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Resumen

Los avances en materia de genética y biotecnologfa, introducen una dimensién novedosa en la utilizacion de herramientas
de edicidn génica en plantas. En el presente trabajo se relevaron 164 publicaciones cientificas que aplicaron CRISPR-Cas9
en el mejoramiento genético vegetal desde 2013 hasta 2020. En la mayor parte de los trabajos publicados se modificaron
los siguientes cultivos: arroz, tomate, Arabidopsis thaliana, Brassica sp., maiz, soja, tabaco, trigo y papa. Los caracteres
modificados mediante CRISPR-Cas9 fueron, en orden de importancia: (i) tolerancia a estreses bicticos, (i) aumento de la
calidad y valor nutricional, (iii) mejoras en los componentes de rendimiento, arquitectura de planta y longitud de ciclo, (iv)
tolerancia a estreses abidticos y (v) tolerancia a herbicidas. Los resultados confirman que los avances son vertiginosos y
que la técnica es promisoria, sin embargo, es necesario un enfoque multidisciplinario que contemple, ademas, la percepcion
plblica, lo cual resultara beneficioso para productores, consumidores y ambiente.
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Abstract
Advances in genetics and biotechnology introduce a novel dimension in the use of gene editing tools in plants. In the

present work, 164 scientific publications that applied CRISPR-Cas9 in plant genetic improvement from 2013 to 2020 were
surveyed. In most of the published works, the following crops were modified: rice, tomato, Arabidopsis thaliana, Brassica
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sp., corn, soybeans, tobacco, wheat and potatoes. The traits modified by CRISPR-Cas9 were, in order of importance: (i)
tolerance to biotic stresses, (ii) increased quality and nutritional value, (iii) improvements in yield components, plant ar-
chitecture and cycle length, (iv) tolerance to abiotic stresses and (v) tolerance to herbicides. The results confirm that the
advances are vertiginous and that the technique is promising, however, a multidisciplinary approach is necessary that
also contemplates public perception, which will be beneficial for producers, consumers and the environment.
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INTRODUCCION

La seleccion de genotipos superiores depende de la existen-
cia de diversidad genética. La variabilidad genética natural
generada a lo largo de la evolucion como producto de muta-
ciones, poliploidizacion y recombinacion genética ha sido
aprovechada por los programas de mejoramiento genético
con el objetivo de generar materiales adaptados a la pro-
duccion agricola. Sin embargo, en algunos cultivos esta va-
riabilidad se ha ido reduciendo como consecuencia inevitable
de la seleccion de individuos con caracteristicas favorables.
Distintas tecnologias han posibilitado la reintroduccion de
variabilidad a partir de cruzamientos (intra- o inter-especi-
ficos e inter-genéricos), la induccion de mutaciones y, mas
recientemente, la ingenieria genética (Feingold et al., 2018).
En los Gltimos afios, el desarrollo de los métodos de secuen-
ciacion masiva ha permitido conocer los genomas completos
de muchos cultivos. Esta informacion permite combinar la
metodologia de mejora convencional con herramientas mo-
leculares y acelerar los procesos de seleccion en los mate-
riales generados. Ademas, la ingenieria genética abrid la
posibilidad de superar las barreras a la hibridacion para in-
corporar genes provenientes de cualquier organismo, incluso
de diferentes reinos, generando organismos genéticamente
modificados (OGM) también denominados transgénicos. Las
dos principales lineas de mejora de cultivos se han centrado
en la obtencion de plantas tolerantes a herbicidas y plantas
resistentes a insectos. Desafortunadamente, esta técnica no
ha rendido todo su potencial. Probablemente, los principales
factores que pueden explicar este hecho son: la existencia
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de genotipos o especies recalcitrantes para ser transforma-
dos o regenerados in vitro, la aleatorizacion en el genoma
del sitio y el nlimero de copias de los transgenes, con efectos
de posicion impredecibles, la limitacion en los caracteres
(“traits”) objeto de la transformacion difundidos para su uso
(principalmente, tolerancia a herbicidas y a insectos), y el
estricto, largo y costoso proceso de desregulacion para ha-
bilitar la comercializacion de OGM (Feingold et al., 2018).
Una exhaustiva revision de estudios cientificos publicados
durante estos afios no ha encontrado ninguna evidencia de
que las variedades obtenidas mediante ingenieria genética
supongan un riesgo para la salud o para el medio ambiente
mayor que las variedades obtenidas por mejora convencional
(NAS, 2016). Sin embargo, a pesar de los estrictos requeri-
mientos regulatorios, los 0GM no han podido evitar una per-
cepcion plblica negativa.

