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Resumen

La conversion del sistema inmune procariota CRISPR/Cas9 en una herramienta molecular para edicion
génica representa el avance tecnolégico mas destacado de la Ultima década, y ha revolucionado tanto la
investigacion basica como el desarrollo de aplicaciones en diversas areas de las ciencias de la vida. Los
alcances de esta tecnologia han sido reconocidos con el Premio Nobel en Quimica del afio 2020. En las
especies vegetales, CRISPR/Cas9 permite la modificacion de secuencias genémicas con una eficiencia y
especificidad sin precedentes, lo que permite la creacion de genotipos con caracteres beneficiosos que
permiten afrontar la creciente demanda global de alimentos en un marco de adversidades crecientes da-
das por el cambio climatico. La creacion de esta herramienta y los avances obtenidos con su empleo, no

hubiesen sido posibles sin el fundamental aporte de las investigaciones pioneras que permitieron el des-
cubrimiento de los sistemas CRISPR en procariotas. En este articulo, abordamos la historia del descu-
brimiento de CRISPR hasta el punto de inflexion en su adopcién como sistema para edicion génica y
discutimos su potencial como herramienta en el mejoramiento de los cultivos y sus perspectivas a futuro.
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Abstract

The adoption of the prokaryotes-immune system CRISPR/Cas9 as a genome-editing tool represents the
most outstanding technological advance of the last decade and has revolutionized both basic research
and applied developments in many areas of life sciences. The recognition of this technology was reflect-
ed with the 2020 Nobel Prize in Chemistry. In plant research, CRISPR/Cas9 allows for the first time the
precise modification of genomic sequences with unprecedented efficiency and specificity, allowing the
creation of genotypes with beneficial traits that would allow facing the growing global food demand un-
der the constraints of a global warming scenario. The development of this technology and the advances
obtained with its use would not have been possible without the fundamental contribution of the basic re-
search behind the discovery of the CRISPR systems in prokaryotes. In this article, we address the history
of the discovery of CRISPR into the inflection point of its adoption as a genome-editing tool and discuss
its potential in crop breeding and its future prospects.
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Argentina.

Introduccién

La edicion génica constituye uno de los avances mas notables
de la biotecnologia moderna en la modificacion del ADN de
las células eucariotas, permitiendo la introduccion de inser-
ciones o deleciones, la sustitucion de fragmentos, la introduc-
cion de nuevo material genético de forma dirigida, e incluso la
modificacion de secuencias a nivel de nucleétidos individua-
les'. La estrategia basica de la edicién génica involucra la in-
troduccién de cortes en la doble hebra de ADN (DSB, del
inglés double-stranded breaks) en un punto definido del ge-

noma. Para preservar su integridad, las células emplean meca-
nismos enddgenos que les permiten reparar los DSB previo a
la replicacion del genoma. Los principales mecanismos de re-
paracion de DSB en las células eucariotas son la unién de ex-
tremos no-homologos (NHEJ, del inglés non-homologous end
joining) y la recombinacién homologa (HR, del inglés homo-
logous recombination)?. Como resultado de una reparacion
imprecisa mediada por NHEJ se pueden obtener pequefias in-
serciones o deleciones en el sitio de unién, lo que puede ser
explotado para producir la pérdida de funcion de genes especi-
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Fig. 1: Linea de tiempo con los hitos mas destacados del descubrimiento de CRISPR/Cas9.

ficos, debido a la alteracion de los marcos de lectura que con-
lleven a la generacién de codones de terminacién prematuros,
o la pérdida de funcion de la proteina resultante, por la elimi-
nacion de aminoacidos clave a nivel funcional y/o estructural.
Adicionalmente, la reparacion por NHEJ permite la obtencion
de re-arreglos cromosémicos®. Por otro lado, para que se lleve
a cabo la reparacion mediada por HR es necesaria la presencia
dentro de la célula de un fragmento de ADN con secuencia
homologa al sitio de corte, lo que puede ser utilizado para la
integracion dirigida de secuencias ectdpicas o la correccion de
mutaciones prexistentes®.

