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Es importante estar informados 
antes de ir a comprar esto 
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1. El principio molecular de la edición 
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2. El futuro de Crispr en agricultura 



Edición 



Mutagénesis a la medida 
• Solo en los últimos 5 años. Dos 

tecnologías: 
– TALENs 

• Transcriptional activator Like + Nucleases 

• Derivados de patógenos vegetales: activaban 
transcripción de genes específicos 

– CRISPR-Cas 
• Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats) 

• Derivados del sistema de defensa de bacterias 
contra fagos 



http://www.umassmed.edu/research/cores/mutagenesis/ 



Los TALENS 



Xanthomonas 

X. axonopodis pv.  
vesicatoria (Xcv) 

X. campestris pv.  
campestris (Xcc) 

X. axonopodis pv.  
citri (Xac) 

X. oryzae pv.  
oryzae (Xoo) 

Bacterial spot disease 
in pepper and tomato 

Citrus canker in 
citrus cultivars 

Black rot disease  
in crucifers 

Bacterial blight  
in rice 



Genes hrc/hrp 

Exchangable effector locus Conserved effector locus 



TALEs 
Transcription activator-like 



Proteínas involucradas en el sistema 
de transporte 

• HrcC 
– Secretina 

• HrcJ 
– Membrana interna 

• HrcN 
– Provee energía para translocación 

• Otras proteínas formando el 
cuerpo basal: 
– Hrc Q,R,S,T,U,V 

• Proteínas del pilus no son 
conservadas 
– Diferencias entre plantas y animales? 
– Pared celular min. 100nm  

 
 

(He et al, Biochim et biophys acta. 1694:181. 2004) 



Estructuras supramoleculares para 
secreción 

• Se han aislado estructuras 
basales parecidas al cuerpo basal 
de un flagelo (Salmonella) 

– 2 anillos externos (Membrana 
Externa) 

– 2 anillos internos (Membrana 
interna) 

– Extensión extracelular (“aguja”) 

• Pili Hrp en bacterias 
fitopatógenas – más largo pero 
mismo diámetro (~ 8 nm) 

Fig1 

(Kubori et al, Science. 280:602. 1998) 



TALEs 

Nature reviews genetics. 14:781. 2013 



Residues 12 and 13 in each repeat (RVD) are hypervariable 
and they determine binding specificity 

TALE-target promoter recognition 

The code allows to predict the target promoter sequence 

(Modified from Boch et al., 
2009) 

(Boch et al., 2009) 
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http://www.umassmed.edu/research/cores/mutagenesis/ 



Crispr 
clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats 



CRISPR: defensa contra fagos 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Crispr.png 



SRSR (Short regularly spaced repeats) 

SPIDR (spacers interspaced direct repeats) 

LCTR (large cluster of 20 nt tandem repeat sequences) 

 

 CRISPR (2002, Jensen et al., Mojica et al. ) 

Horvat & Barragou, 2010; Mali et al., 2013 

Cas (CRISPR associated) 

Sistema CRISPR/Cas 



 

Horvat & Barragou, 2010 



Horvat & Barragou, 2010 



Tipos de CRISPR 
los 3 pasos 

En los tipos I y II la 

selección del 

protospacer de la 

hebra invasora 

depende del PAM 



Cas6e or Cas6f subunits 

Cliva el Pre-crRNA  

Tipo II tiene el 

tracr RNA 

complemetario a 

las repeticiones 

y clivaje con 

RNAasa III en 

presencia de 

Cas9 

Cascade: 

CRISPR- 

associated 

complex for 

antiviral defence 

En los tipos I y II target del invasor necesita PAM  

En biotec, la unión de crRNA y tracrRNA es el gRNA 



Type II CRISPR/Cas9 

Mali et al., 2013; Cong et al., 2013 

Rompe dsDNA 

tracrRNA espaciador 

Nucleasa guiada por RNA 

Mali et al. gRNA reemplaza  

complejo  crRNA y tracrRNA 



Figure 5-53 Two different types of end-joining for repairing double-strand breaks 

(A) Nonhomologous end-joining alters the original DNA sequence when repairing broken chromosomes. 
These alterations can be either deletions (as shown) or short insertions. (B) Homologous end-joining is 
more difficult to accomplish, but is much more precise. 

