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PLANTAS A LA CARTA

La edicién de genomas para la mejora vegetal

CONCHA GOMEZ MENA

Las plantas que comemos son el resultado de un largo proceso de domesticacion de especies sil-

vestres realizado por los seres humanos. En la actualidad la tecnologia de edicion génica CRISPR/

Cas proporciona una nueva aproximacioén para la mejora de los cultivos a la vez que ofrece un inte-

resante espectro de posibilidades en la obtencién de variedades con caracteristicas nuevas y mas

saludables. La tecnologia se apoya en dos pilares fundamentales: por un lado, el conocimiento dela

secuencia de genomas completos y, por otro, laidentificacion de la funcion de los genes. En menos

de una década, disenar plantas a la carta ha pasado de ser una utopia a una posibilidad real.
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B LASPLANTAS QUE COMEMOS

Las plantas son componentes esenciales de los eco-
sistemas terrestres e imprescindibles para el manteni-
miento de la vida en la Tierra. El reino Plantae incluye
una enorme diversidad de grupos: bridfitas (musgos
y hepaticas), pteridofitas (helechos y equisetos), gim-
nospermas y el extenso grupo de las plantas con flores
o angiospermas (monocotiledéneas y dicotiledoneas).
La mayor diversidad de especies, y posiblemente el ma-
yor nimero de especies todavia sin identificar, se con-
centra en las zonas tropicales del planeta.

Se estima que existen entre 450.000 y 500.000 espe-
cies diferentes de plantas,! de las cuales mds de la mitad
son comestibles. A pesar de la apa-
rente variedad de plantas que se
utilizan en la alimentacién hu-
mana, dnicamente en torno a 200
se consumen en todo el mundo
de manera habitual. Ademads, tres
plantas —maiz, arroz y trigo— apor-
tan casi un 60 % de las proteinas
y calorias de origen vegetal en la
dieta de las personas (FAO, 1999).
La pérdida de agrobiodiversidad
vegetal es una tendencia que ha ido en aumento en los
ultimos cien afios y que estd asociada a los cambios
producidos en las practicas de cultivo y a la globaliza-
cion de los sistemas de produccion. El resultado es el

1 Véase la web http://www.theplantlist.org/

«A pesar de la aparente
variedad de plantas utilizadas,
Unicamente en torno
a 200 se consumen en todo
el mundo de manera habitual>»

reemplazo de multiples variedades locales por un nud-
mero reducido de nuevas variedades mejoradas o por
variedades exdticas.

Los retos actuales de la agricultura pasan por erra-
dicar el hambre y la malnutricién y asegurar alimen-
tos suficientes para dar respuesta a la demanda de las
generaciones presentes y futuras (FAO, 1983). En las
estimaciones de la inseguridad alimentaria en el mundo
llevadas a cabo por la FAO en 2012, se aprecia que el
crecimiento econémico es particularmente eficaz para
reducir el hambre y la malnutricién. Por otra parte,
el crecimiento econdémico debe incluir la dimension
de la nutricion incidiendo en la diversificacién de la
dieta y en la adecuada ingesta
de nutrientes dentro de sistemas
de produccién y consumo soste-
nibles (FAO, FIDA y PMA, 2012).

En anos recientes, la prevalencia
de las alergias alimentarias y sus
efectos globales en la poblacién
mundial han sido objeto de andli-
sis. Las sensibilidades a alimentos
pueden clasificarse como alergias
si implican reacciones inmunol6gi-
cas anormales a componentes del alimento o como into-
lerancias si el individuo presenta sensibilidad a alimentos
en ausencia de respuesta inmunoldgica. La sensibilidad
a productos de origen vegetal incluye algunos de los
alimentos basicos en la dieta humana, como los cereales
con gluten (trigo, cebada, centeno, avena, espelta y sus
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variedades hibridas o subproductos), la soja y frutos
secos, como los cacahuetes y las nueces. En parti-
cular la intolerancia al gluten afecta al 1 % de la po-
blacién europea. El tratamiento recomendado para
las personas alérgicas o intolerantes es la elimina-
cién de la dieta del alimento o aditivo que provoca
la reaccion adversa. En este sentido, la industria
alimentaria debe proporcionar la mayor cantidad
de informacioén en el etiquetado de sus productos
(Taylor y Hefle, 2001).

B INNOVACION EN MEJORA VEGETAL

La mejora de las especies vegetales para consumo
es una préctica ancestral que ha tenido como re-
sultado la generacion de plantas que presentan
nuevos caracteres (Figura 1). Se ha utilizado para
obtener plantas de mayor calidad, con mayor rendimiento
o mds resistentes a condiciones ambientales adversas
y a patégenos. Ademads, la mejora vegetal también se ha
dirigido a obtener variedades de plantas con caracteres
totalmente nuevos (color y morfologia de la planta o el
fruto, ausencia de semillas, etc.), no presentes en la es-
pecie original. Las técnicas convencionales de mejora
vegetal obtienen su mayor fuente de variabilidad genéti-
cas de las mutaciones que se pueden originar de manera
espontdnea durante los procesos de mitosis 0 meiosis
o mediante mutagénesis provocada (utilizando compues-
tos quimicos o irradiacion).

