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Resumen.

Los bosques juegan un papel importante en los procesos naturales y ecoldgicos,
por los muchos beneficios que brindan. En una evaluacion mundial de los
bosques, la FAO informa que la superficie forestal ha disminuido
considerablemente en los ultimos afios, evidentemente en respuesta a diversos
factores que han complicado la adaptacion y regeneracion de las especies
forestales, ante nuevas condiciones ambientales. Esta reduccion ha afectado a
muchos otros ecosistemas y también a ciclos que requieren de los servicios
ambientales que los bosques proveen. De ahi recae la gran importancia de
desarrollar estudios para generar programas de mejoramiento genético en
especies forestales, que garanticen su adaptacion y supervivencia en ambientes
extremos. Actualmente se ha desarrollado una tecnologia innovadora llamada
CRISPR/Cas9, que consiste de un sistema inmunitario de bacterias, el cual ha
sido adaptado para su aplicaciéon en la edicién del genoma. Con el apoyo de ésta
tecnologia, se han desarrollado diversas investigaciones para el mejoramiento
gendémico de especies vegetales en todo el mundo, donde el estudio de la
genomica forestal ha cobrado gran importancia, sin embargo, pocos paises se
han interesado en ampliar su estudio, debido a las regulaciones que presenta el
uso de tecnologias moleculares, sin embargo, recientemente se han logrado
avances significativos en especies modelo y de importancia econémica a nivel
laboratorio. En México hay mucho trabajo por desarrollar en el sector forestal, ya
gue tiene serios problemas por la pérdida acelerada de sus bosques a causa del
cambio climético, deforestacion, cambio de uso de suelo, falta de legislacion para
la proteccién de reservas y areas protegidas, etc. Una solucion potencial ante
dicha problemética es sin lugar a duda, la tecnologia CRISPR/Cas9 que se
puede aplicar para obtener especies forestales mejoradas genéticamente en un

tiempo menor, a diferencia de las técnicas de mejoramiento tradicional.



l. Introduccion.

En el presente trabajo se realiz6 una revision bibliogréfica, de las aplicaciones
de la tecnologia CRISPR/Cas9 que han surgido en el area vegetal, con las
cuales se tendran las bases y fundamentos para proponer a la tecnologia como
una herramienta en México, para desarrollar programas de mejoramiento

genético en especies forestales.

La importancia de optar por tecnologias rapidas y eficientes para el mejoramiento
genético de especies forestales es indispensable, ya que con el reciente
panorama de condiciones extremas debido al cambio climatico, suelos dafiados,
plagas y enfermedades; aunado a la extraccion de recursos forestales para
abastecer la demanda de la creciente poblacién, todo en conjunto, complica la
adaptacion y regeneracion de muchas especies forestales, lo que sin duda ha

provocado la disminucién de la superficie forestal mundial.

Se realizé la basqueda y recopilacion de informacién de documentos digitales,
asi como de publicaciones cientificas y archivos de evaluaciones nacionales e
internacionales; donde se reviso y se analiz6 el cambio negativo de la superficie
forestal en el pais y el mundo; también se revisaron algunas de las causas que
estan influyendo en el deterioro de estos ecosistemas.

Es necesaria la aplicacidon de tecnologias moleculares como CRISPR/Cas9 para
ampliar el conocimiento de la gendmica forestal; mediante el cual se podran
generar especies forestales con rasgos adaptativos que favorezcan su

subsistencia en condiciones donde se complica su desarrollo.



II.  Objetivo.

Proponer a la tecnologia CRISPR/Cas9 como una herramienta para generar
especies forestales mejoradas en México.

[1l. Justificacion.

Con la revision y recopilacion de informacion reciente de las aplicaciones de la
tecnologia CRISPR/Cas9 en plantas, se tendran los fundamentos y las bases
para proponer a esta tecnologia, como una herramienta para generar especies

forestales mejoradas en México.

IV. Metodologia:

Se recopil6é informacion de los antecedentes y aplicaciones de la tecnologia
CRISPR/Cas9 en plantas, donde se analizo su aplicacion en el area forestal para
mejorar especies forestales. Se revisé también el cambio negativo que ha
presentado la superficie forestal en México y el mundo en los afios anteriores;
donde se analizaron algunas causas haturales y antropogénicas que estan

contribuyendo a la disminucion de su superficie.



V. Resultados.

1. Importancia de los bosques.

Los bosques proveen muchos beneficios al planeta, ademas de ser el sustento
de la poblacion humana desde inicios de su historia. De estos ecosistemas se
han obtenido diversos bienes y de ellos dependen muchos procesos naturales y
ecolégicos (SEMARNAT, 2019). Actualmente se estima un &rea total de 4060
millones de hectareas de bosque que corresponde al 31% de la superficie total
de la tierra (FAO, 2021).

Los bosques brindan importantes beneficios al planeta y a los seres vivos
(MacDicken et al., 2016).

1. Protegen y conservan los recursos naturales.

2. Frenan la dispersion del agua y favorecen la infiltracion de las aguas
pluviales.

3. Protegen los suelos de la erosion edlica, hidrica y desastres naturales.

4. Proporcionan hébitats que favorecen a la biodiversidad y el desarrollo de
procesos ecoldgicos.

5. Mantienen los sistemas y ciclos ecoldgicos que contribuyen al reciclado
del carbono y el agua.

6. Contribuyen al bienestar humano mediante la lucha contra la pobreza
rural y al logro de la seguridad alimentaria.

7. Proveen servicios ambientales como el aire y agua limpios.

8. Mitigan los efectos del cambio climatico mediante la reduccion de las
emisiones netas de gases de efecto invernadero.

9. Producen la mayor parte de los productos forestales mundiales.

10.Funcionan como sumideros y fuentes de carbono.

11.Tienen importancia cultural, religiosa y recreativa para quienes los usan.



Ademas, en estos ecosistemas se desarrollan actividades forestales que son
fuente de ingreso y desarrollo local, por lo que la importancia del desarrollo

forestal sustentable es invaluable (Chapela y Merino, 2019).

“En la Conferencia de las Partes de la Convencién Marco de las Naciones Unidas
sobre el Cambio Climético, celebrada en Paris en diciembre de 2015, se alcanz6
un acuerdo mundial incluyente sobre el cambio climatico en el que los bosques
tienen un papel fundamental” (MacDicken et al., 2016).

2. Cambios negativos en superficie forestal mundial.

El territorio mundial de los bosques ha cambiado considerablemente a lo largo
de los afios, debido a diversos factores naturales y antropogénicos. Algunos
cambios han resultado positivos en algunas regiones del planeta que han
preservado la biodiversidad, pero también han habido cambios negativos como
se muestra en la figura 1(FAO, 2021).
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Figura 1. Variacion anual neta de la superficie forestal, por decenios y por regidon del mundo,
1990-2020 (FAO, 2021).



De acuerdo a la evaluacion de los recursos forestales mundiales realizada por la
FAO en el afio 2021, indica que del afo 1990 al afio 2020 ha habido una
reduccion en la superficie de los bosques en el mundo, estimandose una pérdida
de 178 millones de ha de bosque (FAO, 2021)). En el afio 1990 el area mundial
estimada de los bosques fue 4,236,433,000 de hectareas (ha) y paulatinamente
la superficie forestal ha disminuido, registrdndose una estimacion de
4,058,931,000 de ha para el aiio 2020 (Fig. 2).
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Figura 2. Area de bosque mundial 1990-2020 (FAO, 2021).

La disminucién de la superficie forestal mundial, sin duda ha ocurrido en
respuesta a diversos factores, siendo numerosas las perturbaciones que afectan
negativamente a la salud y vitalidad del arbolado. En el FRA 2020, se informa
sobre la superficie de bosque afectada anualmente por las perturbaciones,
definida como todo factor biético o abiético que afecte negativamente al vigor y
la productividad del bosque y que no sea resultado directo de las actividades
humanas, es decir a la superficie de bosque afectada por insectos,
enfermedades (causadas por bacterias, hongos, fitoplasmas o virus) y
fenbmenos meteoroldgicos graves (por ejemplo, nieve, tormentas o sequias) en
el periodo 2000-2017 (FAO, 2021).