Los primeros sistemas de edicion génica utilizados en los or-
ganismos eucariotas incluyen a las meganucleasas®, TALEN
(del inglés transcription activator-like effector nucleases) y
ZFN (del inglés zinc finger nucleases)®. Estos sistemas impli-
can el reconocimiento especifico de la secuencia blanco de
ADN a través de un dominio proteico, lo que presenta limita-
ciones asociadas a la complejidad de su disefio y la validacion
de su actividad. Aunque los sistemas TALEN y ZFN adn se
utilizan dentro de la comunidad cientifica de diversas areas,
las mencionadas limitaciones hacen que su adopcién se en-
cuentre lejos de ser considerada rutinaria’. Por el contrario,
CRISPR/Cas (del inglés, clustered regularly interspaced short
palindromic repeats and CRISPR-associated proteins), basa-
do en el reconocimiento de secuencias blanco de ADN guiado
por ARN, representa el sistema de edicion génica mas versatil
descubierto en la historia de la biologia molecular, debido a
que puede ser aplicado para la modificacion de genomas de
plantas y animales (incluyendo humanos) con facilidad, preci-
sién y eficiencia sin precedentes®. A menos de una década
desde su adopcién como herramienta para edicion génica’, el
sistema CRISPR/Cas9 originado de la bacteria Streptococcus
pyogenes ha revolucionado tanto la investigacion basica como
la aplicada en las &reas de medicina, mejoramiento animal y
vegetal, entre otras, lo que le valio a dos de sus desarrollado-
ras, Emmanuelle Charpentier (actualmente en el Instituto Max
Planck de Berlin, Alemania) y Jennifer Doudna (Universidad

de California en Berkeley, Estados Unidos) el Premio Nobel
en Quimica del afio 2020"

En este articulo abordamos brevemente la historia detras del
descubrimiento del sistema CRISPR/Cas9, su biologia y
adopcién como herramienta para edicion génica y proveemos
ejemplos concretos de sus aplicaciones mas notables en agri-
cultura. Por otro lado, discutimos las perspectivas a futuro en
el uso de ésta y otras tecnologias desarrolladas recientemente
a partir de CRISPR/Cas9, en el desarrollo de nuevas varieda-
des de cultivos.

La historia detras de CRISPR/Cas9

La figura 1 muestra una linea de tiempo con los hitos mas des-
tacados en el descubrimiento del sistema CRISPR/Cas9 y su
subsiguiente transformacion en una herramienta para edicion
génica. Como muchos otros de los mas valiosos descubri-
mientos cientificos, el hallazgo de CRISPR ocurrié de manera
accidental. Fue a mediados de los 1980°s, cuando Ishino et al.
(1987) estudiaban un gen relacionado con la formacion de
isoenzimas de la fosfatasa alcalina (AP) en la bacteria Esche-
richia coli. En aquel trabajo, los investigadores aislaron y se-
cuenciaron el gen iap (codificante de una proteasa aparente-
mente involucrada en la conversion isoenzimatica de la AP),
encontrando rio abajo de dicha secuencia una estructura in-
usual, conformada por una secuencia corta repetida varias ve-
ces de forma directa, inter-espaciada por secuencias no con-
servadas™. Esta estructura fue tan inesperada, que los autores
del trabajo la mencionaron brevemente en la discusion, a pe-
sar de no haber identificado su funcion biolégica™.

El siguiente avance en la historia de CRISPR se dio en 1993,
cuando Mojica et al. identificaron repeticiones directas simila-
res a las observadas por Ishino en el genoma de una especie
de arquea, Haloferax mediterranei, durante el estudio de los
mecanismos de regulacion de la expresion génica que permi-

