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La colza (Brassica napus) es un cultivo donde se ha demostrado el uso de la edicién genémi-
ca, y concretamente del sistema CRISPR/Cas9.

Potencial de las técnicas de
mejora genetica de precision
en agroalimentacion

Las técnicas de edicion gendmica desarrolladas en los ultimos afnos
tienen el potencial para introducir de forma precisa y barata carac-
teres de interés en especies vegetales cultivadas por su valor agro-
nomico. En concreto la tecnologia CRISPR de edicién génica ha re-
volucionado este campo al abrir las puertas a la mejora genética de
precision en cultivos. En este articulo se describen brevemente al-
gunos ejemplos de como esta tecnologia emergente permite abordar
de forma controlada y eficiente una gran variedad de problemas del
sector agroalimentario y contribuir asi a garantizar la seguridad ali-
mentaria en nuestro planeta.
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El reto de la seguridad
alimentaria global

El incremento de la poblacién mun-
dial ha propiciado que la demanda
de alimentos a nivel global aumente
de forma continua. Por ello, uno de
los principales retos de la agricul-
tura es garantizar la seguridad ali-
mentaria, haciendo frente a diver-
sos factores que, como el cambio
climatico o la aparicion de nuevas
plagas y enfermedades, amena-
zan la produccion agricola a esca-
la mundial. Las técnicas de mejora
genética tradicional han facilitado
el desarrollo de cultivos de ma-
yor calidad y mas productivos. Sin
embargo, la obtencién de nuevas
variedades usando esta tecnologia
requiere bastante tiempo y se en-
cuentra limitada por la disponibili-
dad de variacion genética que per-
mita introducir caracteres de interés
en los cultivos. Ademas, la mejora
tradicional de determinados carac-
teres de importancia agrondmica
(por ejemplo, rendimiento) frecuen-
temente va en detrimento de otros
caracteres como el sabor, propieda-
des nutricionales, etc, que induda-
blemente son importantes para el
consumidor. Por tanto, es necesario
desarrollar nuevas tecnologias que
permitan afrontar el reto de la se-
guridad alimentaria con garantias
de que los agricultores dispondran
de variedades capaces de satisfacer
las demandas crecientes de alimen-
to de calidad de manera sostenible
y asequible, y en un entorno de
condiciones climaticas cambiantes a
menudo desfavorables para mante-
ner la produccién.

Mejora genética de
precision en cultivos:
la revoluciéon CRISPR/Cas9

El desarrollo reciente de técnicas
de edicién gendmica ha abierto las
puertas a la optimizacion dirigida y
precisa de caracteres de interés en
cultivos agricolas. Esta tecnologia
permite modificar especificamente
una region determinada del geno-
ma o de un gen concreto para in-
troducir un rasgo deseable en un
cultivo, como puede ser la resis-
tencia a plagas y enfermedades, la
tolerancia a sequia o altas tempera-
turas, o la optimizacion de caracte-
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Figura 1. La mejora genética de precision permite editar regiones concretas del genoma para introducir
caracteres de interés en cultivos; por ejemplo, la resistencia a plagas/enfermedades.

res de calidad y rendimiento (Figura
1). Por tanto, la edicién gendmica
representa una herramienta para
la mejora genética de precision en
especies agricolas y dispone del po-
tencial para acelerar la generacion
de variedades portadoras de un am-
plio abanico de caracteres deseables
con un coste econdmico reducido,
contribuyendo asi a afrontar los re-
tos de la agricultura y garantizar la
seguridad alimentaria en el futuro.
A diferencia de los organismos mo-
dificados genéticamente (OMGs),
las variedades generadas por edi-
ciéon génica no contienen material
genético procedente de otros orga-

nismos y no deberian ser considera-
dos como transgénicos.

Durante los ultimos afos, diversos
trabajos cientificos han demostrado
que es posible el uso de tecnologias
de edicién gendmica basadas en el
empleo de nucleasas especificas de
secuencia para modificar el genoma
de organismos animales y vegetales,
incluidas especies cultivadas (Gaj y
col., 2013; Kim, 2016; Yamamoto,
2015). Estas nucleasas actian como
tijeras moleculares que introducen
cortes en el ADN que constituye el
material genético de las células. Las
incisiones producidas en sitios espe-
cificos del genoma son reparadas

41 | PHYTOMA Espafia / N° 315 / Enero 2020



transferencia ’recn(ﬂégica

| biotecnologia |

por la propia maquinaria celular,
haciendo posible la generacion de
cambios controlados en el material
genético del organismo.