Millones de m’ por afio

A nivel mundial se ha estimado un 1.4% de area de bosque afectado por
insectos, correspondiente a 29,119,000 de ha; mientras que el area mundial de
bosque afectado por enfermedades representa el 0,4%, correspondiente a
4,757,000 ha. Por otro lado, el area mundial de bosque afectado por fenbmenos

meteoroldgicos graves ha sido del 0,3% (FAO, 2021).

Por otro lado, las actividades forestales como la extraccion de madera han
representado una oportunidad de ingresos y aportaciones al PIB mundial; tan
solo en el afio 2011, se estimo la extraccion de 3,000 millones de metros cubicos,
aportando 600 millones de USD al PIB mundial. En América del Norte y América
Central fueron las regiones que mas extraccion presentaron (Fig. 3). Esta
ganancia benefici6 econdmicamente a muchos paises, pero en otros términos
también ha contribuido a la pérdida parcial de cobertura de copas mundial
(PPCC) (MacDicken et al., 2016).
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En el periodo del afio 2000 al afio 2012 la PPCC de los bosques en el mundo
fue de 185 millones de ha, siendo las zonas tropicales quienes presentaron cifras
altas de pérdida con mas de 156 millones de ha. La PPCC en efecto contribuye
directamente a la disminucién de biomasa forestal mundial (MacDicken et al.,
2016). La biomasa forestal es un indicador muy importante porque mediante este
componente se estima la capacidad que tienen los bosques de absorber el
elemento carbono de la atmosfera; se ha estimado que los bosques del planeta
almacenan 296 gigatoneladas(Gt) de carbono (SEMARNAT, 2019).

3. Cambios negativos en superficie forestal de México.

En México se sitla el 2.1% de la superficie forestal mundial, dentro de la cual se
resguarda una gran biodiversidad (Chapela y Merino, 2019). En esta superficie
encontramos ecosistemas terrestres como bosques meséfilos de montafa,
bosques templados, selva humeda y selva subhumeda. En el periodo del afio
2000 al afio 2015 la tasa neta anual de deforestacion en estos ecosistemas fue
de 121,000 ha. En el periodo comprendido de los afios 70°s al afio 2014 se han
perdido 23 millones de ha de selva y 13 millones de ha de bosque en el pais y
en respuesta a ello, en el periodo del afio 2003 al afio 2016, las emisiones
anuales promedio de CO2 ascendieron a 7189 Gt. (SEMARNAT, 2019).

La produccion forestal nacional se concentra en las zonas templadas; el cual un
84% de la madera extraida se obtiene de especies como Pinus Spp, Abies
religiosa, Cedrus spp y Quercus spp; el 4.7% proviene de especies tropicales
comunes y el 0.5% de especies de maderas preciosas (Fig. 5). El principal
destino que se le da a la madera extraida es para produccion de escuadria con
alrededor del 70% destinado para este fin, la extraccion de celulosa en un 11.6%,
carbon con 5.2%, y también chapa y triplay con el 4.9% (SEMARNAT, 2019).
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Figura 4. Produccion forestal seguin especie en México 1990-2014 (SEMARNAT, 2019).

Uno de los factores naturales que han contribuido al deterioro de los bosques en
el pais son las plagas y enfermedades donde se han registrado alrededor de 70
especies de insectos y patdégenos que afectan a las especies forestales (ver
anexo 2). Entre el afio de 1990 al afio 2017, la superficie promedio anual nacional
afectada por patdégenos fue de 56,227 ha. Anteriormente citado, el 84% de la
produccion forestal maderable del pais proviene de las zonas templadas, donde
se encuentra la mayor afectacion; como por ejemplo el Conophthorus edulis que
afecta a areas de Pinus pinea, Arceuthobium blumeri, que afecta a vegetacion
de bosque templado, Fusarium circinatum que también afecta a vegetacion de

bosque templado entre otros patégenos (ver anexo 2)(SEMARNAT, 2019).
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Figura 5. Situacién sanitaria de los arboles en México (SEMARNAT, 2019).



4. Tierras secas en México y el mundo.

Las Naciones Unidas definen a las tierras secas por el indice de aridez (IA) que
presentan. Su denominacion se basa en el resultado de la division de la
precipitacion anual de cierto lugar entre la evapotranspiracion potencial anual del
mismo. Las zonas donde el indice de aridez es menor a 0.65 se les denomina
como tierras secas. La superficie de estas tierras en el mundo es de 6.1 millones
de ha, lo que equivale al 41% de la superficie terrestre mundial (Patriarca et al.,
2019).
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Figura 6. Distribucion de las tierras secas en el mundo (Patriarca et al., 2019).

En las zonas aridas las condiciones extremas de temperatura y baja
disponibilidad hidrica dificultan el desarrollo de varias especies vegetales. De
acuerdo a Bastin et al, (2017), las nuevas condiciones derivadas del cambio
climatico y el creciente aumento de la poblacion humana atentan directamente
la degradacién y desertificacion de mas superficie terrestre, favoreciendo la

formacion de mayor superficie de tierras secas.



En un escenario donde las zonas aridas aumenten en lugares donde no habian,
conllevaria a que muchas especies que habitan en esas zonas se adapten o
perezcan. Para que organismos como las plantas, se adapten a un medio con
nuevas condiciones, se requiere de nuevas mutaciones y al menos para el caso
de las especies lefiosas la probabilidad es baja, debido a los tiempos largos de
generacion (Fernandez i Marti y Dodd, 2018).

Revisando el caso de México, en el afio 2013 se estimo6 que el 65% del territorio
nacional estd ocupado por estas tierras secas, lo que equivale a un poco mas de
125 millones de ha de tierras secas en el pais. (SEMARNAT, 2019).

Tipos de tierras secas

[l Hiperérido

M Arido

[ ] semidrido

[ Subhiimedo seco
| Otros climas

Figura 7. Distribucion de las tierras secas en México (SEMARNAT, 2019).

Dentro de la superficie de tierras secas del pais, se presentan niveles altos de
desertificacién que afectan a 85.7 millones de ha del territorio nacional. En el afio
2014 se implementaron programas para la restauracion, donde apenas el 0.2 %
de estos suelos fueron atendidos; esto equivale a 163.1 mil ha de superficie de
suelo dafiado (SEMARNAT, 2019).
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5. Descubrimiento de la tecnologia CRISPR/Cas?9.

En la década de los 80°s y mitad de 90’s del siglo pasado, investigadores
trabajando con el genoma de bacterias y Arqueas observaron secuencias de
repeticiones agrupadas de manera consecutiva. Analizaron que estas
repeticiones podrian desempefar alguna funcion importante, por lo que
dedujeron que podrian servirles como informacion de adaptacion a ambientes
extremos. Dando seguimiento a esas investigaciones se identificaron genes
asociados a estos replicones, a los cuales se denominaron CRISPR-Associated
(Cas); lo que indic6 que estas secuencias estaban asociadas a un sistema

complejo de proteinas (Mojica y Garrett, 2013).

Estudios posteriores revelaron la relacion que existia entre los genes Cas con
las proteinas asociadas a esos replicones, los cuales constituyen un sistema
inmune adaptativo de defensa de bacterias ante invasiones de fagos y
plasmidos, el cual es guiado por un RNA codificado por el loci CRISPR junto con
los genes asociados a CRISPR (Cas), que proveen inmunidad a estos
organismos (Jiang y Doudna, 2017).

Se han estudiado a estos sistemas y se les ha agrupado en 2 clases, de acuerdo
al tipo y niumero de proteinas Cas que lo conforman. Los sistemas de la clase 1
requieren de la intervencién de multiples proteinas Cas, y los sistemas de la

clase 2 contienen 1 solo gen que codifica una sola proteina (Doudna, 2017).

En la figura 8 se ilustran a los sistemas Cas de acuerdo a su intervencién. En
color morado se ilustran a las proteinas Cas que participan en el procesamiento
del Pre-crRNA, las de color naranja y amarillo se encargan de realizar la
modulacién del crRNA y localizacion de la secuencia objetivo, las de color azul
se encargan de insertar secuencia espaciadora en el loci CRISPR y por altimo
se encuentran las proteinas Cas en color verde y café; las cuales se desconoce

su funcién (Mohanraju et al., 2016).
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La proteina Cas9 esté clasificada en la clase Il, separada como tipo Il y se
encuentra ilustrada como proteina de interferencia. Esta endonucleasa

reconoce la doble cadena de DNA y lugar de incision (Jiang y Doudna, 2017).

