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Los retos de la agricultura del SXXI
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United Nations Producir mas con menos, al tiempo que
preservamos y mejoramos los medios de vida de
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el futuro.
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Los retos de la agricultura del SXXI
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La mejora genética vegetal como respuesta
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Hoy en dia muchas de esas mutaciones son conocidas, mapeadas y catalogadas: GENOMICA



La mejora genética vegetal como respuesta

Tecnologias de mejora genética y su regulacion en la UE

AnPnEHA’ — Transgénesis/ DNA recombinante
dl

Af;f;*::f\: N \8c e} Introgresion/hibridacion/cruce

Annex |B Exclusion directiva GMO: Mutagénesis
(quimica, rayos X ) fusidn celular

___________________________________________________________________________________________________________________

GMO Definition |
(Art. 2)

... Y las nuevas tecnologias de mejora?




La mejora genética vegetal como respuesta

Nuevas Tecnologias de Mejora en Plantas

Injerto sobre pie transgénico, TransGrafting (TG)
Cisgénesis (CG)
Intragénesis (1G)
Metilacion del ADN dependiente de ARN (RdDM)

Mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (ODM)
Nucleasas de dedos de Zinc (ZFN)

Nucleasas TAL (TALEN)

Meganucleasas (MN)

Nucleasas CRISPR/Cas (CRISPR)




La mejora genética vegetal como respuesta

INJERTO SOBRE PIE MG

M

Injerto de material no
modificado genéticamente
sobre portainjerto modificado
geneticamente. Los frutos no
contienen la secuencia de ADN
insertada.

CISGENESIS/INTRAGENESIS

L 34!

Empleo de técnicas de
transformacion genética, pero
el ADN transferido pertenece a
la misma especie que la planta
transformada o0 a una especie
sexualmente compatible.

RdDM

Silenciamiento génico
transcripcional por metilacion
de secuencias promotoras. No
se producen mutaciones en la
secuencia de DNA, la
expresion génica se modifica
epigenéticamente.




La mejora genética vegetal como respuesta

Tecnologias de edicion genética

Mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (ODM)
Nucleasas de dedos de Zinc (ZFN)

Nucleasas TAL (TALEN)

Meganucleasas (MN)

Nucleasas CRISPR/Cas (CRISPR)

AR




La mejora genética vegetal como respuesta

TABLE 2 | Research publications between 2011 and 2017 covering several applications for different nGMs.

Genome editing RdDM CG IG TG*

Applications CRISPR* TALEN ZFN MN ODM

JAN. 2011-DEC. 2015

Total number n.a. 10 17 5 1 6 7 4 n.a.
JAN. 2016-JUNE 2017*

Total number (172) 114 8 7 1 1 1 2 4 23
SOM—1 90 5 4 — n.a n.a. n.a n.a n.a.
SDON-2 5 — — — n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
SDON-3 4 3 3 1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Base editing 4 — — — n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Cther types of genome editing 2 — — — n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
OBJECTIVE OF APPLICATIONS (JAN. 2016-JUNE 2017)

Method development 72 1 2 1 — — 1 1 B
Basic research 22 1 2 — — — — — 7
Applied development 20 B 3 — 1 1 1 3 10

Eckerstorfer et al Frontiers, 2019
e



CRISPR: una revolucion made in Alicante
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Cas9 (y otras proteinas tipo Cas) son
complejos de ribonucleasas cuya
especificidad de corteen el DNA esta
“programada” por un RNA guia (gRNA).

Cas9 es una herramienta de editado muy
versatil porque los gRNAs pueden ser
sintetizados de forma muy sencilla y
economica.



Editado genético: una herramienta de precision para la mejora

MECANISMOS DE REPARACION DNA

Gene

j double strand break

repair / | \ - repair
template ‘

template

NHEJ
imprecise repair
frameshits,
mutations

Precise Gene Low efficiency in plants!!

repair targeting
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Tipos de editado genomico
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Nuevas modalidades de edicion

Modificadores de bases

Guide RNA
Base editors:
Garomi Modificaciones sobre Cas9
i 1. Deamination 3 . 5 o Y op_* 99
3 5 oftarget ; permiten “re-escribir” letras del
5 +++ 3" 2. DNA repair w3 ”, . s pe
and epication Base-edited DNA ’ codigo genético: C-T o A-G.

