codifica para la proteina de la capside del virus del encrespamiento amarillo de
la hoja del tomate (TYLCV), donde las plantas de Nicotiana benthamiana tratadas
presentaban una ausencia de sintomas tipicos de la enfermedad del geminivirus

(Quifiones et al., 2007).

Un mecanismo de silenciamiento genético alternativo es el uso de RNAs antisentido,
complementario al mRNA objetivo, por ejemplo, un RNA viral. Cuando estas moléculas

interaccionan y forman un complejo, este es degradado impidiendo la expresion del



genoma viral. Esta ruta se ha empleado en plantas de N. benthamiana para el desarrollo

de resistencia al virus del mosaico dorado del tomate (TGMV) (Quinones et al., 2007).

Otra estrategia aplicada en ingenieria genética es la mutagénesis aleatoria, a través de la
cual se consigue mimetizar la domesticacion en genes objetivo (Fernie y Yan, 2019). Un
ejemplo de esta aplicacion es la domesticacion de una especie de hierba australiana
similar al arroz (Microlaena stipoides), con un gran potencial como nuevo cultivo de
cereales. Como gran parte de los cultivos en Australia, estas plantas han evolucionado
independientemente de otros ambientes mundiales, lo que ofrece una nueva reserva
genética de partida para el desarrollo de nuevos cultivos. En este estudio se llevo a cabo
una mutagénesis quimica que, basdndose en los conocimientos del arroz cultivado —
Oryza sativa (con el que comparte un ancestro comun), permitié la mejora en el tamano

y rendimiento del grano de M. stipoides (Shapter et al., 2013).

4.2.Domesticacion de cultivos huérfanos

Los cultivos huérfanos son especies cultivadas “infrautilizadas” (Yaqoob et al., 2023) con
caracteristicas nutritivas importantes y adaptadas al cultivo, sin embargo, no lo
suficientemente rentables para ser aptas para la agricultura intensiva. Su valor econémico
mundial es limitado, lo que hace que la investigacion respecto a sus caracteristicas sea
escasa, sin embargo, a nivel local tienen una importancia elevada, debido principalmente
a sus caracteristicas nutritivas y de adaptacion a las condiciones ambientales de la zona.
Incluyen principalmente cereales, tubérculos y leguminosas, teniendo una gran
importancia en la seguridad nutricional de las comunidades en las que se encuentran

(Chiurugwi et al., 2019).

Ademas de sus propiedades nutritivas suelen presentar caracteristicas ventajosas para el
cultivo, como resistencia al estrés o alta eficiencia fotosintética. Es por ello que, en los
ultimos afios, se ha secuenciado el genoma de varios de estos cultivos y sus parientes
silvestres, con el objetivo de obtener informacion sobre genes ortdlogos y posibles vias
de domesticacion (Yaqoob et al., 2023). Gracias a la secuenciacion de su genoma, es
posible entender la estructura y expresion de sus genes, sin embargo, su domesticacion se
encuentra algo limitada debido a la regulacion multigénica de muchos de sus rasgos de

cultivo (Yaqoob et al., 2023).

Ya se han hecho estudios de domesticacion de cultivos huérfanos utilizando técnicas de

edicion genética, donde se centran en la modificacion de genes cuyos ortdlogos en
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cultivos cercanos tienen un papel importante en los rasgos de domesticacion (Yaqoob
etal., 2023). Estos ensayos se llevan a cabo para identificar los mecanismos mas
eficientes para la domesticacion de las especies e identificar los objetivos genéticos
necesarios. Por ejemplo, con el enfoque CRISPR-Cas9 se han desarrollado métodos
eficientes de transformacion de cultivos huérfanos de Physalis pruinosa (cereza molida)
de la familia Solanaceae, editando genes ort6logos con un papel importante en la
domesticacion del tomate, de la misma familia (Lemmon et al., 2018). Caracteristicas
como el tamafio del fruto o la produccion de flores mejoraron la productividad del cultivo

(Yaqoob et al., 2023).

Como se puede ver en la Figura 7, diferentes mutaciones provocadas en genes ortdlogos
de diferentes especies de cereales ofrecen las mismas ventajas en los cultivos

domesticados.
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5. Speed breeding

La cria convencional de cultivos supone una serie de procedimientos, desde la seleccion
de los progenitores con rasgos deseables hasta el cultivo y seleccion de la progenie, que

requieren unos intervalos de tiempo muy amplios, llegando a cumplir las décadas. En el
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sistema mundial de demanda y consumo actual, estos tiempos son inabarcables, mas

teniendo en cuenta la limitacion de recursos y el aumento descontrolado de la poblacion.