Expresion---------------- Interferencia Adaptacion—----Auxiliar

—_— ——) [ }—————]

Clase 1: Tipo |

Tipo IV si( s ) ? ?
Clase 2: Tipo Il

Tipo V

Tipo VI

Figura 8. Clasificacion de los sistemas CRISPR (Mohanraju et al., 2016).

6. Mecanismo y componentes del sistema CRISPR/Cas?9.

El sistema CRISPR/Cas9, como anteriormente se menciond, es un sistema que
confiere inmunidad a la bacteria para defenderse ante el ataque de un material
genético invasor. Para darnos una idea de su mecanismo de inmunidad

revisemos como lleva a cabo este proceso.

6.1 Adquisicion de la secuencia espaciadora.

Para que la bacteria tenga inmunidad ante un invasor, sin duda alguna la
adquisicién de la secuencia corta que toma del invasor es un proceso muy
importante. Esto inicia al ocurrir una invasion, donde los sistemas Cas
seleccionan y procesan el DNA invasor. Toman una secuencia corta y la
direccionan al loci CRISPR para integrarla como una secuencia espaciadora
(Mohanraju et al., 2016). De esta manera las bacterias tienen un registro genético
de infeccidn para reconocer a un invasor en futuras infecciones (Jiang y Doudna,
2017).
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6.2. Expresién y formacion del complejo CRISPR/Cas?9.

En una segunda infeccion de algun invasor de la misma especie, la maquinaria
CRISPR cuenta con los medios para interferir. Pero para que la interferencia se
lleve a cabo, primero se requiere de la expresién de la maquinaria Cas que
conforma al complejo CRISPR. El loci CRISPR se transcribe en un solo RNA,
formando un pre-cr-RNA. Posteriormente se transcriben otras secuencias de
RNA; los RNA transactivadores (tracr-RNA), los cuales se conjugaran con los
pre-cr-RNA.

En la conjugacion resultante se encuentran integradas distintas secuencias
espaciadoras; por lo que una ribonucleasa lll separara a este RNA conjugado en
conjuntos de secuencias de espaciadores individuales, formando las secuencias
RNA CRISPR maduras (crRNA).

Para finalizar con el proceso de expresion del complejo; se transcribird y se
traducira una enzima Cas del tipo Il (Cas9) el cual se unira al crRNA para formar
el complejo CRISPR/Cas9. (Jiang y Doudna, 2017).

6.3. Reconocimiento de la secuencia PAM e interferencia.

Con la formacién del complejo CRISPR/Cas9 ahora se puede realizar la
interferencia. Este proceso no se llevaria a cabo con exactitud de no ser por un
componente importante que solo se encuentra en el genoma del invasor; el cual
€S una secuencia corta que se encuentra a un lado de la secuencia blanco; el
motivo adyacente al protoespaciador (PAM). Esta secuencia PAM es importante
para la distincion de secuencias propias adquiridas y la secuencia blanco a
incidir. Cuando el complejo CRISPR/Cas9 reconoce a esta secuencia PAM,
prosigue a emparejar la secuencia espaciadora con el protoespaciador; asi
mediante las nucleasas dominantes HNH y RuvC se realiza la incision de la doble
cadena de DNA blanco, llevandose a cabo la interferencia e eliminacion del

invasor (Jiang y Doudna, 2017).
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Figura 9. Incisién de la doble cadena de DNA por el complejo CRISPR/Cas9 (Bortesi y Fischer,
2014).
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Figura 10. Representacién del mecanismo del sistema CRISPR/Cas9 (Jiang y Doudna, 2017).
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Con el apoyo de todos estos estudios, investigadores liderados por J. Doudna y
E. Charpentier aplicaron la tecnologia CRISPR/Cas9 para editar el genoma en
células vivas, quienes en mayo del afio 2012 registraron su aplicacion en
procariontes ante la oficina de patentes y marcas de los Estados Unidos. Sin
embargo en diciembre del mismo afio, otro grupo de investigadores liderados
por Feng Zhang registré también la aplicacion de la tecnologia en eucariontes.
La patente fue otorgada al equipo de Zhang en Estados Unidos en el afio 2014,
lo que generd una guerra de patentes debido a la amplia practicidad que se
estaba desarrollando. Actualmente el derecho de patente sigue en discusion, ya
que tanto en los Estados Unidos como otros paises han otorgado el
reconocimiento de patente Unicamente a uno de ambos equipos de

investigadores (Medvedieva y Blume, 2018).

Sin lugar a duda todos los equipos de investigacion que aplican y estudian la
tecnologia han aportado importantes avances, y en evidencia se encuentran la
infinidad de aplicaciones que se han desarrollado en diversas ramas de la

ciencia.

7. Vias de reparacion de la célula eucariota ante rupturas del DNA.

Las aplicaciones en células animales y vegetales se han logrado bajo el mismo
principio de incisién que el sistema CRISPR/Cas9 realiza en cierta secuencia
especifica de DNA. Evidentemente se han desarrollado ajustes al complejo
CRISPR/Cas9 para desarrollar este proceso; donde el complejo CRISPR incide
en la secuencia objetivo y el DNA se repara bajo mecanismos propios de las

células eucariotas.

Dicho anteriormente, las células eucariotas tienen mecanismos precisos y
rapidos de reparacion ante rupturas de la doble cadena de DNA (Davis y Chen,
2013). Se han definido dos vias diferentes de reparacion; la recombinacién no
homologa o unién de extremos no homélogos (NHEJ) y la recombinacion dirigida
por homologia (HDR). La via de reparacién no homoéloga es la via mas comun
en muchos organismos. En plantas grandes, la via de reparacion no homoéloga

es la via predominante (Bortesi y Fischer, 2014).
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Cuando CRISPR/Cas9 realiza el corte de la doble cadena de DNA, ésta se
vuelve a ligar a través del proceso no homdélogo. En esta proceso de reparacion
ocurren cicatrices en forma de mutaciones de insercion o eliminacién, al no haber
una plantilla guia de reparacion, como en la reparacion homoléga (Ran et al.,
2013).

=

—————e———— ™~
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no donor DNA + donor DNA + donor DNA + donor DNA
—_—— | m— | Y/ — 1 —— | s— | ——]
[—————§ ] [—————] ————— i, —————§ | | ———— ] [——— ]
+ + — 4 e ———
gene knockout gene insertion gene modification gene insertion

(a) (b) (c) (d)

Figura 11. Vias de reparacién de la ruptura de la doble cadena de DNA (Bortesi y Fischer,
2014).

8. Breve comparacion de algunas caracteristicas de la tecnologia

CRISPR/Cas9 con otras tecnhologias de edicién gendomica: ZFNs y TALENs

La tecnologia CRISPR/Cas9 ha resultado ser una tecnologia muy innovadora
para la manipulacién del genoma, pero también se encuentran otros sistemas
gue se han utilizado con el mismo propdésito. Dentro de esos sistemas estan las
nucleasas tipo activadores de transcripcion (TALENS) y las nucleasas de dedos
de zinc (ZFNs). Estas tecnologias de edicion han demostrado ser rapidas para
realizar el mejoramiento genético de plantas a diferencia de tecnologias de

mejoramiento tradicional (Khatodia et al., 2016).

Sin embargo la tecnologia CRISPR/Cas9 ha demostrado ser mas eficiente y
sencilla de disefiar a diferencia de ZFNs y TALENSs (Jiang y Doudna, 2017), que
de acuerdo a algunos investigadores son costosas y laboriosas de disefar,
debido a la naturaleza de interaccion entre los dedos de zinc y el DNA para el
caso de ZFNs (Bortesi y Fischer, 2014).

En CRISPR/Cas9, la localizaciéon de la secuencia blanco es dirigida por una

secuencia corta de RNA de 20 nucledétidos (Jiang y Doudna, 2017), lo que hace
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a CRISPR facil de disefiar a diferencia de TALENs que se requiere de mas
tiempo para la construccion de dos genes TALENS para reconocer a una nueva
secuencia (Ran et al., 2013).