! https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2020/press-release/
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ten a esta arquea adaptarse a distintas condiciones de salini-
dad™. Méas importante atin, los autores demostraron mediante
técnicas de Northern blot, que estas repeticiones son capaces
de transcribirse a ARN. Desde entonces, los avances en las
técnicas de secuenciacion logrados durante la década de 1990
pusieron a disponibilidad de los cientificos datos de secuen-
ciacion de muchos genomas, a partir de los que se detectaron
loci de repeticiones directas en multiples especies de bacterias
y arqueas, descriptas bajo diversos nombres en la literatura™.
Su presencia en dos de los tres dominios de la vida, llamé el
interés de muchos grupos de investigacion especializados en
microbiologia, que se dedicaron a identificar su funcién bio-
I6gica. En 2002, Jensen et al. realizaron estudios de genémica
comparativa y llegaron a la conclusion de que estos loci guar-
dan ciertas caracteristicas conservadas en todos los genomas:
i) contienen multiples repeticiones directas conservadas; ii) las
repeticiones estan inter-espaciadas por secuencias no conser-
vadas; iii) se localizan en regiones inter-génicas; y iv) una se-
cuencia comin de entre 300-500 pb se ubica rio abajo o arriba
del grupo de repeticiones™. Para resumir las caracteristicas
observadas, los autores propusieron por primera vez el nom-
bre CRISPR, que fuera rapidamente aceptado por la comuni-
dad cientifica que trabajaba en estas secuencias. En ese mismo
trabajo y en otro publicado en la misma época, se identifica-
ron los genes Cas, presentes en las regiones adyacentes a los
loci CRISPR™*, El estudio de la secuencia proteica predicha
a partir de estos genes, permiti6 sugerir que codifican para en-
zimas relacionadas con el metabolismo del ADN, posiblemen-
te relacionadas con un sistema de reparacion, recombinacién o
regulacion de la transcripcion™. El punto de inflexion en la
determinacion de la funcion bioldgica de los loci CRISPR se
dio en 2005 cuando de forma independiente dos trabajos pu-
blicados por Mojica et al. y Pourcel et al., demostraron gue las
secuencias no conservadas que separan las repeticiones direc-
tas en el locus CRISPR guardan homologia con genomas de
bacteriéfagos y plasmidos exdgenos™'®. Los autores de am-
bos trabajos, propusieron ademas que las cepas de bacterias
que conservan las secuencias espaciadoras homologas a los
genomas de los fagos, no son susceptibles a su infeccién, que-
dando establecido que CRISPR constituiria un sistema inmu-
ne. A su vez, en ambos trabajos se propuso que los genes Cas
tendrian algun rol en la funcién de CRISPR como sistema in-
mune. Estas observaciones fueron confirmadas por el trabajo
de Bolotin et al. (2005)"". La funcién de CRISPR fue experi-
mentalmente probada por Barrangou et al. en 2007. Trabajan-
do con la bacteria Streptococcus thermophilus demostraron
gue CRISPR es esencial para prevenir las contaminaciones
con bacteriéfagos en cultivos bacterianos benéficos para la
preparacion de yogurt, quesos y productos relacionados™. Los
autores demostraron que las inserciones de fragmentos del
ADN de bacteri6fagos entre las repeticiones directas del locus
CRISPR permiten a la bacteria resistir a la infeccion del fago
correspondiente. A su vez, la eliminacion de esta secuencia en
el fago, restaura la susceptibilidad de la bacteria a su infec-
cion®®. El mecanismo por el cual la bacteria es capaz de con-

trarrestar la infeccion por el fago, fue descripto més tarde por
Brouns et al. (2008). Los autores fueron capaces de recons-
truir el sistema inmune de la bacteria E. coli, demostrando que
moléculas cortas de ARN procesadas a partir del locus
CRISPR interacttan con las proteinas codificadas en los genes
Cas para mediar la respuesta antiviral®. Posteriormente, la
expresion del sistema CRISPR/Cas de S. thermophilus en E.
coli demostrd proteccion heter6loga a la infeccién por fagos.
Este trabajo marc6 un hito muy importante en el desarrollo de
una herramienta para edicion génica, ya que demostrd que
Cas9, la enzima codificada en el gen Cas9 de S. thermophilus
es la Unica proteina necesaria en esta bacteria para mediar la
respuesta inmune®. Ese mismo afio, un grupo de investigado-
res liderados por Emmanuelle Charpentier, trabajando prime-
ro en la Universidad de Viena, Austria, y posteriormente en la
Universidad de Umea, Suecia, lograron identificar un compo-
nente fundamental del sistema CRISPR/Cas de la bacteria
Streptococcus pyogenes. Al igual que su especie emparentada
S. thermophilus, S. pyogenes requiere solo de la nucleasa Cas9
para mediar la respuesta inmune frente a bacteritfagos,
ademas de las secuencias de ARN cortas codificadas en el lo-
cus CRISPR. Los investigadores lograron identificar un tercer
componente constituido por una molécula de ARN no codifi-
cante (denominado tra-crRNA) cuyo rol es clave en la madu-
racion de las moléculas pequefias de ARN que median la res-
puesta inmune?. Este descubrimiento llevé a Charpentier a
establecer una colaboracion con Jennifer Doudna, de la Uni-
versidad de California en Berkeley, Estados Unidos, una re-
conocida bioquimica con vasta experiencia en ARN. Traba-
jando en conjunto, lograron reformular el sistema CRISPR/
Cas9 de S. pyogenes para convertirlo en una herramienta pro-
gramable de edicién génica constituida por dos componentes®.
Inmediatamente, el sistema CRISPR/Cas9 demostr6 su poten-
cial en la edicién de genes de células eucariotas; en mamiferos
primero?, y en plantas méas tarde”?. Desde entonces, su uti-
lizacién ha permitido innumerables investigaciones y aplica-
ciones en areas de medicina, mejoramiento animal y agricultu-

ral.