La mejora rapida o speed breeding es un modelo de cultivo que permite acelerar el
proceso de cria de las especies domesticadas para que su cosecha sea mas eficaz y
productiva. Gracias a esta estrategia el tiempo de generacion de un cultivo disminuye
considerablemente, consiguiendo un mayor numero de generaciones del mismo cultivo
en un mismo periodo de tiempo, por ejemplo, en cultivos de garbanzo es posible
desarrollar 7 generaciones por afio (Wanga et al., 2021), siendo lo habitual un méximo de
3-4. Este método fue comprobado por primera vez en la especie Triticum aestivum de
trigo, estudiando la latencia del grano en condiciones ambientales controladas (Hickey

et al., 2009), lo que result6 en seis generaciones de cultivos en un solo afio.

En este modelo se logra avanzar a la proxima generacion de cria lo mas rapido posible
manipulando las condiciones ambientales en las que se cultivan los genotipos (Begna,
2022), ofreciendo también la posibilidad de obtener genotipos homocigotos y estables
rapidamente (Wanga et al., 2021). A diferencia de la tecnologia doble haploide, centrada
en la generacion de lineas homocigdticas, en este caso no se requiere de equipos
especializados en cultivo in vitro ya que se puede aplicar en una amplia gama de
germoplasma (Begna, 2022). Al modificar las condiciones ambientales de la cosecha se
alcanza una ventaja de cara a los agricultores cuyo objetivo es aumentar la productividad
de sus cultivos sin afectar a la diversidad de especies por el uso de productos quimicos o

fertilizantes (Sharma et al., 2023).

Watson et al. (2018) describieron tres protocolos de mejora acelerada, jugando con los
diferentes factores ambientales clave en la reproduccion convencional, con cdmaras de
crecimiento ambiental controlado, mejora en invernadero o salas de crecimiento caseras.
Los factores ambientales controlables con los que se manipulan estos cultivos son, por
ejemplo, las condiciones de fotoperiodo, temperatura, humedad del suelo o niveles de
nutrientes (Figura 8) (Wanga et al., 2021). En el caso de Watson et al. (2018) las
condiciones especificas eran similares en todos los casos: 22 horas de fotoperiodo, 70 %
de humedad, luz de alta intensidad y una temperatura de entre 22 y 17 °C (Pandey et al.,
2022).
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breeding. (Hickey et al., 2019).

5.1. Estrategias para acelerar el proceso de cultivo

La domesticacion combinada con speed breeding estd demostrada con éxito en plantas
poliploides como el platano o el cacahuete. En el caso del cacahuete (Arachis hypogaea),
O’Connor et al. (2013) determinaron en un estudio la viabilidad del enfoque de mejora
rapida en comparacion con el cultivo convencional (Begna, 2022), demostrando que el

tiempo de desarrollo de las generaciones se reduce considerablemente, de 42 a 17 meses

(Figura 9) (O’Connor ef al., 2013).
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Figura 9. Linea del tiempo comparando tres estrategias de mejora diferentes para alcanzar la generacion
F6. En verde el disefio de speed breeding y SSD (O’Connor et al., 2013).

En este estudio se combina el cultivo rdpido con otro sistema de cultivo: el método de
descendencia de semilla inica (SSD - single seed descent). SSD es un método de avance
de generacion rapida donde se obtienen generaciones en invernadero con tiempos de
reproduccion acelerados (Gudi et al., 2022). Solo se requiere de una semilla para avanzar
en cada generacion, y es habitual para facilitar el desarrollo de lineas homocigotas a través

de la endogamia (Watson et al., 2018), requiriendo menos espacio y mano de obra. La

13



variedad de arroz “Nipponbare” fue la primera variedad comercial creada por este método
(Gudi et al., 2022). El speed breeding puede aplicarse combinado con varios métodos de
seleccion, siendo los mas apropiados SSD, SPD (descendencia de una sola vaina - single
pod descent) y SPS (seleccion de una sola planta - single plant selection) (Wanga et al.,

2021).