Cytidine deaminase Estas modificaciones precisas
permiten, ademas de desactivar
genes, modificar expresion su
expresion, o cambiar
propiedades de la proteina

» 1 Deaminatonof . .5 correspondiente.
5 2.DNA repair o . G 3
or replication Base-edited DNA
Mas aun:
Qe modificadores epigenéticos...




Procedimientos de editado CRISPR/Cas en plantas

Como introducimos CRISPR/Cas y gRNA en las
celulas para que hagan su funcion?

. ., (1
* Introduciendo Cas9 y gRNA en forma de complejo nucleo-
proteina + regeneracion. | oot
H H H «“ ” : @ QJ)
* La parte proteica (Cas9) es invariable. El “programa” lo aporta el Guide RNA \ Y.
gRNA (programacion barata). o o
e o pit
* Requiere regeneracion y cultivo in vitro ﬁ—P@w
Cas9 PAM P
Genomic DNA . 4 Gasp RNA
MHM'K TargatSaquan;:a MHM'M
TTTI]
| L )
Guide RNA | h n ':E Mutant plant e

CrRNA ( \

tracrRNA




Procedimientos de editado CRISPR/Cas en plantas

Como introducimos CRISPR/Cas y gRNA en las
celulas para que hagan su funcion?

Transgenic plant expressing
the Cas9/sgRNA system with

targeted genome editing

* Introduciendo la informacion - l® Selfing
genética: los genes de Cas9 y gRNA @
en forma de DNA. La célula los
convierte en proteinay RNA
respectivamente. Después @
eliminamos ese DNA. Paso
intermedio TRANSGENICO o
(producto final NO TRASNGENICO)

PCR/RE genotyping
and DNA sequencing of

Cas9 g RNA clones with targeted

homozygous genome

Negative selction for
transgene free plants

= Green: Wild type
= Red: Transgenic
Yellow: GE Plants

Transgene free
genetically edited
homozygous plant

*(

Generation of transgene free genetically edited plants with Cas9




CRISPR y el editado multiple como herramienta para mejora acelerada

Ch1 Ch2 Ch3 Ch4 Ch5 Ché Ch7 Ch8 Ch9 Ch10 Ch11 Ch12

IR B I I MULTIPLEXING

A I

El sistema de “programacion” de
Cas9 con su gRNA permite
acometer la edicidon genética de
varios gene (>10) de forma
simultanea. Esta caracteristica
permite ir mas alla de la mejora
tradicional y alcanzar objetivos de
mejora en pocas generaciones que
necesitarian décadas de trabajo
mediante métodos tradicionales:

/

-

- Familias génicas
* Trait pyramiding

1




Resumen editado gendmico en plantas

 El editado genomico CRISPR es una tecnologia relativamente barata y
accesible a pequenos laboratorios/empresas

 CRISPR aprovecha lainformacion gendmica. La informacion
genomica de la mayoria de las especies cultivadas de interes esta
accesible en el dominio publico

 El editado genomico se puede llevar a cabo sobre variedades locales, y
no esta refiido con los principios de preservacion de biodiversidad,
produccion de proximidad, reduccion de insumos, etc. Al contrario, los
refuerza.



El aluvion de aplicaciones

APLICACIONES NPBTs en MEJORA GENETICA AGRICOLA

Resistencia a enfermedades (virales, bacterianas y
fungicas)

Mejora de la composicidon/calidad.

Mejora la frente a estrés ambiental (cambio climatico)
Domesticacion/mejora acelerada de nuevos cultivos



Un aluvion de aplicaciones: resistencia

RESISTENCIA A ENFERMEDADES

Eliminacion de factores de susceptibilidad (SDN-1) pomelo, trigo,
tomate, vid, manzana, arroz.