La primera generacién de nuclea-
sas empleadas en edicion genémica
estuvo basada en las llamadas nu-
cleasas de dedo de zinc (Zinc-Finger
Nucleases, ZFN) y las TALENs (del
inglés, Transcription Activator-like
Effector Nucleases). El procedimien-
to para dotar a estas nucleasas de
especificidad de secuencia de reco-
nocimiento en el genoma es relati-
vamente complejo y tedioso. De ahi
que el desarrollo de una segunda
generacion de nucleasas basadas
en el uso del sistema llamado CRIS-
PR/Cas9 (Clustered Regularly Inters-
paced Short Palindromic Repeats/
CRISPR Associated 9), cuyo disefo
es mucho mas sencillo, barato y
preciso, haya revolucionado el cam-
po de la edicion gendmica (Jiang y
Doudna, 2017). El sistema CRISPR
de ediciéon genomica funciona de
forma robusta en plantas y sera
sin duda alguna la herramienta de
eleccion para la mejora de precision
en cultivos agricolas (Belhaj y col.,
2015).

El descubrimiento y la descripcion
del sistema CRISPR se puede con-
siderar made in Spain, ya que en
gran parte se debe al trabajo del in-
vestigador Francisco Juan Martinez
Mojica (Universidad de Alicante).
Sus estudios sobre secuencias repe-
tidas presentes en diversas bacterias
y arqueobacterias le llevaron a des-
velar la existencia de los elementos
CRISPR en el material genético de
estos organismos (Mojica y col.,
2000). Su investigacion posterior,
junto con la de diversos equipos in-
ternacionales, permiti¢ concluir que
estas secuencias repetidas eran par-
te de una especie de sistema inmu-
nitario que tienen algunas bacterias
para defenderse de los virus que las
infectan (Mojica y col., 2005; Jinek
y col.,, 2012; Wiedenheft y col.,
2012). Este mecanismo de defensa
bacteriano esta constituido por dos
elementos basicos: una proteina lla-
mada Cas9 con actividad nucleasa
(las tijeras moleculares que cortan
el ADN), y un pequefio ARN lla-
mado ARN guia. Esta molécula de
ARN se caracteriza por tener una
secuencia complementaria a la del
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Figura 2. El sistema CRISPR/Cas9 permite editar con precision regiones especificas del genoma mediante
un ARN gufa, que reconoce la secuencia diana de interés en el ADN de un cultivo, y la nucleasa Cas9, que

realiza incisiones en dicho ADN.

ADN invasor que es la diana de este
sistema de defensa de bacterias.
El ARN guia es capaz de conducir
a la nucleasa Cas9 hasta el ADN
fordneo portador de la secuencia
diana reconocida por el ARN guia.
De esa forma, este sistema de dos
componentes tiene la capacidad de
reconocer un ADN invasor que se
introduce en la bacteria y promover
su corte a través de la actividad de
la nucleasa Cas9, evitando asf la in-
feccion por el virus.

El descubrimiento y descripcion del
sistema CRISPR de bacterias es un
ejemplo de cémo una investiga-
cion basica, dirigida a comprender
el papel de repeticiones de secuen-
Cia presente en ciertas bacterias, ha
acabado dando lugar a multitud de
aplicaciones en diversas areas de la
biotecnologia y la biomedicina (Hsu
y col., 2014; Wang y col., 2014).
Posteriormente, las investigadoras
Emmanuelle Charpentier y Jenni-
fer Doudna percibieron el potencial
para ‘domesticar’ este mecanismo
ancestral de defensa en bacterias
y convertirlo en una herramienta
de edicion gendmica (Jinek y col.,
2012). Si se introducen los dos com-
ponentes del sistema CRISPR/Cas9
en células de cualquier organismo
y se modifica la secuencia del ARN
gufa para que reconozca una se-
cuencia de interés en el genoma de
dicho organismo, la nucleasa Cas9
serad capaz de producir incisiones de
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forma precisa en la secuencia selec-
cionada (Figura 2). Al generar cortes
en el material genético, la maqui-
naria celular de reparacion del ADN
se pone en marcha para restaurar
el dafo generado. Esta maquinaria
de reparaciéon tiene cierta tenden-
cia a introducir errores, dando lugar
a cambios en la secuencia del ADN
gendmico, causando mutaciones.
Sin embargo, si se le proporciona a
la maquinaria de reparacion celular
una molécula de ADN adicional que
tenga secuencias complementarias a
las que rodean la zona de corte de
Cas9, y que sea portadora de cam-
bios respecto al genoma original, los
mecanismos de reparacion emplea-
ran ese ADN como molde y provoca-
ran la incorporacion de los cambios
deseados en el genoma. Habremos
conseguido de esta forma editar el
genoma, introduciendo en el mismo
las correcciones deseadas de forma
precisa y controlada. Esta tecnologia
ha permitido el desarrollo de plantas
cultivadas portadoras de caracteres
de interés, demostrando el gran po-
tencial que las herramientas de edi-
cion gendmica ofrecen en el campo
de la mejora agricola.