Existen numerosas herramientas asistidas por gendmica que permiten la oportunidad de
mejorar el crecimiento y productividad de un cultivo mediante marcadores basados en
DNA seleccionando los mejores cruces en condiciones ambientales cambiantes (Rai,
2022). La seleccion asistida por marcadores (MAS — marker-assisted selection) es un
método muy utilizado para acelerar el proceso de mejora de cultivos de cereales, mediante
la seleccion de rasgos especificos del cultivo. Los datos fenotipicos necesarios para
identificar los marcadores moleculares especificos de la especie, como un gen de
resistencia a un patégeno en un cultivo de tomate (Arruabarrena et al., 2015), se adquieren
a través de tecnologias de secuenciacion de segunda generacion (NGS), lo cual supone
de momento un obstaculo en la aplicacion de esta herramienta de seleccion en muchas

especies (O’Connor et al., 2013).

La combinacién de estas técnicas ofrece una estrategia de mejora de cultivos por
retrocruzamiento ideal para incorporar un rasgo hereditario simple en un genotipo
(O’Connor et al., 2013). Sin embargo, a pesar de que el uso de estas técnicas es un
enfoque muy valioso para los programas de domesticacién convencionales, MAS y la
ingenieria genética, la mejora acelerada necesita un conjunto integrado de recursos y
habilidades que, en zonas del mundo poco desarrolladas, son inabarcables para los
gobiernos, lo que limita el uso de estas herramientas en el sector publico (Wanga et al.,
2021). La seleccion gendmica se ha demostrado recientemente que es capaz de superar
algunas limitaciones propuestas por MAS, teniendo en cuenta una gama mayor de
aspectos del cultivo, utilizando marcadores de todo el genoma (Begna, 2022), sin
embargo, sigue teniendo una aplicacion limitada debido a su elevado coste y las

dificultades que todavia plantea su aplicacion.

Este mecanismo de mejora acelerada es muy importante en proyectos de domesticacion
mediante ediciéon genética. La introducciéon de genes en un cultivo provoca ciertas
problematicas relacionadas con la naturaleza transgénica de la introduccion de un gen.
Una vez el transgén seleccionado es integrado en el genoma objetivo, es necesario

confirmar que la ubicacion de la integracion es la adecuada y evitar efectos de posicion.
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Para ello se llevan a cabo pruebas de progenie que identifiquen la ubicacion y los niveles
de expresion del nuevo gen, lo cual alarga considerablemente el desarrollo de los

cultivares élite en el tiempo (Gepts, 2002).

Un nuevo enfoque de speed breeding prometedor para acelerar la domesticacion de
plantas silvestres es la técnica “ExpressEdit” (Figura 10), donde se reduce el tiempo de
generacion de cultivos modificados genéticamente (Sharma et al., 2023). En este caso las
herramientas de edicion genética (el gen Cas9 y las secuencias de sgRNA — RNA guia
sintético) se introducen directamente en las células vegetales (semillas maduras, por
ejemplo), sin necesidad de regenerarlas en laboratorio. La descendencia se somete a una
seleccion directa para detectar las plantas que presentan un rasgo nuevo, con o sin el gen
Cas9. La progenie segregada se aisla para obtener el nuevo rasgo (Haroon et al., 2022), y
aquellas plantas que no contienen el gen de Cas9, pero presentan un nuevo rasgo de
interés también se seleccionan (Sharma et al., 2023). Por otro lado, aquellas que han
integrado el gen y contienen Cas9 se pueden someter a otros ciclos de edicion genética

(Haroon et al., 2022).
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Figura 10. Speed breeding combinado con edicion genética mediante CRISPR-Cas9 a través de
ExpressEdit, donde se acorta el tiempo de generacion del cultivo. (Haroon ef al., 2022)

Mediante técnicas de ingenieria genética también es posible modificar el tiempo de
cultivo de algunas especies silvestres para acelerar su tiempo de generacion. Un ejemplo

es el caso de los arboles frutales, donde se han llevado a cabo pruebas de mutaciones en
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genes relacionados con la floracion temprana. Al modificar genes como F7 en citricos o
LFY en manzana, se consigue reducir el periodo juvenil de los cultivos (de 7 a 2 afios en
el caso del castafio) ademds de acelerar la introgresion de rasgos de interés. Esta

aproximacion se conoce como “FastTrack” (Gudi ef al., 2022).