Frecuentemente la mutacion asociada al cardcter de-
seado debe incorporarse en otra planta mediante hibri-
dacién y posterior seleccion en la poblacion resultante
del cruce. De esta manera se transfieren uno o pocos
genes desde una variedad o especie donante a otra varie-
dad que actia como receptor (parental recurrente). Se re-
quieren varias generaciones en las que se vuelve a cruzar
la descendencia con el parental recurrente y se selecciona
la presencia del cardcter que queremos introducir. Este
proceso tiene limitaciones en cuanto a la precision de los
fragmentos del genoma introducidos en el recurrente
y requiere largos periodos de tiempo para introducir el ca-
racter deseado. En los ultimos afios, el desarrollo de los
métodos de secuenciacién masiva ha permitido conocer
los genomas completos de muchos cultivos. Esta infor-
macién permite combinar las metodologias de mejora
convencional con herramientas moleculares y acelerar
los procesos de seleccién en los materiales generados.

La aparicién de las técnicas de ingenieria genética
supuso un salto sustancial en la capacidad para generar
nuevas variedades de plantas genéticamente modificadas
0 GMO (organismos genéticamente modificados). Du-
rante los dltimos treinta afios el trabajo de numerosos
laboratorios ha dado lugar al desarrollo de una gran va-

Foto: Concha Gémez Mena
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Figura 1. Las plantas que comemos son el resultado de un largo
proceso de domesticacion y mejora. La imagen muestra un fruto
de la especie silvestre de tomate Solanum pimpinellifolium (izquier-
da) en comparacion con un fruto de tomate cultivado actual, So-
lanum lycopersicum (derecha). El proceso de domesticacion inicial
se centrd en el incremento del tamaiio del fruto.

riedad de plantas con modificaciones de interés; sin em-
bargo, aunque su implantacion para uso comercial ha sido
muy importante, se reduce a una docena de cultivos dife-
rentes (Beltrdn, 2018). Las dos principales lineas de me-
jora de cultivos se han centrado en la obtencién de plantas
tolerantes a herbicidas y plantas resistentes a insectos.

Una de las principales causas del bajo nimero de va-
riedades modificadas presentes en el mercado es el ele-
vado costo de los procesos de obtencion de permisos
para la autorizacion de nuevas variedades. Por otra parte,
la percepcion social, principalmente en Europa, de que
los alimentos transgénicos pueden suponer un riesgo para
la salud ha frenado su utilizacién y la aparicién de nuevas
variedades. Sin embargo, una exhaustiva revisién de es-
tudios cientificos publicados durante estos afios no ha
encontrado ninguna evidencia de que las variedades ob-
tenidas mediante ingenieria genética supongan un riesgo
para la salud o para el medio ambiente mayor que las
variedades obtenidas por mejora convencional (National
Academies of Sciences & Medicine, 2016).

B LAEDICION GENETICAEN PLANTAS DE
CULTIVO: INNOVACION Y MEJORA

Desde hace escasamente seis afios, una nueva tecno-
logia permite la edicién precisa de genes. La tecnolo-
gia CRISPR/Cas2 (CRISPR-associated) hace posible

2 Las siglas CRISPR/Cas (CRISPER-associated) significan clustered regularly
interspaced short palindromic repeats (“repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente espaciadas”).



la mejora de variedades vegetales sin la introduccién
de elementos fordneos. En particular, el sistema CRISPR/
Cas9 por su simplicidad (Figura 2), bajo coste y aplicabi-
lidad a un extenso nimero de especies, estd demostrando
su enorme potencial.

El descubrimiento de los siste-
mas CRISPR/Cas se remonta a los
estudios de sistemas de inmuni-
dad adaptativa microbiana (Mo-
jica y Montoliu, 2016). Algunos
microorganismos, principalmente
arqueas, se protegen frente a los
virus cortando su material gené-
tico. Fragmentos de este material
genético externo se mantienen
en el genoma bacteriano como un recuerdo de la invasion
y, en caso de una nueva infeccion, guiardn a las nucleasas
(proteinas Cas) para su corte e inactivacion. Eric Lander
(2016) publicé un detallado resumen de los principales
investigadores implicados en el descubrimiento y estudio
del mecanismo molecular de este sistema.