Biologia del sistema CRISPR/Cas9 y creacién de una
herramienta para edicion génica

CRISPR/Cas fue descubierto como una forma de sistema in-
mune adaptativo presente en muchas bacterias y la mayoria de
las arqueas. En general, se distinguen dos partes fundamenta-
les en CRISPR/Cas: i) los genes Cas, que codifican proteinas
involucradas en la adquisicion de nuevas secuencias de ADN
invasor y en la proteccion frente a la reinfeccion; vy ii) el arre-
glo CRISPR que consiste en secuencias conservadas denomi-
nadas repeticiones directas, separadas por secuencias no con-
servadas de una longitud fija denominadas espaciadores. El
arreglo CRISPR provee de una memoria inmune a la célula de
invasiones de ADN previas®. El sistema inmune CRISPR/
Cas9, perteneciente a la bacteria S. pyogenes (figura 2) ha sido
uno de los sistemas mejor estudiados y su completa descrip-
cion en el afio 20117, llevé al desarrollo de una herramienta
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de edicion génica’. En la bacteria, el mecanismo completo de
defensa se desarrolla en tres etapas, denominadas de adapta-
cion, de expresion y de interferencia®. Durante el proceso de
adaptacion, iniciado ante la primera exposicion de la célula al
fago o plasmido, una secuencia corta del ADN foraneo (espa-
ciador) es integrada al arreglo CRISPR y separada del resto
por repeticiones directas (figura 2A). Durante la fase de ex-
presion, el arreglo CRISPR se transcribe para dar una Unica
molécula larga de ARN, denominada ARN precursor CRISPR

(pre-crRNA), la cual es posteriormente procesada por ARNa-
sas en moléculas cortas de ARN CRISPR maduros (crRNA).
En su extremo 5°el crRNA posee la secuencia complementa-
ria al espaciador integrado durante la etapa de inmunizacion,
mientras gque en el extremo 3" el crRNA posee una secuencia
complementaria a la repeticion directa. Durante la etapa de
interferencia seguida a la segunda invasion del patogeno, el
crRNA es unido por una segunda molécula de ARN no codi-
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Fig. 2: El sistema inmune adaptativo CRISPR/Cas9 de Streptococcus pyogenes. (A) El locus CRISPR consta de un arreglo de secuencias cor-
tas repetitivas (repeticiones directas) inter-espaciadas por fragmentos cortos no repetitivos (espaciadores), y de los genes asociados (genes
Cas). Previo a los genes Cas se encuentra codificado el ARN transactivador del ARN CRISPR (tra-crRNA) que posee homologia con las re-
peticiones directas. Durante el mecanismo de adaptacion, un nuevo espaciador (barra anaranjada) originado del material genético invasor, es
incorporado al arreglo CRISPR por enzimas codificadas en los genes Cas. (B) Durante la etapa de expresion, el nuevo espaciador es transcrip-
to en conjunto con los otros espaciadores en una molécula de ARN larga denominada precursor de ARN CRISPR (pre-crRNA), el cual es
procesado por ARNasas (puntas de flecha invertidas) en moléculas cortas maduras (crRNA), que contienen la secuencia del espaciador y una
repeticion directa (barra gris). El tra-crRNA se transcribe independientemente e hibrida por complementariedad de bases con la repeticion di-
recta contenida en el crRNA. Durante la interferencia, la estructura hibrida crRNA/tra-crRNA es incorporada por la nucleasa efectora Cas9, la
cual es capaz de cortar el ADN invasor ante una segunda exposicion, en un sitio complementario a la secuencia del espaciador, localizada rio

arriba de una secuencia PAM (barra amarilla).
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ficante, denominada ARN transactivador del ARN CRISPR
(tra-crRNA), el cual hibrida con el extremo 3"del crRNA.
Ambos forman una estructura secundaria especifica, capaz de
reclutar a la nucleasa efectora Cas9, y el complejo resultante
tiene la capacidad de monitorear secuencias de ADN, hasta
hibridar con su complementaria en el ADN del patgeno (de-
nominada protoespaciador) y producir el corte para su degra-
dacion. Para la identificacion del ADN foraneo es necesario
en la proximidad del protoespaciador, un motivo corto y con-
servado denominado motivo adyacente al protoespaciador
(PAM, por sus siglas en inglés) (figura 2B). Este motivo se
localiza exclusivamente en la secuencia del ADN foraneo y
no asi en el arreglo CRISPR, lo que ha sido propuesto como
un mecanismo que evita al sistema interferir contra el propio

ADN del hospedador.