6. Edicion genética

La cria convencional y cria por mutaciones ofrecen una estrategia de domesticacion y
mejora de cultivos muy prometedora y hasta ahora eficaz, pero, teniendo en cuenta la
limitacion de los genes y alelos de las especies (Bhatta y Malla, 2020), estos enfoques no
son suficientes para cumplir con los objetivos del alto rendimiento, ya que necesitan
muchos afos para introducir los alelos de interés y la variabilidad de recombinacién

genética es muy reducida (Chen et al., 2019).

La cria transgénica, en la que se introduce material genético exdgeno que aporta nuevos
rasgos deseables en el cultivo élite, supone un nuevo enfoque que puede ayudar a superar
estas limitaciones, generando organismos transgénicos, aunque normalmente son cultivos
resistentes a insectos o herbicidas, ya que el repertorio de genes extrafios es limitado
(Zhang et al., 2021). Estos productos, ademas de suponer una alta inversion de tiempo y

dinero, no superan la aprobacion publica en algunos paises (Chen et al., 2019).

Todas estas estrategias, tras la aparicion de la edicion génica, quedan completamente
superadas en eficacia, ya que estas ultimas permiten modificar nicamente el DNA
deseado, siendo vias mucho mas definidas (Dheer et al., 2020). Las técnicas de edicion
genética consisten en localizar de forma precisa una secuencia especifica en un genoma
y alterar las secuencias objetivo con fines concretos (Zhang et al., 2021). Al ser una via
mas precisa, también evita el cambio de genes no objetivo, que pueden sufrir
silenciamiento o cambio de expresion como consecuencia de cambios aleatorios

inducidos (Zhang et al., 2021).

La primera aplicacion de esta orientacion se realizod en la planta de tabaco (Nicotiana
tabacum) en 1988 y con ella surgi6 el descubrimiento de las roturas de doble hebra (DSB),
concepto fundamental en el desarrollo de las técnicas utilizadas posteriormente (Chen
et al., 2019). El reconocimiento de las secuencias especificas en las que se inducen los
cortes se lleva a cabo por unas enzimas llamadas nucleasas dirigidas al sitio (SDN), que
permiten romper la doble cadena de la secuencia de DNA objetivo (Dheer et al., 2020) y

asi aumentar la precision de la modificacion del gen (Biswas ef al., 2021). Existen cuatro
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tipos de nucleasas SDN utilizadas actualmente: meganucleasas, nucleasas de dedos de
Zinc (ZFN), nucleasas activadoras de la transcripcion (TALEN) y nucleasas CRISPR (de
las siglas en inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats); en su

orden de descubrimiento (Zhang et al., 2021).

Estas nucleasas especificas del sitio cortan con precision la doble hebra del DNA
genoémico de loci especificos, desencadenando sistemas de reparacidon moleculares
especializados: unién de extremos no homologos (NHEJ: Non-homologous DNA end
Jjoining) y reparacion dirigida por homologia (HDR: Homology-directed repair) (Arora'y
Narula, 2017). En estas dos vias de reparacion se basan los mecanismos de edicion
genomica, pudiendo dar lugar a knock-out (eliminacion de un gen), mediante la via NHEJ,
o, mediante la via HDR, knock-in (insercion de un gen) o modificacion de este empleando
una secuencia “plantilla” para la reparacion (Hua et al., 2019). También se pueden
introducir varias roturas DSB simultaneamente, pudiendo desencadenar la reorganizacion

de regiones cromosomicas, inversiones y traslocaciones (Biswas et al., 2021).

6.1.Estrategias de domesticacion mediante ZFN

Las nucleasas de dedos de Zinc constituyen uno de los mecanismos de edicion genética
mas antiguos (Arora y Narula, 2017). Consisten en enzimas de restriccion artificiales,
disefiadas mediante la fusion de dominios de union al DNA especificos de secuencia
(ZFP; proteinas de dedo de Zinc) y un dominio de escision inespecifico de la
endonucleasa Fokl (Biswas et al., 2021). Esta enzima de restriccion Fokl es de tipo
homodimérica, lo que significa que para generar una rotura DBS necesita dimerizarse

(Razzaq et al., 2019), de manera que las nucleasas solo funcionan en pares funcionales.

Cada dominio de unidn al DNA es capaz de reconocer un codon especifico, sin embargo,
los dedos de zinc se encuentran en mayor numero (al menos tres), formando junto a Fokl
el dominio ZFN, es decir, cada ZFN es capaz de reconocer al menos 3 aminoécidos en
cada dimero. Esto significa que cada nucleasa ZFN puede reconocer una secuencia de

DNA especifica de entre 18 y 24 pares de bases (pb) (Arora y Narula, 2017).