El movimiento se demuestra
andando: casos de éxito en
el uso de CRISPR

Existen actualmente publicaciones
que describen el uso del sistema
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de edicién gendmica mediado por
CRISPR en mas de veinte especies
cultivadas. En la mayor parte de ellas
se han disefiado correcciones en el
genoma de estos cultivos para me-
jorar su rendimiento, su tolerancia a
estreses ambientales como sequia, o
temperaturas extremas, etc, o la re-
sistencia frente a patdgenos (Bao y
col., 2019). En el espacio de este ar-
ticulo es imposible recoger de forma
exhaustiva todos estos trabajos, por
lo que nos limitaremos a resefiar bre-
vemente algunos casos que ilustran
la utilidad de esta tecnologia para
abordar una amplia variedad de pro-
blemas del sector agroalimentario.

La defensa vegetal es uno de los
campos donde el uso de esta tec-
nologia emergente ha mostrado
gran potencial. En tomate se han
generado variedades resistentes a la
infeccién por el hongo del oidio me-
diante el uso de CRISPR. Los alelos
activos del gen Mlo de tomate (So-
lanum lycopersicum) confieren sus-
ceptibilidad a la infeccion por este
hongo, por lo que la inactivacién de
ese gen mediante técnicas de edi-
cion ha resultado en tomates resis-
tentes al patégeno. En este trabajo
se emplearon ademas técnicas de
secuenciacién masiva para demos-
trar que la variedad resultante era
portadora de cambios Unicamen-
te en el gen MloT, mientras que el
resto del genoma no habia sufrido
ninguna alteracion adicional (Nekra-
sov y col., 2017). Esta aproximacion
ilustra cémo es posible introducir la
resistencia al hongo en variedades
de élite de tomate a través de un
procedimiento sencillo y preciso que
no requiere mas de nueve meses, al
contrario de lo que ocurre con los
procedimientos de mejora genética
tradicional, que resultan mucho mas
tediosos. Estrategias similares de
edicion genémica se han seguido en
trigo (Triticum aestivum), una espe-
cie hexaploide y que por tanto lleva
seis copias de cada gen Mlo, obte-
niéndose igualmente resistencia al
hongo. Esto confirma que es posible
editar simultdneamente genes ho-
mologos que comparten secuencias
similares (Wang y col, 2014).

Este procedimiento de mejora de
precision en cultivos se ha emplea-
do también para obtener variedades
mejor adaptadas a condiciones am-

La defensa
vegetal esuno
de los campos
donde el uso
del sistema
de edicidon
genomica
mediado por
CRISPR ha
mostrado gran
potencial