El desarrollo de la tecnologia CRISPR/Cas9 para la edi-
cién de genes en eucariotas se basa en la reconstitucion
in vitro de tres de los elementos identificados en Strep-
tococcus pyogenes, dos ARN (crRNA y tractRNA) y la
proteina Cas9. Los crRNA (CRISPR RNA) contienen
las secuencias homélogas a genes diana presentes en el
genoma a editar, mientras que los tractrRNA sirven de an-

«La mejora de las especies
vegetales es una practica
ancestral que ha tenido como
resultado la generacion de plantas
con nuevos caracteres»
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claje a la proteina Cas9. La proteina Cas9 es una endo-
nucleasa que ocasiona cortes en la doble hebra de ADN.
El dnico requisito para el corte es la presencia de una
secuencia de tres nucledtidos denominada PAMS3 en la
region adyacente a la secuencia
diana (Mojica, Diez-Villasefor,
Garcia-Martinez y Almendros,
2009). El corte de la doble hebra
de ADN es reparado por la ma-
quinaria celular mediante la eli-
minacion e introduccién aleatoria
de nucledtidos que generan sitios
de apareamiento nuevos entre
las dos hebras. Si la reparacién
se produce en el entorno de la
secuencia codificante de un gen, los cambios general-
mente conllevan su inactivacién (Figura 2). Un segundo
mecanismo permite la reparacion del corte a partir de un
ADN molde en un proceso de recombinacién homdloga
(Figura 2). Esta segunda via hace posible la modificacién
de secuencias especificas que podria tener aplicaciones
en las ciencias biomédicas como estrategia de terapia
génica para el tratamiento de enfermedades congénitas
(Montoliu, 2019).

3 Protospacer adjacent motif o “motivo adyacente de protoespaciador”. En el
caso de S pyogenesse ha determinado que la secuencia PAM es NGG, donde
N es cualquier nucleétido y G un nucleétido de guanina.
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Figura 2. Etapas basicas de la edicién de genes mediante la tecnologia CRISPR/Cas9. En la etapa 1, los elementos de edicidon (sgRNA
y proteina Cas9) se introducen en las células a editar donde se encuentra el material genémico (ADN). El sgRNA lleva una secuencia de 20
nucleotidos o secuencia guia (en color rojo) complementaria al gen diana. En la etapa 2, el complejo sgRNA/Cas9 interacciona con el
ADN gendmico y se produce el apareamiento entre la secuencia guia del sgRNA y el gen diana. La proteina Cas9 reconoce una secuencia
de tres nucleotidos denominada PAM (en color amarillo) y realiza un corte en la doble hebra de ADN. En la etapa 3, la maquinaria celular
activa los mecanismos celulares de reparacion. En el lado izquierdo la reparacién del corte puede producirse a expensas de introducirse (In.:
inserciones) o perderse (Del.: supresiones) nucleotidos, lo cual generalmente lleva a la inactivacion del gen. En el lado derecho se muestra
el mecanismo de reparacion por recombinacion homaologa en el que se requiere un ADN molde que permite restaurar la secuencia original

o introducir un cambio de nuestra eleccion.
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En 2012 el trabajo de dos laboratorios pro-
puso la fusién de los dos ARN en una tinica
molécula denominada sgRNA (single-guide
RNA) y demostr6 que es funcional y dirige
a la protefna Cas9 a la zona del genoma donde
se encuentra el sitio a editar (Gasiunas, Barran-
gou, Horvath y Siksnys, 2012; Jinek et al., 2012).
Los autores también predijeron el potencial
de este sistema como herramienta para la edi-
cién genética programable mediado por nu-

cleasas (Jinek et al., 2012). No pasaria mucho
tiempo hasta la aparicioén de las primeras pu-
blicaciones de edicion de genes de organismos
in vivo. En 2013 se publican los primeros arti-
culos describiendo la edicién de genes en célu-
las de mamiferos (Cong et al., 2013) y plantas
(Shan et al., 2013).

Desde entonces la utilizacién de esta tec-
nologia en el editado de genes de diferentes
organismos ha tenido un incremento exponen-
cial. Diversos estudios han demostrado que uti-
lizando una sola nucleasa y varios sgRNA
se pueden editar varios sitios del genoma si-
multdneamente, lo cual es especialmente inte-
resante cuando se pretende editar genes de gran
tamafo o familias de genes (Wolter, Schindele
y Puchta, 2019). La edicién de genes en plantas
amenudo requiere una etapa inicial de transfor-
macion genética para introducir los elementos
del sistema (sgRNA y proteina Cas9) y su pos-
terior eliminacion en la siguiente generacion.
Esto supone una limitacién para especies en que no se
han desarrollado protocolos eficientes de transformacion
genética o con largos tiempos de generacion, como algu-
nas plantas lefiosas. En este sentido se estan desarrollado
métodos alternativos que no requieren transformacion
estable utilizando protoplastos o embriones inmaduros
(Liang et al., 2017; Osakabe et al., 2018). También se han
desarrollado sistemas de edicion compuestos inicamente
por proteinas o complejos RNA-proteina que permiten
editar el genoma sin el uso de ADN recombinante (Met-
je-Sprink, Menz, Modrzejewski y Sprink, 2018).