Aunque esta tecnologia ha sido empleada exitosamente en estudios de Arabidopsis
thaliana, soja o maiz (Razzaq et al., 2019), ha quedado superada por otras técnicas
similares, ya que supone un lento desarrollo de las enzimas capaces de reconocer y cortar

la secuencia diana, tiene una baja especificidad (Biswas et al., 2021) y genera muchas

17



mutaciones off-target (aquellos cambios en la secuencia no deseados, que se dan fuera del

objetivo) (Arora y Narula, 2017).

6.2.Estrategias de domesticacion mediante TALEN

Las TALEN son otro ejemplo de nucleasas que sustituyeron a las ZFN, aunque su modo
de accion es similar. Su mecanismo se basa en segmentos largos de secuencias efectoras
similares a activadores de la transcripcion (TALE). Estas secuencias son naturales y se
pueden unir al dominio Fokl (similar a los dedos de Zinc). De esta manera surgen las
nucleasas, con un dominio de unién al DNA editable y un dominio de escision

inespecifico Fokl (Arora y Narula, 2017).

El método de accion se basa en la edicion de los nucledtidos repetidos de TALE necesarios
para el reconocimiento de la secuencia de DNA especifica, de manera que sean capaces
de reconocer la secuencia objetivo, y luego la asociacién con Fokl. Son capaces de
reconocer una secuencia de entre 12 y 21 pb (Razzaq et al., 2019). Como ya hemos
mencionado, la enzima de restriccion necesita dimerizar, por lo que las nucleasas TALEN
funcionan en pares. Cada dominio efector reconoce un par de nucleétidos de TALEN, lo
que hace esta estrategia mucho mas especifica respecto a la secuencia objetivo (Biswas

etal.,2021).

Las TALENs han demostrado ser una técnica eficaz para generar mutaciones no
homologas en diversos organismos (Arora y Narula, 2017), aunque siguen presentando
limitaciones respecto a otras estrategias, ya que se sigue necesitando el ensamblaje de

repeticiones en tandem para reconocer la secuencia objetivo (Razzaq et al., 2019).

En el &mbito del fitomejoramiento, se han conseguido resultados prometedores utilizando
las nucleasas TALEN, por ejemplo, confiriendo a cultivos de trigo resistencia a la
enfermedad del oidio, un patégeno fiingico, mediante el knock-out de tres genes MLO

(mildew-resistance locus) (Zhang et al., 2021).

18



(a) zFNs

(b) TALENs

TALEN_L

5’ GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTG 3’
3’ CGAAGACTGTGTTGACACAAGTGATCGTTGGAGTTTGTCT T CTACCACCTACAC 5

TALEN_R
RVD: NI HD NK NG |
P80 01
Base: A C G T |

Figura 11. Esquema del mecanismo de accion de las técnicas de edicion genética: ZFN (a) y TALEN (b).
(Chandrasegaran y Carroll, 2016).

6.3.CRISPR-Cas9

Las siglas en inglés que confieren a este mecanismo el nombre CRISPR se traducen
como: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (en espafiol:

Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas).

CRISPR-Cas es un sistema de defensa inmunitaria adaptativo de algunas bacterias que
funciona integrando fragmentos de los dcidos nucleicos de microorganismos patdogenos
que las invaden en secuencias CRISPR como nuevos espaciadores (Zhang et al., 2023a).
Esto permite que, en una posible invasion por parte de estos patdgenos, la bacteria es

capaz de reconocer la amenaza y actuar en su interferencia para destruirlos.

La primera vez que se clon6 una secuencia CRISPR fue en una bacteria Escherichia coli
(E. coli) en 1987, inintencionadamente. Durante afos no se conocia la funcion de estas
secuencias, por lo que se utilizaban tinicamente para tipificar cepas de bacterias y arqueas.
Con el descubrimiento de las proteinas asociadas a CRISPR (Cas), responsables del corte
de la doble hebra de RNA, se empezd a comprender la funcion real de estas secuencias

repetidas en la defensa natural bacteriana (Zhang et al., 2021).