El corte que realiza Cas9 es mediante dos dominios de incision conocidos como
RuvC y HNH mientras que en ZFNs y TALENs el dominio catalitico es mediado
por la nucleasa de restriccion Fokl (Bortesi y Fischer, 2014). Antes de que Fokl
realice el corte en la secuencia objetivo, TALENs debe dimerizarse para que
cada TALENSs localice a cada cadena de DNA (Applied Biological Materials,
2020).

En un estudio con células domésticas de animales, se comparo la eficiencia de
kock-in (KI) de CRISPR/Cas9 contra ZFNs y TALENs para ciertos genes. La
eficiencia de Kl de CRISPR/Cas9 y ZFNs fue de un 77.02% contra un 13.68%
respectivamente, mientras que la eficiencia de CRISPR/Cas9 contra TALENS fue
de 70.37% con CRISPR&Cas9 y 32.35% con TALENSs (Hui et al., 2018).

77.02
80 - 80 - 70.37
60 - 60
40 - 40 - 3232
20 - 13.68 20 -
0 . . 0 .
CRISPR/Cas9 ZFNs CRISPR/Cas9 TALENs

Figura 12. Eficiencia de transformacidon mediante CRISPR/Cas9 contra las tecnologias ZFNs vy
TALENS para ciertos genes (Hui et al., 2018).

En plantas se ha demostrad o que el sistema CRISPR/Cas9 genera altas tasas
de mutacion. En un estudio en maiz se comparo la eficiencia de TALENs y
CRISPR/Cas9 donde se obtuvo una eficiencia del 13.1% con CRISPR/Cas9 y
9.1% mediante TALENSs (Bortesi y Fischer, 2014).
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Figura 13. Eficiencia de transformacién en Zea mays mediante CRISPR/Cas9 contra TALENs para
cierto gen (Bortesi y Fischer, 2014).
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Figura 14. Manipulacion genética de genes mediante CRISPR/Cas9 y TALENSs (Applied Biological
Materials, 2020).
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9. Algunas aplicaciones de la tecnologia CRISPR/Cas9 desarrolladas en

plantas.

El crecimiento de la poblacién humana ha incrementado junto a la demanda de
recursos naturales, por lo que ha sido necesario adaptar mejores practicas que
garanticen la produccion sustentable optando por tecnologias més eficientes,
pero mas alld de mejorar la produccion, se busca también contribuir a la
reduccion de pesticidas y agroquimicos que impactan negativamente al medio
ambiente (Pixley et al., 2019). Se estima que para el afio 2050, la poblacién
humana del mundo alcanzara 9.6 billones, e inminentemente la demanda de
cultivos basicos incrementara. La tecnologia CRISPR/Cas9 ha demostrado ser
una tecnologia prometedora para desarrollar mejoras genéticas en un lapso
corto de tiempo en muchas especies vegetales, mediante la eliminacién de
elementos genéticos negativos, relacionados a rasgos indeseables, o
mutaciones especificas para mejorar el rendimiento, calidad, resistencia a

enfermedades y herbicidas (Zhu et al., 2020).

Desde el anuncio de la aplicacion de la tecnologia CRISPR/Cas9, se han logrado
grandes avances en el mejoramiento genético de plantas. Las primeras
aplicaciones de CRISPR/Cas9 en plantas fueron reportadas en el afio 2013 en
especies como Oryza sativa, Triticum spp., Arabidopsis thaliana y Nicotiana
benthamiana (Murai, 2017).

En cuestion de estrés abibtico, la sequia y las nuevas condiciones ambientales
estdn jugando un papel importante. En muchos cultivos de importancia
econOmica la sensibilidad a la sequia es muy alta, por lo que algunas lineas de
investigacion se han enfocado en estudiar esta caracteristica, como en el caso
del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum); donde utilizando CRISPR/Cas9
se desarrollaron plantas mutantes del gen NPR1, con el fin de evaluar las
respuestas a estrés por sequia. EI gen NPR1 es considerado importante en la
adquisicion de resistencia sistémica. Los resultados indicaron que con la
desactivacion del gen SINPRL1 las plantas mutantes presentan la reduccién de la
tolerancia a la sequia, sugiriendo a NPR1 como un candidato que confiere

resistencia ante estrés hidrico (Li et al., 2019).
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Figura 15. Estrés por sequia en plantas testigo y mutantes del gen slnprl en Solanum
lycopersicum (Li et al., 2019).

En otras lineas de investigacion se ha utilizado a CRISPR/Cas9 para estudiar la
resistencia de plantas ante herbicidas; como el caso del gen acetolactato sintasa
(ALS) en sandia. En un estudio se generaron lineas de plantas mutantes de
sandia del gen ALS con una eficiencia de 23% de transformacion. En este
estudio se demostrd que las plantas mutantes generadas eran resistentes ante

el herbicida Tribenuron a diferencia de las plantas testigo (Tian et al., 2018).

Tribenuron(g ai/ha)
0 17 68

P190S WT P190S WT P190S WT

Figura 16. Plantas testigo y mutantes del gen ALS en sandia con aplicacién de producto
quimico Tribenuron a los 17 y 68 dias (Tian et al., 2018).
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Una estrategia importante ha sido el enfoque en genes de susceptibilidad que
favorecen la compatibilidad planta patégeno (Concepcion-Hernandez, 2018),
donde se esta aplicando a la tecnologia CRISPR para estudiar enfermedades
gue presentan especies de importancia econdomica. Un ejemplo lo ha sido con la
enfermedad de cancro de los citricos, que se expresa mediante la activacion de
un gen susceptible (CsLOB1) a Xanthomonas citri. En un ensayo donde se
interrumpié el promotor de CsLOB1 mediante CRISPR/Cas9, se generaron

lineas que mostraron resistencia a la enfermedad de cancro (Peng et al., 2017).

6 dpi 12 dpi

-

Figura 17. Hojas de plantas testigo y mutantes de Citrus sinensis a los 6 y 12 dias después de
inoculacién con Xanthomonas citri (Peng et al., 2017).

Otro género de importancia econdémica como lo es Coffea, presenta problemas
de estrés bidtico, para lo cual se han llevado estudios aplicando la tecnologia
CRISPR/Cas9 con el objetivo de realizar mejoramiento genético y obtener
variedades resistentes. Para el caso de especies lefiosas, el desarrollo de
mejoramiento genético de manera tradicional conlleva el mismo tiempo que el
desarrollo de la planta, por lo que se ha optado por tecnologias rapidas como
CRISPR para acelerar este proceso. En la especie Coffea canephora el
programa de mejoramiento se ha logrado desarrollar en 6 afios (Breitler et al.,
2018).
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1. Planta madre.

2. Introduccion de la hoja de explante.

3. Produccién de callo embriogénico.

4. Proliferacion.

5. Co-cultivo con Agrobacterium tumefaciens.
6. Seleccion del callo

7. Seleccion del embridn.

8. Germinacion.

9. Desarrollo in vitro.

10. Aclimatacion

Figura 18. Tiempos de desarrollo del protocolo para generar plantas mutantes en Coffea spp
(Breitler et al., 2018).

En otras especies lefiosas, con el mismo fin de desarrollar nuevos protocolos de
mejoramiento genético, se han generado plantas mutantes del gen PDS de
Malus domestica utilizando CRISPR/Cas9. En este ensayo se obtuvieron el
13.6% de plantas con fenotipo albino, las cuales fueron generadas en un periodo
de 8 meses (Nishitani et al., 2016).

Figura 19. Demostracién de brotes albinos de Malus domestica (Nishitani et al., 2016).

Con el protocolo exitoso de trasformacion en Malus spp., también se llevaron a
cabo estudios con Pyrus spp. En un ensayo se muté mediante CRISPR/Cas9 a
un gen represor de floracion (Terminal flower 1TFL1), donde se observé un
fenotipo temprano de floracion con el 9% de las plantas mutantes (Charrier et al.,
2019).
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10. Algunas aplicaciones de la tecnologia CRISPR/Cas9 desarrolladas en
forestales.

En el sector forestal los estudios del genoma de especies forestales se han
llevado a cabo en pocos paises que han apostado por esta estrategia. A pesar
de ello se han desarrollado importantes avances. Una de las estrategias ha sido
la modificacion de las caracteristicas fisicas y quimicas de la madera para la

produccion de biomasa sustentable (Ragauskas et al., 2006).