El paso fundamental dado en la creacion de una herramienta
programable de edicion génica, se dio al combinar el crRNA 'y
el tra-crRNA en una Unica molécula de ARN guia (SgRNA),
guedando establecido un sistema de dos componentes (figura
3)°. Modificando la secuencia correspondiente al espaciador
dentro de dicho sgRNA, se puede reprogramar el sistema y
guiar la nucleasa Cas9 hacia cualquier secuencia de ADN
(con la existencia de un motivo PAM como Unico requisito)
para introducir cortes en la doble hebra®. La subsecuente repa-
racion del corte por los mecanismos de reparacion celular del
ADN (NHEJ o HR), posibilita la introduccion de modifica-
ciones en la secuencia blanco (figura 3).
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Fig. 3: Edicidn génica mediada por CRISPR/Cas9. La nucleasa Cas9 es guiada por el sgRNA hasta el sitio blanco, complementario a la se-
cuencia del espaciador (linea anaranjada). EI dominio HNH y el dominio RuvC producen el corte de la hebra blanco y no-blanco, respectiva-
mente. La presencia de una secuencia PAM (-NGG) es necesaria para el correcto reconocimiento y funcién por parte de la nucleasa. El corte
resultante en la doble hebra de ADN (DSB), es reparado por uno de dos mecanismos endégenos de la célula del huésped. En ausencia de un
fragmento de ADN de secuencia homéloga, el mecanismo prevalente es la union de extremos no homélogos (NHEJ) que puede conllevar a
inserciones o deleciones en el sitio de union. En presencia de un fragmento de ADN que contiene una secuencia de interés flanqueada por se-
cuencias con homologia al sitio circundante al corte (ADN donante), puede iniciarse el mecanismo de recombinacion homologa (HR), para
producir la integracion de la secuencia de interés, que puede corresponder al mismo organismo o a otro diferente, dando lugar a un reemplazo

alélico o a un evento transgénico, respectivamente.
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Aplicaciones de CRISPR/Cas9 en agricultura

Desde sus primeras aplicaciones en plantas en 2013, el sis-
tema CRISPR/Cas9 ha acelerado la investigacion bésica en
especies vegetales y ha provisto de una herramienta poderosa
para ser aplicada al mejoramiento de muchas especies de cul-
tivos de importancia econémica, como arroz, trigo, maiz, soja,
tomate y papa (para revisiones recientes consultar’®>*). La
combinacion entre los avances en la secuenciacion de geno-
mas y el surgimiento de CRISPR/Cas9 como herramienta de
edicion génica, permite la creacion de nuevos genotipos con
caracteristicas beneficiosas, haciendo foco en caracteres que
tiendan a mejorar la calidad de los productos de cosecha y la
sostenibilidad productiva y ambiental. Debido a que el meca-
nismo de NHEJ es la principal via de reparacion de DSB en
células somaticas vegetales, el sistema CRISPR/Cas9 ha sido
primordialmente utilizado para crear pequefias inserciones o
deleciones en puntos especificos del genoma, que permiten la
eliminacion de elementos genéticos que otorgan caracteristi-
cas indeseables™. Sin embargo, también se ha utilizado para la
introduccion de modificaciones precisas que otorgan una ga-
nancia de funcion a través del mecanismo de HR*. Las princi-
pales aplicaciones de CRISPR/Cas9 en mejoramiento se han
enfocado en obtener aumentos de rendimiento, mayor calidad
nutricional y/o industrial, y resistencia de los cultivos a estre-
ses bidticos y abidticos. En esta seccion, se brindan ejemplos
concretos para demostrar el alcance de esta tecnologia en el
mejoramiento de algunas de las especies de los cultivos mas
importantes para la actividad agricola mundial.

Incremento en el rendimiento

Uno de los principales desafios en el mejoramiento de culti-
Vos, es obtener incrementos y estabilidad en los rendimientos
gue permitan enfrentar la creciente demanda de alimentos y
combustibles de origen vegetal®. Rodriguez-Leal et al. (2017)
utilizaron el sistema CRISPR/Cas9 para generar variantes de
elementos regulatorios de genes que controlan el tamarfio del
fruto, la ramificacion de las inflorescencias y la arquitectura
de la planta, tres de los mas importantes caracteres que afectan
la productividad en tomate®. Mediante la utilizacion de malti-
ples sgRNAs dirigidos a la regién promotora del gen CLV3
(que controla el nimero de compartimentos para las semillas
del tomate y, por lo tanto, el tamafio del fruto), los autores lo-
graron generar distintas variantes del promotor obteniendo
plantas con un nimero mayor de 6rganos florales y de com-
partimentos de semillas en el fruto, lo que resulté en un au-
mento en el tamafio del mismo. En el mismo trabajo, los auto-
res editaron las regiones promotoras de los genes S (controlan
el desarrollo de inflorescencias promoviendo la maduracion
de los meristemas) y SP (codifica para un represor de la flora-
cion gue mantiene el crecimiento vegetativo), obteniendo
plantas editadas con aumento del nimero de ramificaciones en
las inflorescencias (lo que incrementa el nimero de frutos por
planta), y plantas editadas con alteraciones en la arquitectura
del tallo y en el nimero de inflorescencias, respectivamente®.