Fotos de M? Jesus Lépez Martin

B ELFUTURO DE LOS ALIMENTOS Y LA
EDICION GENETICA EN PLANTAS

En plantas de cultivo, el sistema CRISPR/Cas9 se ha uti-
lizado en la mejora de cereales como maiz, arroz y trigo;
horticolas —tomate, patata, pepino y sandia— y especies
lefiosas —citricos, papaya y manzano, entre otros— (revi
sado por Wang, Zhang y Zhu, 2019; Wolter et al., 2019).

La tecnologia CRISPR/Cas9 se ha usado extensamente
para generar plantas resistentes a estreses tanto abidticos
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Figura 3. Obtencion de plantas de tomate sin polen mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9. La planta editada (abajo) presenta la insercion de un nucleotido
enlasecuencia de un gende tomate necesario en el proceso de gametogénesis
masculina. A) Cortes histoldgicos de anteras de flores de tomate. En las plantas
convencionales (arriba) se observa la presencia del polen (flechas), mientras
que las plantas editadas (abajo) son estériles y no producen polen. B) Frutos
maduros de un tomate de la variedad Moneymaker convencional (arriba) y de
una planta editada (abajo). En las plantas editadas se obtienen frutos sin se-
millas (partenocarpicos).

(condiciones ambientales adversas que afectan al creci-
miento de la planta) como bidticos (microorganismos
patégenos). Recientemente, un grupo del Centro Nacional
de Biotecnologia en Madrid ha reportado que la edicién
del gen SIJAZ2 de tomate, relacionado con la percepcion
de la hormona vegetal jasmonato, confiere proteccion a la
planta frente a hongos patégenos mediante un mecanismo
asociado al cierre estomdtico (Ortigosa, Giménez-Ibafiez,
Leonhardt y Solano, 2019). En cereales como el arroz,
gran parte de las mejoras introducidas mediante la tecno-
logia CRISPR/Cas9 se han concentrado en el desarrollo
de plantas mds resistentes a hongos fitopatégenos y a
incrementar la resistencia a altas temperaturas (Biswal,
Mangrauthia, Reddy y Yugandhar, 2019) asociadas
a cambio climdtico.

Un ejemplo de edicién genética con importante re-
percusion en la salud humana es el desarrollo de plantas
de trigo con bajo contenido en proteinas del gluten, res-
ponsables de diferentes trastornos del sistema digestivo
(Sanchez-Leon et al., 2018). En este trabajo los autores
disefian dos sgRNA para editar regiones conservadas
de los genes que codifican las alfa-gliadinas, las principa-



les proteinas que desencadenan sensibilidad en personas
que padecen de enfermedad celiaca. La aproximacion
fue exitosa en la introduccién de mutaciones de manera
especifica y simultdnea en esta familia de proteinas, y se
obtuvieron plantas con bajo contenido en gluten y una
disminucién en su inmunoreactividad del 85 % (San-
chez-Leon et al., 2018). Las lineas obtenidas constituyen
un avance sin precedentes en la obtencion de variedades
comerciales de trigo con bajo contenido en gluten en un
futuro cercano.

En nuestro laboratorio del Ins-
tituto de Biologia Molecular y Ce-
lular de Plantas (IBMCP, Valencia)
hemos estudiado durante los ulti-
mos afios el proceso de formacién
del fruto en plantas de tomate.
Nuestros estudios desvelan un me-
canismo por el cual las anteras
en desarrollo regulan negativamente el crecimiento
del ovario no polinizado. En consecuencia, la elimina-
cién temprana de los estambres tiene como consecuencia
el desarrollo de frutos sin semillas en esta especie (Me-
dina et al., 2013; Rojas-Gracia et al., 2017).

Basandonos en estos resultados, hemos utilizado la tec-
nologia CRISPR/Cas9 para demostrar que la inactivacion
especifica de genes responsables de la formacién del po-
len es suficiente para desencadenar el desarrollo de frutos
sin semillas (partenocdrpicos). En concreto, la insercion
de un tnico nucleédtido en la secuencia de un gen diana
inactiva la funcién del gen y da lugar a plantas sin polen
y partenocarpicas (Figura 3; resultados sin publicar). Este
desarrollo podria tener otras aplicaciones en la obtencion
de plantas ornamentales sin polen como método de con-
tencién para evitar su propagacioén indeseada o para re-
ducir la presencia de alérgenos. Estas nuevas variedades
son un ejemplo de edicidén genética a la carta y demues-
tran el enorme potencial de estas nuevas estrategias en la
mejora de los cultivos del futuro. ®
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