Su funcionamiento como herramienta de edicion genética se empez6 a estudiar gracias a
la capacidad de reconstruir todos los elementos involucrados in vitro. Segun estudios
relacionados, se ha demostrado que se necesitan tres componentes principalmente: la

proteina Cas, un RNA CRISPR (crRNA) y un transactivador de este (tracRNA) (Zhang
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et al., 2021). Los dos ultimos fragmentos se pueden construir juntos, creando una unica
molécula de RNA sintética conocida como RNA guia (sgRNA). Esta secuencia tiene
como funciéon guiar la proteina Cas al fragmento de acidos nucleicos que se quiere
modificar, de manera que, al alterarse, la secuencia es reparada por el mecanismo natural

de la bacteria.

La reparacion no homoéloga (NHEJ) suele resultar en un knock-out de la diana ya que es
propenso a errores de insercion/delecion (Juma et al., 2021) (Figura 12). Cuando se quiere
modificar una secuencia sustituyéndola por otra artificial se recurre a la reparacion
homologa dirigida (HDR), que reduce los efectos off-target considerablemente. De esta
manera se pueden alcanzar diferentes cambios en el genoma diana, desde la eliminacién
o insercion de un gen, el reemplazo de un fragmento de la secuencia hasta la edicion de

pares de base concretas mediados por el sistema CRISPR-Cas (Zhang et al., 2021).

Existen diferentes tipos de proteinas Cas, como la Cas9 ampliamente utilizada. La
nucleasa Cpfl (también conocida Casl2a) se ha descubierto en los ultimos afios y
presenta numerosas ventajas respecto a la anterior mencionada, incrementando la eficacia
de knock-in de genes y la capacidad de insertar genes a través de reparacion NHEJ

(Biswas et al., 2021).

Las bibliotecas de gRNA son una herramienta de estudio de la gendmica funcional de las
especies que permiten caracterizar los genes a nivel de genoma y estudiar la relacion

genotipo-fenotipo (Zhang et al., 2023a).
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Figura 12. Esquema del mecanismo de edicion genética mediante CRISPR-Cas9, con las dos posibles
vias de reparacion génica: no homologa (NHEJ) y homologa (HDR). (Chen et al., 2019)
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CRISPR-Cas se ha utilizado exitosamente en muchos cultivos en las tltimas décadas con
el fin de mejorar el rendimiento de estos. Unos de los ejemplos mas notables es la edicion
de cultivos de arroz (Oryza sativa), donde se crearon mutaciones de pérdida de funcion
en los genes Gnla, GS3 y DEPI, relacionados con el nimero de granos, su longitud o
densidad (Osterberg et al., 2017). También se han conseguido desarrollar cultivos
resistentes a patdgenos e infecciones (como la resistencia de cultivos de sandia a
Fusarium mediante el knock-out del gen Clpskl), a estreses abidticos o con un
metabolismo secundario mejorado (Zhang ef al., 2021) (como en el caso de las legumbres

mencionado por Ku et al. (2020).

Las estrategias de edicion del genoma se pueden centrar en dos vias diferentes: la edicion
de rasgos controlados principalmente por un solo gen o aquellos aspectos agrondmicos
regulados por un conjunto genético complejo (Hua et al., 2019). En el primer caso, la
tecnologia de CRISPR-Cas9 resulta muy eficaz, ya que es menos invasiva y mas eficiente
que los métodos convencionales. De esta manera, por ejemplo, se han conseguido
domesticar cultivos de soja (Glycine max) mediante la mutagénesis dirigida del gen F72a,
homologo del gen FT identificado en Arabidopsis thaliana como responsable del florigen
(induccion de la floracion). Gracias a la tecnologia de edicion genética se consiguid la
pérdida de funcion del gen, alargando el tiempo de floracion del cultivo y permitiendo la
adaptacion de plantas mutantes no transgénicas a condiciones ambientales cambiantes

(Caietal.,2018).

Mediante CRISPR-Cas también es posible redomesticar cultivos ya explotados a través
de un nuevo enfoque e, incluso, domesticar plantas silvestres que no han sido cultivadas
hasta ahora. Un ejemplo de redomesticacion es el del cultivo de la patata en lineas
diploides por Ye et al. (2018). En este caso emplearon el sistema CRISPR-Cas9 para
redomesticar la patata mediante el knock-out del gen de autoincompatibilidad de la S-
RNAasa (Hua et al., 2019), creando patatas diploides autocompatibles (Ye et al., 2018),

es decir, que son capaces de autopolinizarse.