Los rompimientos de doble hebra son reparados  



Hasta ahora se han editado plantas 
transformables,  

¿Cómo transformar las plantas? 



• Causa agalla (tumor) de la corona en una gran variedad de 
plantas 

www.entomology.cornell.edu  

agebb.missouri.edu  

www.agf.gov.bc.ca  

Rhizobium radiobacter  
(Agrobacterium tumefaciens) 

http://www.entomology.cornell.edu/Extension/DiagnosticLab/IDLFS/PlantGalls/images/CrownGall_photo.jpg
http://www.entomology.cornell.edu/
http://images.google.com/url?q=http://agebb.missouri.edu/pdc/trees/euonym.htm
http://www.agf.gov.bc.ca/




Partículas de oro o 
tungsteno recubiertas 
de ADN 



El futuro de estas estrategias en la 
agricultura 

 El sistema CRISPR–Cas9 ha sido usado para mejorar una variedad de 

rasgos de cultivos, niveles de producción, valor nutricional, tolerancia a 

estreses, resistencia a plagas y a herbicidas 

El futuro: 

 - la edición de genomas multiplex 

Los retos: 

 - Un método de transformación único y eficiente.  

 - Lograr que la recombinación homóloga sea eficiente (habría que revisar 

  los sistemas de reparación celular.  

 - Los temas regulatorios.  

La esperanza:  

 - Capacidad de alimentar una población en crecimiento en condiciones 

 climáticas cambiantes 

NATURE PLANTS 3, 17107 (2017) | DOI: 10.1038/nplants.2017.107 | 

www.nature.com/natureplants  

 



Trigo 



2015 

- Prueba de concepto 

- Transformación con biolística 

 



- Transformación de plantas hexaploides y tretraploides 

- Sin selección por antibióticos 

 



- Uso de ribonucleoproteínas (RNPs).  

- Todo el protocolo dura de 7 a 9 semanas  

- No mutaciones off-target 

 



- TALEN y CRISPR-Cas9 en trigo hexaploide  

- Mutaciones en 3 alelos de MILDEW-RESISTANCE LOCUS (MLO) 



Arroz 



- Prueba de concepto en arroz 

- Dos genes 

 



- El gen objetivo es el gen de resistencia a herbicida BEL. 

- Eficiencia de mutagénesis ~2% to ~16%.  

- Mutación bialélica sensible a bentazon 



PLoS ONE 11 (4): e0154027. doi:10.1371/journal.pone.0154027  

 

- Un número significativamente menor de lesiones 

- No se afectaron rasgos agronómicos 

2016 





Tomate 



- Gen RIN, un factor de transcripción MADS-box que regula la maduración 

- Tres regiones del gen fueron el blanco  

- Inserción de una base o deleción de más de 3 bases 

- Los mutantes producen frutos con maduración incompleta, coloración roja clara 

 



2016 

- Una mutación de un solo gen  DMR6 (downy mildew resistance 6) da 

resistencia a varios patógenos en Arabidopsis thaliana.  

- Este gen es activado durante la infección y mutación en el gen resulta en 

niveles elevados de ácido salicílico 

- El gen ortólogo en el tomate, Solyc03g080190.2 también es sobre 

expresado durante la infección con Pseudomonas syringae pv. tomato 

y Phytophthora capsici. 

- Mutaciones en el gen no afectaron el y mostraron resistencia a P. 

syringae, P. capsici y Xanthomonas spp. 



Maiz 



- Un regulador negativo de las respuestas de etileno 

- Se usó CRISPR para modificar la región 5’ o el promotor 

- Niveles elevados del gen crearon el fenotipo 



Gracias 