La edicion génica (EG) posee el potencial de realizar modi-
ficaciones en la secuencia de ADN dirigidas a genes especi-
ficos para alterar su expresion (silenciarlos o sobre-
expresarlos), reemplazar alelos (introduciendo alelos favo-
rables) o introducir transgenes en sitios especificos del ge-
noma. En los primeros dos casos, la EG no incorpora
secuencias foraneas de ADN por lo que los productos desa-
rrollados por EG son indistinguibles de los generados por me-
joramiento convencional (Feingold et al., 2018). Los primeros
mecanismos de EG consistian en nucleasas (enzimas de
restriccion tipo II): meganucleasas, nucleasas de dedos de
zinc (ZFN, zinc-finger nucleases) y nucleasas tipo activado-
res de transcripcion (TALEN, transcription activator-like ef-
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fector-based nucleases), que realizan cortes en la doble ca-
dena de ADN. A partir del afio 2012, Emmanuelle Charpentier
y Jennifer Doudna, publicaron un articulo en la revista
Science en el que se presentd el sistema CRISPR-Cas (Clus-
tered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, re-
peticiones palindromicas cortas interespaciadas regular-
mente agrupadas) y Cas (CRISPR associated, nucleasa aso-
ciada a CRISPR) “programable”, que servia para cortar cual-
quier cadena de ADN jn vitro (Jinek et al., 2012; Charpentier
& Doudna, 2013). La tecnologia CRISPR-Cas9 presenta enor-
mes ventajas sobre los otros sistemas de edicion génica, de-
bido a su versatilidad, sencillez, bajo costo, y porque permite
editar varias regiones del genoma al mismo tiempo, utili-
zando varios ARN “guias” que dirigen a la nucleasa Cas9 a
distintas partes del ADN.

MATERIAL Y METODO

En el presente trabajo se relevaron 164 publicaciones cien-
tificas que aplicaron CRISPR-Cas9 en el mejoramiento ge-
nético de plantas desde 2013 hasta 2020. Posteriormente
se clasificaron segin: (i) cultivo y (ii) tipo de caracter modi-
ficado mediante CRISPR-Cas9.

RESULTADOS

La tecnologia CRISPR-Cas9 se ha usado extensamente para
generar plantas resistentes a estreses biticos y abidticos
en cereales como maiz, arroz y trigo; horticolas (tomate,
papa, mandioca, lechuga, pepino y sandia) soja, algoddn,
lino, citrus, entre otros (Chen et al. 2019).

El "knockout” de genes se refiere a eliminar genes que con-
fieren caracteres indeseables a los cultivos. Los caracteres
que se pueden mejorar mediante esta estrategia son: rendi-
miento, calidad, resistencia a factores bidticos y abidticos,
entre otros.

Si bien el rendimiento es un caracter complejo y que depende
de muchos factores, se pueden eliminar genes reguladores
que afectan negativamente a los componentes del rendi-
miento, como: nimero de granos, tamafio del grano, peso
del grano, tamafio de panoja y niimero de macollos, demos-
trando que CRISPR-Cas9 es una herramienta efectiva para
mejorar caracteres asociados con el rendimiento (Li et al.,
2016a; Lietal., 2016c; Liuet al., 2017; Luet al., 2018b; Xu
et al., 2016; Zhang et al., 2016; Zhang et al., 2018c). Sin

embargo, debido a que los caracteres relacionados con el
rendimiento son controlados por QTLs (Quantitative Trait
Loci), la eliminacion de factores individuales puede no ser
suficiente para incrementar los rendimientos a campo (Chen
etal., 2019).

La edicion génica ha mejorado la calidad a través de la mo-
dificacion en el contenido de almidon, valor nutricional y ca-
lidad de almacenamiento en los cultivos. Ej: arroz con bajo
contenido de amilosa, maiz ceroso, arroz con alta amilosa,
mejoras en la fragancia del arroz (Ma et al., 2015; Sun et
al., 2017; Waltz, 2016; Zhang et al., 2018b). Se ha obtenido
trigo con menor contenido de gluten (Sanchez-Ledn et al.,
2018), semillas con alto contenido de 4cido oleico en Came-
lina sativa (Jiang et al., 2017; Morineau et al., 2017) y en
Brassica napus (Okuzaki et al., 2018), tomate con mayor
duracion post cosecha (Ito et al., 2015; Li et al., 2018a)
mayor contenido de licopeno en tomate (Li et al., 2018¢c) o
mayor contenido de &cido y-aminobutirico (Li et al., 2018b;
Nonaka et al., 2017), papa con niveles reducidos de glicoal-
caloides toxicos (Nakayasu et al., 2018).