Para poder desarrollar el mejoramiento de las caracteristicas de la madera, ha
sido importante el estudio de los elementos que lo conforman; donde la lignina
es un elemento importante. La lignina es un polisacéarido que conforma de un 16
a un 32% de la biomasa total de la madera, el cual debe eliminarse para la
obtencion de pasta de papel (Allona, 2019).

En un estudio mediante la mutaciéon de 4-coumarato:CoA ligasa(4CL) con
CRISPR/Cas9 se obtuvo un decrecimiento de lignina y proantocianidina,
lograndose en efecto un importante avance en el mejoramiento de la madera
(Bewg et al., 2018).
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Figura 20. Extraccién de celulosa (Allona, 2019).

Otro enfoque importante en el mejoramiento genético de forestales ha sido el
estudio de genes relacionados con la arquitectura del arbol. Para tal caso se ha
utiizado CRISPR/Cas9 para mutar los genes de BRANCHED 1(BRC1) Y
BRANCHED 2(BRC2) en plantas de Populus spp.; donde las plantas mutantes
mostraron mejora en el crecimiento de las yemas y ademas presentaron 2 hojas

laterales en cada nodo (Muhr et al., 2018).
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Figura 21. Plantas mutantes del gen BRC2 en Populus spp. (Muhr et al., 2018).

En Japon, estan trabajando con Cryptomeria japonica, donde se ha aplicado
CRISPR/Cas9 para mutar 2 genes. En este estudio se desactivo el gen exdgeno
de fluorescencia (GFP) y se interrumpié el gen endogeno CjChll, donde los
resultados obtenidos mostraron que el sistema CRISPR/Cas9 es eficiente en la

ediciébn gendmica de Cryptomeria japonica (Nanasato et al., 2021).
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Figura 22. Mutacion del gen GFP en tejidos embrionarios de Cryptomeria japonica (Nanasato
etal., 2021).

En otros paises, una de las coniferas que se ha estudiado es Pinus radiata por
ser la especie comercial mas plantada extensivamente en el mundo, debido a su
uso para extraccion de madera. Se han desarrollado estudios aplicando
CRISPR/Cas9 en esta especie para editar el gen GUX1 (glucuronic acid
substitution of the xylan 1), donde se generaron deleciones bialélicas con una
eficiencia del 15% (Poovaiah et al., 2020).
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En especies lefiosas tropicales, también se esta aplicando a la tecnologia
CRISPR/Cas9 en la especie Parasponia andersonii; la cual esta catalogada
como una planta de rapido crecimiento, ademas de que cuenta con la
caracteristica de fijar nitrdgeno mediante simbiosis con la bacteria Rhizobium
spp. por medio de nddulos. En este estudio se utiliz6 CRISPR/Cas9 para mutar
exitosamente 4 genes asociados a la simbiosis, donde las plantas mutantes se

obtuvieron en 3 meses (Van-Zeijl et al., 2018).

Figura 23. Nédulos en plantas testigo y plantas mutantes de Parasponia andersonii (Van-Zeijl et
al., 2018).

En otras especies lefiosas como Populus se ha aplicado CRISPR/Cas9 para
mutar un gen que regula la expresion floral; el gen LEAFY (LFY). El resultado de
este experimento fue la generacion de arboles femeninos con flores estériles y

aparente crecimiento normal en campo (Elorriaga et al., 2018).

11. Organismos genéticamente editados (GE) y Organismos genéticamente
modificados (GMO).

Anteriormente se ha descrito el mecanismo de la tecnologia CRISPR/Cas9 para
llevar a cabo la manipulacién del genoma en organismos, mediante el cual se
han logrado avances importantes de mejoramiento genético en muchas especies
vegetales; donde muchas veces se ha citado al producto de esta tecnologia
como un organismo genéticamente editado (GE), que de acuerdo a algunos

autores difiere de los organismos genéticamente modificados (GMO).

De acuerdo a la Secretaria de Servicios Parlamentarios de México, en la Ley de
bioseguridad de organismos genéticamente modificados”, actualizado el 11 de

noviembre del 2020; en el articulo 3, fraccion XXI, y a la Secretaria del convenio
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Sobre la Diversidad Bioldgica, en el Protocolo de Cartagena sobre seguridad de
la biotecnologia, del convenio sobre la diversidad biolégica, firmado en el afio
2000; en el articulo 3, inciso “g”, definen a un organismo genéticamente
modificado como “cualquier organismo vivo, con excepcion de los seres
humanos, que ha adquirido una combinacion genética novedosa, generada a

través del uso especifico de técnicas de la biotecnologia moderna..”.

Entonces, analizando el concepto anterior, un organismo editado a nivel gen o
genoma con CRISPR/Cas9, no deberian considerarse GMO de acuerdo a ese
concepto (Khatodia et al., 2016), ya que no se les ha introducido un DNA foraneo,
como es el caso de los GMO que si cuentan con material genético foraneo
(Murai, 2017). Sin embargo el desarrollo versatil de la tecnologia CRISPR/Cas9,
plantea regulaciones legales nacionales e internacionales, sobre la seguridad
biologica y ecoldgica frente al abuso de esta tecnologia, sin restringir los avances

gue garanticen la seguridad alimentaria (Medvedieva y Blume, 2018).

Recientemente, se sigue debatiendo la legislacibn que deberan tener los
organismos genéticamente editados en todo el mundo, por las implicaciones que
tiene esta tecnologia éticamente. En muchos paises la regulacion no esta dictada

aun oficialmente (Fernandez i Marti y Dodd, 2018).

En el afio 2015, los cientificos que propusieron las aplicaciones de
CRISPR/Cas9, publicaron dos manifiestos acerca de las implicaciones de la
tecnologia, donde se subraya la necesidad de establecer un amplio dialogo y las
fronteras éticas. En dichos manifiestos se relatan recomendaciones respecto al
uso de la tecnologia, asi como también la promocién de la transparencia de sus
aplicaciones en los organismos, y como punto importante convocar a
representantes para tratar los temas de la gobernanza mundial respecto a la

investigacién y uso del CRISPR-Cas9 (Bellver-Capella, 2016).
En el caso de la Union Europea hasta el afio 2015 no presentaba postura clara

de la regulacion de los organismos GE, sino hasta el afio 2018, se notifico por

parte de la corte de Unién Europea, la postura de que los productos de la
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tecnologia CRISPR/Cas9 son GMO, y que deben cumplir con la regulacién
vigente para su liberacion (Gonzélez-Torres, 2018).

En julio del afio 2015 E.U.A. inicio la revision de sus regulaciones federales de
la biotecnologia agricola (Gonzélez-Torres, 2018), y para el afio 2016 el USDA
indicd, que las plantas editadas genéticamente sin un DNA foraneo, no son
consideradas como GMO (Murai, 2017), por lo que para marzo del 2018
determiné que la desactivacion de genes o la mutacion mediante la edicion

genomica no serian regulados (Pixley et al., 2019).

En agosto del afio 2018 el gobierno japonés tomo postura de que las plantas
editadas genéticamente sin nucleotidos foraneos no deberian ser reguladas.
Mientras que en China, de acuerdo a sus investigaciones, sugiere una postura a

favor de los cultivos editados genéticamente (Pixley et al., 2019).

En varios paises de América Latina aun no se ha iniciado el analisis
regulatorio de la tecnologia CRISPR/Cas9. Desde el afio 2015, en México
Unicamente se han llevado seminarios relacionados al tema donde han
participado instituciones e investigadores importantes, pero hasta la fecha no hay
postura oficial y Unicamente se han desarrollado discusiones con fines de

divulgacién (Gonzéalez-Torres, 2018).
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VI. Analisis de resultados y Discusion.

Importancia de los bosques.

Como se ha revisado, la importancia de los bosques es inmensa por los muchos
beneficios que proveen, respecto al mantenimiento y buen funcionamiento de
diversos sistemas y procesos. De ellos se obtienen recursos naturales que los
seres Vvivos requieren para su subsistencia; favorecen el flujo de los sistemas
hidricos, protegen a los suelos de diversos tipos de erosion, contribuyen a la
captacion de elementos que permiten la obtencién de recursos vitales limpios,
intervienen significativamente en la mitigacion de los efectos de cambio
climatico, mediante la reduccion de gases de efecto invernadero; entonces es de
vital importancia apostar por tecnologias que amplien los estudios en gendémica
forestal con el fin de generar especies resistentes a condiciones donde no

podrian prosperar de manera natural.