bientales subdptimas que afectan a
la produccion. La produccion de po-
len con gametos masculinos viables
en plantas de tomate es extremada-
mente sensible a las temperaturas
altas. Puesto que la formaciéon de
frutos depende de la fecundacion,
las altas temperaturas que acom-
pafan al calentamiento global pue-
den representar una amenaza para
la produccion de este importante
cultivo horticola. Desarrollar varie-
dades que permitan la formacion de
frutos sin fecundacion es por tanto
una via de interés para evitar las po-
sibles consecuencias negativas del
cambio climatico. Se ha demostrado
que la inactivacion de ciertos genes
gue impiden el desarrollo del fruto
en ausencia de fecundacién posibili-
ta el crecimiento de frutos parteno-
carpicos (sin semillas). En concreto,
la inactivacion mediante CRISPR del
gen SIAGL6 de tomate resulta en
plantas capaces de producir frutos
sin semillas pero de tamafo y forma
normales en condiciones de estrés
por temperaturas altas, que redu-
cen drasticamente la produccién de
plantas de tomate no editadas (Klap
y col., 2017). Otros estudios han de-
sarrollado estrategias para mejorar
la tolerancia a la sequia, por ejemplo
en maiz. En este caso particular la
tecnologia CRISPR ha permitido edi-
tar el genoma de este cultivo para
sustituir las regiones reguladoras
de un gen, ARGOSS8, que protege
al maiz frente a la sequia, por otras
secuencias reguladoras también de
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maiz que permiten alcanzar mayo-
res niveles de expresion de ARGOSS.
Estas plantas editadas se cultivaron
junto con la variedad original sin edi-
tar en diversas localizaciones de los
Estados Unidos con diferentes nive-
les de disponibilidad de agua. Aun-
que las variedades editadas mante-
nian la misma produccion que las
no editadas cuando los cultivos no
sufrieron limitaciones de agua, cuan-
do las plantas de maiz estuvieron so-
metidas a estrés hidrico durante el
periodo de floracién, los cultivos edi-
tados mostraron un incremento sig-
nificativo en la produccién de grano.
Estas observaciones ponen de mani-
fiesto la utilidad de los sistemas de
edicion gendmica para la mejora de
la tolerancia a sequia en cultivos de
maiz (Shiy col., 2016). Este no es el
Unico trabajo que estd desarrollan-
do la empresa Dupont Pioneer para
mejorar diversos aspectos del maiz,
un cultivo de gran trascendencia en
EE. UU. y en otros lugares del mun-
do. Por ejemplo, esta empresa esta-
dounidense ha escogido también la
tecnologia CRISPR para desarrollar
una nueva variedad ‘waxy’ de maiz
(https://biovox.eu/insights/detail/du-
pont-pioneer-rsquo-s-next-genera-
tion-of-waxy-corn-shows-the-green-
side-of-crispr-cas9). El maiz de tipo
‘waxy' es conocido desde hace afos
ya que existen mutaciones naturales
gue producen un tipo de maiz con
un almidén caracteristico que ofrece
ventajas para su uso en la industria
agroalimentaria. En breve veremos
estas nuevas variedades de maiz en
el mercado ya que la regulacion nor-
teamericana no impone la misma re-
glamentacion a los cultivos genera-
dos por mejora genética de precision
que a los organismos modificados
genéticamente. También se han uti-
lizado aproximaciones CRISPR para
obtener variedades con almidon de
tipo ‘waxy’ de patata (Andersson y
col., 2017) o de arroz (Zhang y col.,
2018).

El empleo de la tecnologia CRISPR
también podria tener gran impacto
en la industria alimentaria. Los enfer-
mos celiacos muestran consistente-
mente reacciones inflamatorias ante
el consumo de harinas de cereales
convencionales por su contenido en
gluten. En el Instituto de Agricultura
Sostenible (IAS-CSIC) de Cordoba se
propusieron el desarrollo de varieda-
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des de trigo con niveles reducidos de
gluten que pudieran ser aptos para
el consumo por enfermos celiacos.
Para ello emplearon una estrategia
CRISPR dirigida a disminuir el con-
tenido del grano de trigo en pro-
tefnas de tipo gliadina, que son las
responsables mayoritarias del gluten
presente en el grano de este cereal
basico en nuestra alimentacion. Con
esta aproximaciéon consiguieron dis-
minuir significativamente el conteni-
do en proteinas del gluten en el gra-
no de trigo, asi como la reactividad
de su harina frente a los anticuerpos
comerciales que se emplean en la
industria alimentaria para medir la
presencia del gluten en alimentos.
Ademas, no afecté de forma signi-
ficativa a la produccién de grano en
estos trigos editados, abriendo una
esperanza para el futuro desarrollo
de variedades de trigo deficientes en
gluten (Sdnchez-Ledn y col., 2018).

Esta tecnologia se ha mostrado
también util para prolongar la vida
post-cosecha de productos agrico-
las. Un ejemplo de ello lo encontra-
mos en una variedad de champifién
comun (Agaricus bisporus) que se
ha desarrollado de nuevo en EE. UU.
mediante el uso de esta tecnologia
CRISPR (Waltz, 2016). Todos hemos
presenciado como los champifio-
nes ennegrecen de forma rapida y
natural en las estanterias de los su-
permercados o de nuestros propios
frigorificos. Mediante edicion génica
se ha conseguido prolongar el color
blanco de los champifiones en el
mercado a través de la inactivacion
del gen que codifica el enzima res-
ponsable de este oscurecimiento,
una polifenol oxidasa, que genera
el color pardo en los champifones,
asi como en diversas verduras tras
la cosecha. Estas setas comerciales,
puesto que no son portadoras de
ninguin material genético proceden-
te de otro organismo vivo, han re-
cibido la aprobacién de la autoridad
estatal de EE. UU. (el Departamento
de Agricultura, USDA, por sus siglas
en inglés) para su distribucién en el
mercado.