En muchas especies se ha obtenido resistencia a stress bio-
tico (hongos, virus, bacterias e insectos) a través del “knoc-
kout” de genes mediante CRISPR-Cas9, como la resistencia
a moho polvoriento en trigo (Wang et al., 2014), y tomate
(Nekrasov et al., 2017), la resistencia a Magnaporthe oryzae
(hongo), Xanthomonas oryzae (bacteria) y enfermedad de
tungro (virus) en arroz (Macovei et al., 2018; Wang et al.,
2016; Zhou et al., 2015), la resistencia a virus del mosaico
en pepino (Chandrasekaran et al., 2016), la resistencia a
virus del enrulamiento de las hojas en algoddn (Igbal et al.,
2016) y la resistencia a hemipteros y orugas del tallo en arroz
(Luet al., 2018a).

La mutacion de genes de susceptibilidad, que facilitan la
compatibilidad planta-patdgeno, podria proveer una resis-
tencia mas duradera y de amplio espectro que la conferida
por genes de resistencia (van Schie & Takken, 2014). Asi,
Nekrasov et al. (2017) editaron el gen SIMlo1 de tomate me-
diante el uso de dos sgARN. Las plantas modificadas de la
generacion TO mostraron deleciones de 48 pb mientras que
su progenie mostrd resistencia a Oidium neolycopersici sin
afectar la morfologia de la planta y rendimiento del fruto.
De Toledo et al. (2016) generaron plantas de tomate (So/a-
num lycopersicum L.) que presentaban mutaciones que
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afectaban el sitio activo de la enzima SIDMR6. Una de las
lineas obtenidas mostrd resistencia parcial y de amplio es-
pectro frente a tres bacterias diferentes (Xanthomonas gard-
neri Xg153, Xanthomonas perforans Xp4b, Pseudomonas
syringae DC3000) y al hongo Phytophthora capsici LT1534.
Recientemente, Chandrasekaran et al. (2016) utilizaron
CRISPR-Cas9 para mutar dicho gen y aumentar la resisten-
cia a los virus Cucumber vein yellowing virus (Ipomovirus)
y los potivirus Zucchini yellow mosaic virus y Papaya ring
spot mosaic virus-W, en plantas de pepino (Cucumis sativus
L.). Por otro lado, Peng et al. (2017) modificaron el promotor
del gen de susceptibilidad CsLOB1 y aumentaron la resis-
tencia a Xanthomonas citri subsp. citri.

La productividad de los cultivos a nivel mundial esta limitada
por la existencia de condiciones ambientales adversas como
déficit hidrico, altas temperaturas, elevada salinidad y baja
calidad nutricional de los suelos. Mediante CRISPR-Cas se
mejord la adaptacion del cultivo de arroz a la toxicidad del
suelo; en este sentido, se obtuvieron lineas con bajos niveles
de metales pesados (Nieves-Cordones et al., 2017; Tang et
al., 2017; Wang et al., 2017) y la tolerancia a altas tempe-
raturas y al brotado (Miao et al. 2018).

En relacion con la eficiencia en la produccion de hibridos, la
edicion génica permitio la obtencion de lineas androestériles
en arroz (Li et al., 2016b; Zhou et al., 2016) en maiz (Li et
al., 2017a) y en trigo (Singh et al. 2018). También se obtu-
vieron otros caracteres relacionados con la produccion de
hibridos: obtencion de haploides (Dong et al., 2018; Yao et
al., 2018), acortamiento del ciclo del cultivo (Li et al., 2017b)
y generar plantas auto-compatibles en papa diploide (Ye et
al., 2018).

Muchos caracteres agronémicos pueden modificarse a tra-
vés de sustituciones de nucledtidos individuales, generando
cambios en la expresion génica o nuevas funciones a un de-
terminado gen. Mediante esta estrategia se obtuvo mayor
tolerancia a sequia en lineas de maiz (Shi et al. 2017), mayor
vida post cosecha en tomate (Yu et al., 2017), mayor conte-
nido de antocianas en tomate (Cermak, et al., 2015), resis-
tencia a herbicidas de la familia sulfonilureas en soja (Li et
al., 2015), maiz (Svitashev et al., 2015, 2016) y arroz (Butt
etal.,2017; Endoet al., 2016; Sun et al., 2016), resistencia
al herbicida glifosato en lino (Sauer et al., 2016), mandioca
(Hummel et al., 2017) y arroz (Li et al. 2016¢).
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Mediante mecanismos de edicion de bases se obtuvieron
plantas resistentes a herbicidas del grupo de las sulfonilu-
reas 0 imidazolinonas en arroz (Shimatani et al., 2017), trigo
(Zonget al.., 2018), Arabidopsis (Chen et al., 2017) y sandia
(Tianet al., 2018), y resistencia a haloxifop-R- metil en arroz
(Lietal, 2018d).