Cambios negativos en superficie forestal mundial.

Evidentemente los bosques del planeta son de vital importancia, sin embargo,
en los uUltimos afios han presentado un decrecimiento en su superficie, sin lugar
a duda, por diversos factores naturales y antropogénicos. En estadisticas de la
evaluacion mundial de los bosques publicadas por la FAO en el afio 2021, en el
periodo del afio 1990 al afio 2021, ha ocurrido una disminucion del 3.2% de
superficie mundial de bosque, lo que equivale a 129,135,000 de ha de bosque
perdido. Esta cifra es inquietante por el valor invaluable que poseen los bosques,
ya que evidentemente en esa superficie perdida, han quedado descubiertos
distintos sistemas, como por ejemplo el suelo, habitats de seres vivos y también
se han perdido los servicios ambientales que se obtenian de ellos, lo cual ha
repercutido en muchos procesos ecologicos y sin duda ha contribuido al
calentamiento global. Por otro lado, no hay que ignorar el hecho de que los
recursos forestales que se extraen de los bosques, proporcionan insumos y
materia prima como madera y otros biocombustibles, que permiten el desarrollo

de la humanidad; que sin duda alguna, su regulacién para su extraccion y
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reforestacion es de vital importancia, para con ello poder seguir extrayendo estos
recursos de manera sostenible y al mismo tiempo mantener territorios

reforestados que contribuyan con los servicios ambientales que proveen.

Cambios negativos en superficie forestal de México.

México presenta actualmente el 2.1% de superficie forestal mundial, donde
alberga diversos ecosistemas naturales que son de vital importancia para el pais.
En efecto estos ecosistemas en el pais como en todo el mundo, han presentado
una reduccion de su superficie a lo largo del tiempo. Se estima que del afio 1970
al afio 2014 se han perdido mas de 23,000,000 ha de selva y mas de 13,000,000
ha de bosque. Como se ha revisado, los bosques intervienen en diversos
procesos ecoldgicos y ademas ayudan a mitigar los gases de efecto invernadero,
por lo que es crucial y necesario desarrollar programas de mejoramiento genético
gue garanticen la adaptacion y subsistencia de especies forestales resistentes

ante las nuevas condiciones ambientales.

Es cierto que, para intervenir en el sector forestal en México, son diversas las
problematicas que se tendrian que abarcar; al menos para el pais, son muchos
los temas, desde socioecondmicos, politicos y culturales; es evidente que hay
mucho trabajo por hacer, pero para ello, se podria ir desglosando cada
problematica por area de estudio correspondiente. Al menos en el ambito de
mejoramiento genético, se podria optar por tecnologias eficientes y que permitan

desarrollar estudios en un lapso menor de tiempo.

Tierras secas en México y el mundo.

Un punto importante que no se deberia ignorar, es la consecuencia de la pérdida
de arbolado que protege a varios ecosistemas; uno muy importante como lo es
el suelo, ya que, debido a la falta de vegetacion arbérea, se vuelve susceptible
a diversos tipos de erosion, favoreciendo a la formacion de mayor superficie de
tierras secas. Las condiciones propias de las tierras secas, dificultan el desarrollo
y la subsistencia de varios organismos, debido al indice de aridez que presentan,

temperaturas extremas y bajos recursos hidricos, por lo que es necesario aplicar
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tecnologias, que permitan desarrollar estudios, para mejorar especies forestales
resistentes ante estas condiciones de estrés abibtico, que garanticen su

adaptacion y supervivencia en estos territorios.

En México las tierras secas ocupan el 65% del territorio nacional, lo que indica
que hay mas territorio con indice de aridez que superficie forestal. El territorio
correspondiente de estas zonas es de mas del25 millones de ha, en efecto, es
un territorio inmenso, mismo que podria ser reforestado con especies forestales
gue presenten rasgos adaptativos a las condiciones propias de la zona, lo cual
podria ser posible mediante la aplicacién de tecnologias moleculares como lo es
CRISPR/Cas9.

Ciertamente se han realizado programas de reforestacion, pero del total de la
zona afectada solo se ha atendido una minima parte, esto indica que aun falta
mucho mas territorio por atender, y si en ese proceso se reforesta con especies
mejoradas, se estara garantizando la subsistencia y facil adaptacion de las
mismas en estas condiciones desfavorables, ademas, se podra proteger a los
suelos y evitar la generacion de mas suelos erosionados y tierras secas, sin
mencionar los grandes beneficios que se estarian obteniendo al haber mayor

biomasa forestal en el pais.

Tecnologia CRISPR/Cas9.

A lo largo del documento se han mencionado las aportaciones del sistema
CRISPR/cas9, las cuales han revolucionado el mundo de la ciencia. Esta
tecnologia, se adaptd del sistema inmune de bacterias, para realizar incisiones
en el DNA, donde, el éxito de las mutaciones de células eucariotas ha funcionado
gracias a las vias de reparacion propias de estas células. En efecto, la tecnologia
CRISPR/Cas9, brinda grandes posibilidades para desarrollar mejoras en
diversos organismos, ademas de desarrollar diversos estudios, para la
comprension de las rutas metabdlicas en muchos genes, relacionados a rasgos
adaptativos; sin lugar a dudas, la tecnologia CRISPR/Cas9 representa una gran

herramienta y oportunidad para el sector forestal del pais, con el cual se podrian
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lograr grandes avances y dar solucion a problemas biéticos y abiéticos mediante
la generacion de especies resistentes.

CRISPR/Cas9 con otras tecnologias de edicion genémica: ZFNs y TALENSs.

Ciertamente CRISPR/Cas9 no es la unica tecnologia que se ha aplicado para la
edicion del genoma; anteriormente se han utilizado tecnologias como TALENs y
ZFNs, las cuales, también cuentan con nucleasas dirigidas a secuencias
especificas para editar o manipular a un gen. Sin embargo, se tiene que mediar
el costo, el tiempo y eficiencia al momento de considerar cual tecnologia aplicar.
Respecto a eficiencia de transformacion, muchos investigadores han
demostrado que CRISPR/Cas9, ha sido mas eficiente a diferencia de TALENs Y
ZFNs, y ademas se argumenta que estas son mas costosas por el tipo de
reactivos y materiales que se emplean, y el tiempo para construir los protocolos
para localizar una secuencia es mayor. En evidencia, desde el anuncio de la
aplicacion del sistema CRISPR, han surgido un sinfin de articulos, donde se ha
aplicado CRISPR para editar el genoma. Todos estos estudios han demostrado
un éxito en la edicion de genes, asi que sin duda, la utilizacién de CRISPR/Cas9
puede ser una estrategia prometedora por su mayor eficacia, menor tiempo y
menor presupuesto de inversion a diferencia de las otras tecnologias que se han

empleado anteriormente.

Algunas aplicaciones de la tecnologia CRISPR/Cas9 desarrolladas en plantas.

En tan solo pocos afios del descubrimiento del sistema CRISPR/Cas9, la ciencia
ha avanzado a pasos gigantes en diversas areas de estudio con un sinfin de
aplicaciones. En el area vegetal se han realizado grandes avances en el estudio
y la comprensiébn de muchos genes importantes que confieren resistencia
sistémica ante diversos tipos de estrés bidtico y abidtico, ademas, estos logros
benefician al medio ambiente mediante la reduccion del uso de pesticidas y

agroquimicos.
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Actualmente ya se han reportado protocolos de transformacion en muchos
cultivos de importancia econémica, los cuales han sido un éxito, como lo ha sido
con la desactivacion del gen NPR1 en jitomate, donde se encontré que las
plantas resultantes presentaron baja tolerancia a estrés hidrico, lo cual sugiere
a este gen como importante en la adquisicion de resistencia ante estrés por
sequia, o el gen ALS en sandia que provee resistencia a las plantas mutantes
contra un herbicida, con la desactivacion del gen CsLOB1 en naranja las plantas
mutantes presentaron resistencia a Xanthomonas citri, y con el gen PDS
reportado en cultivos como manzana, 4lamo y café, se obtuvieron plantas albinas

debido a la interrupcioén de la ruta de la sintesis de clorofila en estos cultivos.