El arroz, una de las principales fuentes de alimento del mun-
do, ha sido uno de los cultivos en los que se ha aplicado am-
pliamente el mejoramiento mediante técnicas de edicion géni-
ca, debido a que posee un genoma pequefio, alta eficiencia de
transformacion, y disponibilidad de datos genémicos™. Utili-
zando el sistema CRISPR/Cas9, Zhou et al. (2019) editaron
los genes OsGS3, OsGW2 y OsGnla, que regulan negativa-
mente el tamafio, el ancho y peso, y el nimero de granos por
espiga, respectivamente. Siguiendo una estrategia de multiples
genes blancos, los autores obtuvieron combinaciones de mu-
tantes para los tres genes, en tres cultivares élites de arroz, lo-
grando aumentos de rendimiento de hasta un 68% en el caso
de las lineas editadas simultaneamente en los tres blancos™®.

Mejoramiento de calidad nutricional y/o industrial

La papa es el tercer cultivo mas importante para el consumo
humano y posee un rol fundamental en la seguridad alimenta-
ria. Uno de los factores que afectan la calidad y su industriali-
zacién es el pardeamiento enzimatico, iniciado cuando los
tubérculos sufren dafio mecanico durante los procesos de co-
secha, transporte y almacenamiento. Mediante la edicién del
gen StPPO2 (que codifica para una polifenol oxidasa respon-
sable del pardeamiento enzimatico en tubérculos) con el sis-
tema CRISPR/Cas9, nuestro grupo® ha reportado reciente-
mente la generacion de una variedad de papa con reduccidn de
hasta un 73% en el pardeamiento enzimatico, lo que represen-
ta un beneficio tanto para la industria y los productores (dis-
minucién del desperdicio de productos), como para los con-
sumidores (mejores cualidades organolépticas)®. Por otro la-
do, la modificacion del almidon de la papa, mediante la ob-
tencion de variedades con aumento del contenido de amilosa e
incremento del largo de las cadenas de amilopectina, puede
contribuir a su calidad nutricional, disminuyendo el indice
glucémico post-consumo Y los niveles de colesterol en sangre.
Con el sistema CRISPR/Cas9 se obtuvieron variedades con
estas propiedades mediante la edicion de los genes SBEL y
SBE2 (que codifican para las enzimas involucradas en la
sintesis de amilopectina), de forma individual o simulté-
nea***’. El almidén resultante conformado por cadenas largas
de amilopectina, posee ademas propiedades beneficiosas para
su utilizacion como materia prima en la produccion de bio-
plasticos, los cuales en un futuro podrian reemplazar a algunos
de los plasticos basados en materiales de origen fésil que utili-
zamos hoy en dia*.

El trigo es uno de los principales componentes de la dieta
humana y el cereal més cultivado mundialmente, y una de las
primeras especies en ser editadas mediante el sistema
CRISPR/Cas9%. El consumo de las proteinas del gluten del
trigo esta asociado a la enfermedad autoinmune celiaquia, en
los individuos susceptibles genéticamente. Dentro de las pro-
teinas que conforman el gluten, la familia de las a-gliadinas
son particularmente estimulantes de esta enfermedad. Utili-
zando el sistema CRISPR/Cas9, Sanchez-Ledn et al. (2018)
lograron editar regiones conservadas de los genes de la familia
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de a-gliadinas en variedades de trigo pan y trigo duro (cande-
al), obteniendo lineas editadas en hasta 35 genes en simulta-
neo, lo que llevo a una considerable reduccidn de las proteinas
a-gliadinas (32-82%) y una reduccion de la imunoreactividad
de hasta un 85%*.