También es posible la domesticacion de cultivos huérfanos mediante la edicion del
genoma de genes ortdlogos a aquellos con un papel importante en la domesticacion de
cultivos cercanos, como es el caso de la domesticacion de la cereza molida (Lemmon
et al.,2018). En estos cultivos de especies huérfanas, la edicion genética también permite
la eliminacion de aquellos rasgos indeseables que presentan las plantas silvestres mas

rapidamente que la domesticacion convencional (Pattnaik et al., 2023).
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Una aproximacion reciente en la domesticacion de nuevas especies es la obtencion de
variedades de arboles forestales altamente productivas para suplir la demanda creciente
de madera. De esta manera, las nuevas plantaciones lefiosas tienen una calidad de madera
optimizada (Anders et al., 2023), ademas de ser mas productivas a la hora de su mejora.
Para obtener estos objetivos se puede llevar a cabo una edicion multiplex de genes (Figura
13) involucrados en la ruta de biosintesis de la lignina (responsable del grosor del tallo
en las plantas lefiosas), tras diversos estudios de genética inversa que identifiquen la
funcion de los genes individuales, para crear variantes alélicas multiples que potencien
los rasgos de calidad de la madera. Otra alternativa de genes objetivo es la identificacion
de loci de rasgos cuantitativos (QTL) a través de estudios de asociacion de genoma
completo. Gracias a la edicion multiplex en germoplasma de élite se generan una gran
cantidad de variantes alélicas en multiples QTL, buscando nuevas combinaciones alélicas

que superen el clon parental (Anders et al., 2023).
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Figura 13. Esquema del proceso de domesticacion de plantas lefiosas acelerado mediante técnicas de
edicion genética. (Anders et al., 2023).

22



7. Conclusion y perspectivas futuras

A pesar de que el enfoque de aplicacion de técnicas de edicion genética en los procesos
de domesticacion de cultivos es bastante prometedor y, hasta ahora, ha demostrado ser
una alternativa muy eficiente respecto a los métodos convencionales, su aplicacion se ve
a veces limitada por la escasez de informacion genética relativa al control de los rasgos

agricolas importantes (Hua et al., 2019).

El coste del desarrollo de la tecnologia de secuenciacion del DNA de estas estrategias en
los cultivos huérfanos todavia supone un obstaculo para la aplicacion de estas técnicas
(Hua et al., 2019). La creacion de bases de datos -Omicas supondran un avance notorio

para la identificacion de los objetivos génicos para la edicion.

El avance en los ultimos afos de la inteligencia artificial (IA) también ofrece ventajas en
el mundo de la domesticacion y el fitomejoramiento. Mediante el empleo de modelos
relevantes y algoritmos concretos, la IA es capaz de reconocer y analizar una amplia gama

de datos complejos, asi como mejorar la precision de los datos multiomicos (Rai, 2022).

Ademas, en este campo de investigacion es muy importante prestar especial atencion a
las barreras culturales. Las mejoras tecnologicas en los cultivos convencionales a menudo
se han visto obstaculizadas por el rechazo cultural, como los alimentos transgénicos. El
rechazo por parte del publico a estos cultivos transgénicos culminé en su no adopcioén en
Europa y su omision de las normas reguladoras de OMGs (organismos genéticamente
modificados) en otros paises (Razzaq et al., 2019). Por esta razon es fundamental una

modificacion cultural en apoyo del enfoque genético (Van Tassel et al., 2020).

Por otra parte, que los cultivos editados genéticamente se juzguen en base a directrices
con base cientifica y de forma similar a los programas de mejora convencionales, es la
unica herramienta para impulsar las aplicaciones de ingenieria genética en la mejora de

cultivos (Razzaq et al., 2019).

Como se ha podido comprobar en este trabajo, los sistemas de edicion genética brindan
nuevas oportunidades para acelerar la domesticacion de novo de las principales plantas
de cultivo de importancia agricola, ofreciendo la posibilidad de expandir la diversidad de
cultivos (Osterberg et al., 2017) y con el objetivo de alimentar de manera sostenible los

10 mil millones de personas que se estiman en el mundo en el afio 2050 (Pattnaik ef al.,
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2023). Aunque todavia es necesario un avance notable en la investigaciéon de estos
enfoques, la mejora de cultivos acelerada mediante la tecnologia CRISPR-Cas ya esta
demostrando su beneficio, siendo la mejor aproximacion para superar los problemas

planteados por la globalizacion.
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