Todos estos avances desarrollados exitosamente, sugieren posibles soluciones
a problematicas de estrés bidtico y abidtico estudiando a los genes homadlogos
de especies forestales de interés, lo cual, mediante la tecnologia CRISPR/Cas9

como herramienta, se podrian realizar mejoras de manera eficiente y mas rapida.

Algunas aplicaciones de la tecnologia CRISPR/Cas9 desarrolladas en forestales.

Recientemente, el panorama de la gendmica forestal se esta ampliado con el
apoyo de la tecnologia CRISPR/Cas9. En el mundo y en varios paises se esta
aplicando CRISPR/Cas9 para desarrollar investigaciones que permitan una
mejor comprension de la gendmica de forestales, con la inactivacion y
sobreexpresion de genes relacionados a caracteristicas de interés; donde,
posteriormente se pueden desarrollar programas y protocolos, para generar
especies forestales resistentes ante condiciones ambientales extremas y con

mejores caracteristicas para producir mayor biomasa vegetal.

Un ejemplo de mejora ha sido con la modificacion de las caracteristicas fisicas y
quimicas de la madera mediante la mutacion del gen 4CL para reducir el
porcentaje de lignina, o con los genes BRC1 y BRC2 con los cuales se obtuvo
mayor produccion de biomasa en la especie Populus spp; de igual manera, con
CRISPR/Cas9 se podrian estudiar las funciones de los genes homadlogos de 4CL
y BRC en especies forestales producidas en el pais, como podrian ser Pinus spp

o Quercus spp. La estrategia que se esta empleando con el estudio de simbiosis
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de Rhizobium con la especie Parasponia andersonii es muy prometedora, ya que
el nitrégeno es un elemento esencial como componente estructural de ciertas
biomoléculas en las plantas y sin lugar a duda comprender el funcionamiento de
esta caracteristica particular, podria emplearse en un futuro para dar frente a
problemas de baja disponibilidad de formas quimicas asimilables del nitrégeno
en suelos deteriorados.

Como ya se ha revisado, en el mundo y en México sin excepcion, las condiciones
ambientales estdn cambiando; las condiciones son cada vez mas extremas,
como lo son los ambientes con altas temperaturas, suelos deteriorados, escasez
hidrica y el ataque de patégenos. Hay mucho trabajo por hacer y sin duda alguna,
los previos avances del mejoramiento vegetal pueden servir de guia para
estudiar genes homologos en especies forestales del pais que les confieran
mejores caracteristicas. Como posible estrategia, mediante CRISPR/cas9 se
podria estudiar y validar la funcion del gen homologo NPR1 en cierta especie
forestal de interés, con la finalidad de conferir resistencia ante estrés hidrico, o
con el gen homoélogo de LOB1 para conferir resistencia ante patégenos como

Xanthomonas spp.

De la superficie de suelo deteriorado en el pais, apenas el 0.2% se ha atendido,
ademas, en promedio, anualmente se ha registrado el ataque de plagas en mas
de 56,000 ha; como ejemplo dentro de los 70 patégenos reportados esta
Conophthorus edulis que afecta a areas de Pinus pinea o también Fusarium
circinatum, causante de la enfermedad de cancro resinoso del pino, entre otras
problematicas mas que se citan en el anexo 2, lo cual indica que hay un extenso
trabajo por realizar, sin embargo, no hay que ignorar un tema importante, el cual
es el flujo genético de la biodiversidad del pais; ante un escenario de un
establecimiento de una especie forestal mejorada, evidentemente de acuerdo al
ciclo natural de reproduccién, tendriamos una mezcla de los materiales
genéticos endémicos y materiales genéticos modificados, lo cual nos
representaria un panorama no deseado para la biodiversidad del pais; pero a
pesar de ello, es un hecho que también se tiene que intervenir con estrategias
para mitigar los efectos de cambio climatico, pero sobre todo garantizar la

supervivencia de especies forestales ante condiciones extremas, para tal
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situacion, con la tecnologia CRISPR/Cas9 se podria estudiar y validar a genes
relacionados a los componentes de reproduccion de especies forestales de
interés, de esa manera se podrian lograr plantas estériles, que ademas
presenten caracteristicas genéticas deseables, que a su vez no interfieran con
el flujo genético de la biodiversidad del lugar, como en el estudio desarrollado en
Populus, donde aplicando CRISPR/Cas9 se lograron plantas estériles mediante
la mutacion del gen LFY. De la misma manera que con el estudio desarrollado
con el gen LFY, mediante CRISPR/Cas9 se podria validar y estudiar a genes
homélogos en especies forestales de interés relacionados a los componentes de
reproduccion, con el fin de desarrollar plantas estériles que no interfieran con el

flujo genético de la biodiversidad del pais.

Organismos genéticamente editados (GE) y Organismos genéticamente modificados

(GMO).

Todas las tecnologias moleculares nos han permitido avanzar rapidamente en el
mejoramiento genético de muchas especies vegetales, sin embargo, la
aplicacion de muchas de estas tecnologias incluyendo a la tecnologia

CRISPR/Cas9 tienen que sujetarse a la regulacién de cada pais.

La aceptacién de la tecnologia CRISPR/Cas9 por la sociedad es un factor
determinante para su aplicacién, ya que el avance de las investigaciones
depende de su aprobacion y reglamentacion. Para el caso particular de
CRISPR/Cas9, respecto a los alcances y fronteras, se encuentra en discusion
en cada pais, de acuerdo a diversas consideraciones; debido a que el producto
de la tecnologia CRISPR/Cas9 no incluye material genético forAneo, como los
GMO, pero el mismo hecho de manipular el genoma de organismos pone en

cuestion delimitar y regular los alcances de su aplicacion.

En México es justo y necesario poner en discusion la regulacion para la
aplicacion de tecnologias eficientes y rapidas para desarrollar estudios que
generen especies forestales mejoradas, y por supuesto son necesarias
regulaciones para la tecnologia CRISPR/Cas9 distintas a los GMO, debido a que

la definicion de un GMO no figura con el producto generado por la tecnologia
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CRISPR/Cas9, sin embargo se tienen que delimitar sus alcances y aplicaciones
para su liberacion en el ambiente como cualquier otro GMO, y tener documentos
guias, que den a conocer los limites y alcances de los experimentos. Habiendo
documentos regulatorios podria ser mas sencillo avanzar en las investigaciones

siguiendo las cuestiones legales o éticas.
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VIl. Conclusion.

Es un hecho que los bosques son de gran importancia en diversos ciclos y
procesos naturales del planeta; ademas brindan diversos bienesy recursos a la
humanidad. En efecto, como se revisd anteriormente, en respuesta a muchos
factores naturales y antropogénicos la superficie forestal ha disminuido, v,
ademas, el conjunto de las nuevas condiciones ambientales que ha traido el
cambio climético, dificultan la adaptacion y subsistencia de las especies
forestales, y en respuesta a la falta de biomasa forestal, se ha favorecido al

calentamiento global.

En contraste, a la reduccién de superficie forestal, debido a la falta de arbolado,
se esta favoreciendo también a la erosién de los suelos, que a su vez, favorece
la formacion de mayor superficie de tierras secas, por tal cuestion, se propone
desarrollar investigaciones aplicando a la tecnologia CRISPR/Cas9 como
herramienta para estudiar y validar funciones de genes que confieran resistencia

sistémica a estrés bidtico y abidtico a las especies forestales del pais.

Como estrategia, aplicar a la tecnologia CRISPR/Cas9 como herramienta para
estudiar a genes homologos de interés con el fin de conferir resistencia a estrés
hidrico, como podria ser el caso del gen NPR1, en especies forestales del pais,

gue podrian cultivarse en zonas éaridas.