Resistencia a estreses bidticos y abioticos

La obtencidn de cultivos con rendimientos elevados y estables
en condiciones desfavorables, como el estrés hidrico o las al-
tas temperaturas, es de especial interés en el mejoramiento
considerando los efectos adversos del cambio climético. En la
respuesta a estrés hidrico, la hormona vegetal etileno juega un
rol fundamental. En maiz el gen ARGOSS8 es un regulador ne-
gativo de la respuesta a etileno, ya que puede interactuar fisi-
camente con su receptor en la célula, modulando la percep-
cion de la hormona por parte de la misma y por tanto la casca-
da de sefiales que llevan a la respuesta. Con el objetivo de
aumentar la tolerancia a estrés hidrico maiz, Shi et al. (2017)
aumentaron la expresion del gen ARGOS8 en lineas puras, a
partir de la edicién de la region promotora del gen end6geno
mediante el sistema CRISPR/Cas9. Utilizando una secuencia
de ADN donante conteniendo el promotor del gen GOS2 (gen
con expresion ubicua y moderada en maiz) y su regién 5 no-
codificante, los autores lograron obtener lineas editadas con
reemplazo del promotor del gen ARGOS8 por la regién pro-
motora del GOS2, o bien lineas editadas con insercion de la
secuencia promotora del gen GOS2 rio arriba de la secuencia
codificante de ARGOS8®. En ambos casos, las modificacio-
nes resultaron en una sobreexpresion del gen ARGOSS en to-
dos los tejidos de las plantas obtenidas, lo que determiné un
aumento significativo del rendimiento de las plantas someti-
das a déficit hidrico, sin penalidad de rendimiento en condi-
ciones hidricas optimas para el cultivo®.

El uso de variedades de cultivos resistentes a enfermedades,
puede asegurar rendimientos altos en condiciones de estrés
bidtico a la vez que conlleva a una disminucién en el uso de
guimicos para el control de los patégenos que las ocasionan.
En papa, el tizon tardio representa la enfermedad mas impor-
tante para el cultivo a nivel mundial y es causada por el oo-
mycete Phytophthora infestans, cuyo control depende del uso
de fungicidas aplicados durante el crecimiento de la planta y,
en especial, durante el desarrollo de los tubérculos. El uso de
variedades de papa resistentes a la enfermedad, representa una
alternativa ambientalmente sostenible. En la colonizacion por
parte del patégeno, los llamados genes de susceptibilidad de la
planta (genes S) tienen un rol fundamental en el avance de la
infeccién. Utilizando el sistema CRISPR/Cas9, Kieu et al.
(2021) editaron 7 genes S candidatos para obtener resistencia
al tizon tardio. Los autores lograron obtener plantas editadas
en los cuatro alelos de cada gen candidato, de las cuales aque-
llas editadas en los genes StDND1, StCHL1 y StDMR6-1 mos-
traron un incremento de la resistencia a la enfermedad, evi-
denciada en una menor superficie de las lesiones sufridas en
las hojas de las plantas expuestas al oomycete. Adicionalmen-
te, las plantas editadas en el gen StDMR6-1 mostraron una re-

duccion del nimero total de hojas afectadas, y en ninguno de
los tres casos se observaron efectos adversos en el crecimiento
y morfologia de las plantas obtenidas™.

Nuevas tecnologias y perspectivas a futuro en agricultura

El sistema CRISPR/Cas9 ha probado poseer un gran potencial
para el mejoramiento de los cultivos. A su vez, se han desarro-
llado nuevas tecnologias a partir de este sistema que permiten
la introduccion de otras modificaciones gendmicas mas alla de
las generadas a través de los mecanismos de NHEJ y HR.
Muchas caracteristicas importantes en los cultivos estan de-
terminadas por mutaciones puntuales o por reemplazos de una
Unica base dentro de un gen. La técnica de base-editing ha
surgido como una aproximacion novedosa, a partir de la fu-
sién de una nucleasa Cas9 con uno o ambos de sus dominios
cataliticamente inactivos (nCas9 o dCas9, respectivamente),
fusionada a un dominio con actividad desaminasa. Depen-
diendo de la naturaleza de este Ultimo, el sistema es capaz de
catalizar la conversion de una citosina a una timina (C-T) o de
una adenina a una guanina (A-G) dentro de una secuencia
genémica de forma sitio-dirigida®™. Mas recientemente, la
herramienta de prime-editing fue desarrollada a partir de la
fusién de una nCas9 con una transcriptasa reversa, acoplada a
un sgRNA modificado (pegRNA, del inglés prime editing
guide RNA) que contiene tanto la secuencia necesaria para el
reconocimiento del sitio blanco como una secuencia molde de
ARN. Dicha secuencia es retrotranscripta a ADN por la trans-
criptasa reversa, para ser insertada dentro del sitio de recono-
cimiento y lograr la introduccién de nueva informacion gené-
tica™. A su vez, los estudios genémicos de nuevas especies de
bacterias y arqueas han permitido identificar otras nucleasas
que presentan requerimientos diferentes en cuanto a las se-
cuencias PAM, los que aumenta el nimero de secuencias
blanco que pueden editarse dentro de un genoma®’.