Perspectivas de futuro

para la mejora genética de
precision

Los ejemplos que hemos descrito bre-
vemente hasta ahora ilustran diversos
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usos de esta tecnologia, cuyas apli-
caciones empezaron a desarrollarse
a partir de la publicacion de la Dras.
Charpentier y Doudna en la presti-
giosa revista Science en el afio 2012
(Jinek y col., 2012), lo que da idea de
la celeridad con la que se ha implan-
tado en diversos ambitos de la inves-
tigacion y la mejora vegetal. Este pro-
cedimiento de bajo coste permite la
introduccién rapida de caracteres de
interés en cultivos mediante la edicién
precisa de sus genomas, sin que las
variedades resultantes sean portado-
ras de material genético procedente
de otros organismos. La versatilidad
de esta técnica permite ademas la co-
rreccion simultdnea de varios genes
para conseguir los rasgos buscados
en especies agricolas.

La préoxima generacion de herra-
mientas CRISPR que se estan desa-
rrollando para la agricultura van mas
alléd de la edicién basada en la repa-
racion de las roturas que se generan
en el ADN, sino que aprovecharan
la capacidad de los sistemas CRISPR
de ser dirigidos a secuencias especi-
ficas. Tras la inactivacion del dominio
nucleasa de Cas9, que es distinto del
dominio de reconocimiento de ADN,
estas proteinas dirigidas al ADN
diana pueden fusionarse con varias
actividades enzimaticas, las cuales
podrian ser utilizadas para visuali-
zar regiones gendmicas especificas,
y directamente regular transcripcion
génica o inducir modificaciones epi-
genéticas dirigidas (Adli, 2018; Gao,
2018).

Una limitacion para la mejora de las
herramientas de CRISPR en agricultu-
ra es la liberacion efectiva de la ma-
quinaria CRISPR en las células apro-
piadas y la regeneracion de plantas
viables. Las técnicas tradicionales de
cultivo in vitro son los métodos mas
usados de transformacion, pero son
lentos, laboriosos y con tendencia
a generar mutaciones somaticas, lo
cual reduce la ganancia de eficien-
cia facilitada por las herramientas de
CRISPR. Ademas, muchos cultivos
son recalcitrantes a la regeneracion
por cultivo de tejidos. Por ello, sera
necesario desarrollar nuevos méto-
dos de transformacion para incre-
mentar la eficiencia en la edicion
de genomas de plantas. Esto podria
incluir el uso de potenciadores de re-
generaciéon que posibiliten el cultivo
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de tejidos en especies recalcitrantes
o incluso la liberacion directa de la
magquinaria CRISPR en los meriste-
mos apicales o en granos de polen,
para obtener plantas editadas sin el
paso por cultivo in vitro (Gao, 2018).

Por otra parte, la perspectiva y el im-
pacto que esta tecnologfa tenga en
la agricultura futura dependeran en
gran medida de la estructura legal
que regule su uso (Agapito-Tenfen
y col., 2018). Paises como Argentina
o, muy significativamente, EE. UU.,
han decidido no tratar legalmente
a los cultivos sujetos de edicion ge-
némica de la misma forma que los
organismos modificados genética-
mente (transgénicos). En cambio, el
Tribunal de Justicia de la Union Euro-
pea (TJUE) ha legislado recientemen-
te (julio de 2018), amparandose en
un principio de precaucion, que las
variedades generadas por procesos
de ediciéon génica deben estar some-
tidas a los mismos controles que los
organismos modificados genética-
mente. La comunidad cientifica, asi
como amplios sectores de la indus-
tria agroalimentaria, han alertado
del peligro que supone esta regla-
mentacion para la competitividad de
un sector de importancia capital en
la economia europea (Faure y Napier
2018; Wight, 2018). Todo ello de-
jando aparte las dificultades técnicas
gue puede entrafar el control de va-
riedades generadas por estos méto-
dos que no dejan rastro en el geno-
ma y que por tanto pueden ser muy
dificiles de distinguir de mutaciones
que aparecen de forma espontanea
en la naturaleza o en el marco de
programas de mejora genética tra-
dicionales. Estas y otras reflexiones
han llevado a determinados paises
de la UE a posicionarse en contra de
esta sentencia, por lo que el futuro
desarrollo de esta tecnologia flota
sobre arenas movedizas en Europa,
aungue no en otras regiones del pla-
neta. Cabe esperar que los criterios
cientificos pesen en la decision que
finalmente sea adoptada con res-
pecto al uso de esta tecnologia re-
volucionaria que supone la mejora
genética de precision y que podria
contribuir a garantizar la seguridad
alimentaria a nivel global.
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