Se propone aplicar CRISPR/Cas9 como herramienta para estudiar y validar al
gen LOB1, con la finalidad de conferir resistencia ante estrés bidtico en especies
que lo requieran, asi como también para estudiar las funciones de los homadlogos
del gen 4CL para mejorar las caracteristicas de la madera en especies utilizadas
para extraccion de celulosa, asi mismo para estudiar las funciones del gen BRC2

en las mismas, con la finalidad de lograr mayor biomasa forestal.
Con el fin de resguardar responsablemente a la biodiversidad de las especies
forestales endémicas y la importante cuestion de no intervenir con el flujo

genético natural, se propone utilizar a CRISPR/Cas9 como herramienta para
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estudiar y validar genes relacionados a componentes de reproduccion de las
especies forestales de interés; como posible candidato al gen LFY, con la

finalidad de desarrollar plantas estériles que no intervengan con el flujo genético.

En base a las aplicaciones de CRISPR/Cas9 desarrolladas con éxito, para la
transformacion genética en especies vegetales, y debido a la disminucién de
superficie forestal mundial, y a las nuevas condiciones de cambio climatico que
dificultan la adaptacion de las especies forestales, que en consecuencia favorece
al calentamiento global; se propone a la tecnologia CRISPR/Cas9 como una

herramienta para generar especies forestales mejoradas en México.
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IX. ANEXOS.
ANEXO 1. ABREVIATURAS, SIGLAS Y SIMBOLOS.

ALS: Gen acetolactato sintasa

BRC1: Gen BRANCHED 1

BRC2: Gen BRANCHED 2

Cas (CRISPR-associated): genes 0 proteinas asociados a CRISPR.
Cas1(CRISPR-Associated 1): gen 0 proteina 1 asociada a CRISPR.

Cas2 (CRISPR-Associated 2) : gen 0 proteina 2 asociada a CRISPR.

CjChll: Gen subunidad 1 de quelatasa de Cryptomeria japonica.

crRNA: Secuencia RNA de CRISPR maduro.

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats):
secuencias palindromicas cortas repetidas regularmente interespaciadas.
CRISPR-Cas: secuencias palindromicas cortas repetidas regularmente
interespaciadas asociadas a nucleasas Cas.

CRISPR/Cas9: secuencias palindromicas cortas repetidas regularmente
interespaciadas asociadas a la nucleasa Cas9.

COg2: Dioxido de carbono.

CsLOB1: gen limites de 6rganos laterales de Citrus sinensis.

DNA: (Deoxyribonucleic acid): Acido desoxirribonucleico.

DSB (Double-Strand Break): doble corte en la cadena.

GUX1: (Glucuronic acid substitution of the xilan 1) Gen Sustitucion de acido
glucurénico del xilan 1

FAO (Food agriculture organization): Organizacion de las naciones unidas para
la alimentacion y la agricultura.

FRA (Forest resources assessment): Evaluacién de los recursos forestales
mundiales.

GE: (Genetically edited) Editado genéticamente.

GMO: (Genetically modified organism) Organismo genéticamente modificado.
Gt: Gigatonelada unidad de masa equivalente a 1000 millones de toneladas
métricas.

GTT : Secuencia PAM conformada por guanina-timina-timina.

GFP: (Green fluorescent protein) Gen de la proteina fluorescente verde.

Ha: Hectarea

HDR (Homology-Directed Repair): Recombinacion homologa directa.

HNH: dominio nucleasa de Cas9 que escinde la cadena complementaria al
CrARN.

IA: indice de aridez

KD: (Knock down) Reduccion de la expresion de un gen.

KI(Knock in): técnica de substitucién de secuencias por otro o modificada en un
locus.

KO(Knock out) anulacién o blogueo, elimina la expresién de la proteina del gen.
nCas9 (Nickase 9): Cas9 mutada para que solo escinda una hebra de DNA.
NGG: Secuencia PAM conformada por un nucleétido”x’-guanina-guanina.
NHEJ: (Non-Homologous End Joining) Recombinacién no homologa.

NPR1: (Nonexpressor of pathogenesis-related gene 1). Gen 1 relacionado a no
expresion de patogénesis.

LFY: Gen LEAFY

LOB1 (Lateral organ boundaries 1): li mites laterales del 6rgano 1.
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PAM (Protospacer Adjacent Motif): Secuencia corta adyacente al
protoespaciador.

PanEIN2: Gen etileno insensible 2 de Parasponia andersonii.

PanHK4: Gen histidina quinasa 4 de Parasponia andersonii.

PanNSP1: Gen ruta sefializador de nodulos 1de Parasponia andersonii.
PanNSP2: Gen ruta sefalizador de nédulos 1de Parasponia andersonii.

PDS (Phytoene desaturase) : gen fitoeno desaturasa.

PIB: Producto interno bruto

PPCC: pérdida parcial de cobertura de copas.

pre-crARN: precursor del cr-ARN.

RNA (Ribonucleic acid): Acido ribonucleico.

RuvC: dominio nucleasa de Cas9 que escinde la cadena complementaria al
CrARN.

SaCas9: Staphylococcus aureus Cas9.

SEMARNAT: Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.

SgARN: ARN guia utilizado en sistemas CRISPR-Cas9.

SINPR1: (Solanum lycopersicum Nonexpressor of pathogenesis-related gene 1).
Gen 1 relacionado a no expresion de patogénesis de Solanum lycopersicum.
SpCas9: Streptococcus pyogenes Cas9.

TALENs (Transcription Activator Like Effector Nucleases): nucleasas tipo
activadores de transcripcion.

TFL1: (Terminal flower 1) gen flor terminal 1

tracr-RNA: RNA transactivador.

Xcc : Xanthomonas citri.

USD: Dolar estadounidense.

ZFNs (Zinc Finger Nucleases): nucleasas de dedos de zinc.

4CL (4-Coumarate:CoA ligase): gen 4-Coumarato ligasa.
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Patogeno

Tipo de vegetacion afectada en México

Antiteuchus piceus

Bosque de pino-encino.

Apogonalia mediolineata

Bosques templados.

Arceuthobium globosum

Bosques templados.

Arceuthobium blumeri

Bosques templados.

Arceuthobium strictum

Bosques templados.

Arceuthobium vaginatum

Bosques templados.

Atta spp

Plantaciones forestales.

Chrysobothris spp

Plantaciones forestales.

Chrysobothris yucatanensis

Plantaciones forestales.

Cladocolea spp

Bosque de pino-encino.

Conophthorus edulis

Areas de pino pifionero.

Cronartium quercum

Bosques templados.

Cryptostegia grandiflora

Bosques templados.

Cydia spp

Bosques templados.

Dendroctonus adjunctus

Bosques templados.

Dendroctonus frontalis

Bosques templados.

Dendroctonus mexicanus

Bosques templados.

Dendroctonus pseudotsugae

Bosques templados.

Dendroctonus rhizophagus

Bosques templados en regeneracion.

Diabrotica spp

Bosques templados.

Eulepte gastralis

Plantaciones forestales.

Fusarium circinatum

Bosques templados.

Hemiceras spp

Bosques templados.

Hyblaea puera Selva baja y media.
Hypsipyla grandella Plantaciones forestales.
Ips caligraphus Bosques templados.

Ips spp Bosques templados.

Malacosoma spp

Vegetacion urbana y plantaciones
forestales.

Neodiprion autumnalis

Bosque de pino-encino.

Neodiprion bicolor

Bosques templados.

Neodiprion spp

Bosques templados.

Olivea tectonae

Plantaciones forestales.

Paranthrene dollii

Vegetacion urbana y plantaciones
forestales.

Phoradendron bolleanum

Bosques templados.

Phoradendron galeotti

Bosque de pino-encino.

Phoradendron juniperinum

Bosque de pino-encino.

Phoradendron minutifolium

Bosque de pino-encino.

Phoradendron villosum

Bosque de pino-encino.

Phoradendroncalifornicum

Bosque de pino-encino.

ANEXO 2. PRINCIPALES PATOGENOS QUE AFECTAN A FORESTALES DE
IMPORTANCIA ECONOMICA EN MEXICO (SEMARNAT, 2019).
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Phytophthora cinamomi

Bosques templados

Pithyophtorus spp

Bosques templados

Psittacanthus spp

Bosque de pino-encino

Rhynchophorus palmarum

Palmares Yy zonas costeras

Scolytus multistriatus

Vegetacién urbana y plantaciones
forestales

Scolytus spp

Bosques templados

Struthanthus quercicola

Bosque de pino-encino

Tillandsia recurvata

Bosque de pino-encino

Zadiprion falsus

Bosques templados
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