Uno de los principales desafios en el uso de estas tecnologias
en muchas especies de cultivos, lo constituye la introduccion
en la célula vegetal de los componentes que median la edicion
génica”®. Normalmente este paso involucra el uso de molécu-
las de ADN que codifican para la maquinaria de edicion, las
cuales son introducidas mediantes metodologias como la
transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefa-
ciens o la utilizacion de cafiones génicos para el bombardeo
de particulas®. Alternativamente, el uso de protoplastos obte-
nidos a partir de la degradacion de la pared celular vegetal,
representa una aproximacion ventajosa para la introduccion de
los componentes en forma de moléculas de ADN o en la for-
ma de complejos ribonucleoproteicos (RNP) ensamblados in
vitro, lo que evita la integracion de ADN foraneo en el geno-
ma de la planta® % Todas estas aproximaciones dependen de
la capacidad de regeneracion de distintos explantes o células
individuales, lo que involucra procedimientos de cultivo de
tejidos cuyo éxito depende en gran medida de la especie y el
genotipo en particular®. Por lo tanto seré critico en el futuro
contar con estrategias de introduccion de los componentes de



18 Matias Gonzalez, Gabriela Massa, Sergio Feingold / Avances en Quimica, 16(1), 11-20 (2021)

los sistemas CRISPR, que sean aplicables a variedades élite
de cultivos. Algunas aproximaciones tales como la expresion
transitoria de reguladores del desarrollo para inducir la trans-
formacion de genotipos recalcitrantes, o la introduccion de los
componentes en tejidos meristematicos, polen o inflorescen-
cias, representan oportunidades para establecer procedimien-
tos robustos que contribuyan a la aplicacion de estas tecnolog-
fas a un nimero mayor de genotipos®.

La llegada de esta extensa caja de herramientas a la produc-
cion agricola y al consumo, dependera en Ultima instancia de
los marcos regulatorios que los paises establezcan para los or-
ganismos resultantes™*>. Actualmente, existe una discusion
global acerca de la aproximacion regulatoria que debe utilizar-
se para los cultivos obtenidos por estas técnicas. La pregunta
central abordada en esta discusion es si los productos genera-
dos mediante edicion génica deben ser sujetos o no a los mis-
mos marcos regulatorios de bioseguridad ya existentes para
los Organismos Genéticamente Modificados (OGMs)*. Di-
chos marcos se basan en los principios fundamentales de se-
guridad de alimentacion (tanto humana como animal) y en
evaluaciones de riesgo ambiental de los cultivos obtenidos
mediante biotecnologia®, pudiendo distinguirse aquellos ba-
sados en el proceso, que se enfocan en las técnicas utilizadas
para la obtencion del nuevo cultivo, y aquellos basados en el
producto, que centran el andlisis de las caracteristicas finales
gue posee el nuevo cultivo y si éstas representan un riesgo o
no'. Debido a que CRISPR/Cas9 y otras tecnologias relacio-
nadas pueden utilizarse para la generacion de productos que
no difieren de aquellos obtenidos por métodos de mejoramien-
to convencionales o que aparecen espontaneamente en la natu-
raleza, aquellos paises que orientan su regulacion al producto
final han establecido que los mismos no sean alcanzados por
el marco regulatorio de los OGMs>. Entre ellos, se destacan
los casos de Estados Unidos, Argentina, Brasil y Canad&™®.
Por el contrario, la Union Europea, que posee una regulacion
basada en el proceso, ha propuesto que los organismos obte-
nidos mediante esta tecnologia sean clasificados como OGM,
en una decision de la Corte Europea de Justicia emitida en ju-
lio de 2018 La incertidumbre respecto de la regulacion y las
diferencias entre las posturas adoptadas por cada pais pueden
representar un impedimento en la aplicacion de esta tecnolog-
fa para el mejoramiento de cultivos cuyo destino sea la expor-
tacion. Sin embargo, la potencialidad de la edicién génica en
el desarrollo de cultivos con mayor valor nutricional e indus-
trial y su posible impacto positivo en la sostenibilidad produc-
tiva y ambiental en un marco de cambio climético global hace
necesario rever los marcos regulatorios que la restringen.
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