Los procesos de expresion génica estan bajo control de series
de elementos regulatorios “cis” y de promotores que pueden
ser modificados mediante edicion génica (Penget al., 2017;
Piatek et al., 2015; Rodriguez-Leal et al., 2017). A nivel tra-
duccional, también pueden alterarse elementos regulatorios
“cis” para modular la expresion proteica, por ejemplo, se in-
cremento el contenido de ascorbato en hojas de Lactuca sa-
tiva (Zhanget al., 2018a).

Debido a que CRISPR-Cas provee un mecanismo de defensa
basado en el clivaje de plasmidos, de ADN virus o de ARN
virus que invaden bacterias, esta estrategia también puede
usarse para conferir resistencia a virus en plantas (Chen et
al., 2019).

Disponer de “mutant libraries” es una herramienta de alto
valor para la gendmica funcional y el mejoramiento genético.
Esta técnica se basaba en mutaciones inducidas, lo cual
posee la desventaja de un mayor nimero de generaciones
requeridas para estabilizar a los genotipos y de una mayor
cantidad de tiempo y trabajo para determinar la relacion
entre genotipo y fenotipo. Esta tarea puede simplificarse a
través de CRISPR-Cas; en este sentido, se generaron “mu-
tant libraries” a través de “knockout” cubriendo la mayor
parte del genoma en arroz (Lu et al., 2017; Meng et al.,
2017) y también en tomate (Jacobs et al., 2017).

En las Figs. 1y 2 se grafican los resultados obtenidos a partir
del anlisis y clasificacion de las publicaciones cientificas.

Arror Tomate A t. B.sp. Maiz Soja Tabaco Trigo Papa

Porcentaje de citas (%)

Figura 1. Porcentaje de citas de cada cultivo modificado con
CRISPR-Cas9. A. t. = Arabidopsis thaliana, B. sp = Brassica sp.
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Figura 2. Porcentaje de citas seguin caracter modificado mediante
CRISPR-Cas9.

DISCUSION

En este trabajo se detectaron los avances logrados en edicion
génica utilizando la herramienta CRISPR-Cas 9. Se relevd un
alto nimero de citas en cultivos como arroz, Arabidopsis, to-
mate, maiz, soja, trigo, Brassica sp., papa y alfalfa, y tam-
bién en tabaco, sorgo, pepino, lechuga, cebada, cana de
azlicar, batata, mandioca, Lotus, Citrus, sandia, banana,
uva, lino y algodon, pero en menor medida. Los caracteres
modificados mediante CRISPR-Cas9 fueron, en orden de im-
portancia: tolerancia a estreses bidticos, aumento de la ca-
lidad y valor nutricional, mejoras en los componentes de
rendimiento, arquitectura de planta y longitud de ciclo, tole-
rancia a estreses abioticos y tolerancia a herbicidas. No se
detectaron casos controversiales desde el punto de vista
gtico, es decir que las modicaciones con CRISPR-Cas9 en
plantas, no presentaron riesgos para el medio ambiente o la
salud humana. Ademas, en relacion con el marco regulatorio,
es probable que la aprobacidn de estos productos en nuestro
pais sea mas facil y menos costosa en comparacion con los
OGM. Los resultados confirman que los avances son verti-
ginosos y que la técnica es promisoria, sin embargo, es ne-
cesario un enfoque multidisciplinario que contemple,
ademas, la percepcion piblica, lo cual resultara beneficioso
para productores, consumidores y ambiente.

CONCLUSIONES

El uso de CRISPR-Cas9 permite moldear al reino vegetal
como nunca antes se habia logrado, con el fin de mejorar el
bienestar global. Por ejemplo, el desarrollo de genotipos re-
sistentes a insectos o enfermedades presenta un amplio be-
neficio para la humanidad, reduciendo o evitando el uso de
plaguicidas y agroquimicos.

Los avances vertiginosos en materia de Genética y Biotec-
nologia, y en particular las cuestiones bioéticas referidas a
CRISPR-Cas9 sdlo pueden ser analizadas en su complejidad
a partir de un modelo integrado que permita una articulacion
entre distintas ciencias como la Genética y las ciencias con-
jeturales como la Filosofia y Psicologia.
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