Expresion de genes de resistencia y/o sustancias antimicrobianas
(transinjerto y cisgenesis) manzana, patata y vid. (SDN-2, SDN-3)



Un aluvion de aplicaciones: resistencia

Réapida obtencion de resistencia frente a Oidium neolycopersici en tomate mediante
editado genémico en 10 meses

48 bp
3 1kb

Primer F

A T S

— 7 S —

d Target 1 PAM PAM Target 2
WT ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTIGGTGGAGACTGGTGACCATCT T T ICTGGTTTAATCGCCCTGCCCTTGTCCTATTCTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG
Plant1 ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTGGTGGAGACTGGTGACCATCTTTTCTGGTTTAATCGCCCTGCCCTTGTCCTATTCTTGATTAACT TTGTACTCTTTCAGG
Plant 2 ACATAGTAAAAGGTGTACCTETGETGEA = === === === === e e e e e e CTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG -48
Plant 8 ACATAGTAAAAGGTGTACCTETGETGGA === === == === === m === e e = = CTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG -48
ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTGGTGGA = === === mmcmccc s e cccccccc e e e e—-——--———-eeeeCTTGATTAACTTTGTACTCTTTICAGG -48
Plant 10 | o A G AAAAGG TG TACCTOTGOTOGA ~ == m = mmmmmmm e mm e m e m e m e TTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG -49

Vladimir Nekrasov!*, Congmao Wang?, Joe Win?, Christa Lanz?, Detlef Weigel® & Sophien

Kamoun(®!

| 'Rapid generation of a transgene-
free powdery mildew resistant
tomato by genome deletion

MILDEW RESISTANT LOCUS O



El aluvion de aplicaciones

AUMENTOS DE RENDIMIENTO

ARROZ (SDN-1): Reguladores del numero y tamano de grano, panicula y arquitectura de
plantas.

TOMATE (SDN-1). Alteraciones de tipo SDN-1 mediadas por CRISPR / Cas9 del SICLV3
promotor en tomate para generar frutos de mayor tamano y aumento de yemas florales.



El aluvion de aplicaciones

5 Mejora rapida del tamano de grano de arroz mediante editado
- multiple del genoma de arroz
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El aluvidon de aplicaciones

Genes conocidos en arroz relacionados con el rendimiento

Gnla, Grain number 1a IPA1, Ideal Plant Architecture 1

* mayor nimero de granos (Squamosa Promoter Binding Protein-like 14, OsSPL14)
* menor ahijamiento, mayor numero de granos Concha Domingo
nature IVIA
aAelo Habataki genetics

Regulation of OsSPL14 by OsmiR156 defines ideal plant

—1“— architecture in rice
Yongqging Jino!1, Yonghong \\'I.ll'lg]'l., Dawei Xue?-, Jing \‘\'ung'. Meixian Yan?, Guifu Liu, Guojun l}ungz.

Dali Zeng?®, Zefu Lu', Xudong Zhu?, Qian Qian?® & Jiayang Li'

5 300,
) 4
\ :
. . . £
Cytokinin Oxidase Regulates @ \\ S oo
/ m -
. . . : T ipal-3 ipal-1Q ipal-3}1 E
Rice Grain Production — g R R L B =
«DEP1 - Development- ‘g;
Motoyuki Ashikari,'* Hitoshi Sakakibara,”* Shaoyang Lin,? g;_::: E‘::‘Ed genes 2 o0l
Toshio Yamamoto,® Tomonori Takashi,® Asuka Nishimura,? sl ‘m
Enrique R. Angeles,3 Qian Qian,4 Hidemi Kitano,’ Changes to multiple o
Makoto Matsuoka '} biological processes, ©
SCIENCE VOL 309 29 JULY 2005 2
+ Fewer tillers
0 - Greater plant height
Ko Ha 5150 + More panicle branches Q\V
- Longer panicle length 056 0’-3

+ Stronger stems

vy @I\,é\l\z

Otros genes “clasicos”: DEP1, GS3.....



Perspectivas CRISPR

La edicion genética como fuente de variabilidad.
Generacion de nueva variacion en QTLs

m b
s 5
cE =
0T 3 em—
= LU o 1. Yield traits 2. CRISPR/Cas9
(4v] Q 8 (tomato locule number/fruit size) |cis-regulatory mutagenesis
l: E —
C E :
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— O S
o 0 g 49 ¢V 49499 L_
E (5 E Limited quantitative variation Multiplex design
> § 3. Sensitized genetic screen
g Q & P ) biallelic . -
S @ x O — = Series alélicas
o it K14 @ artificiales sobre
- E E % wild type transgenic : secuencias
C 5 +
cQ & 4 * WT promoter targeting reguladoras de
- o a2 - - inherited mutant allele
gc =3 3 genes de
o Q. g3 allele 1 ~ e — — allele 4 desarrollo:
cE & allole2 — — ——em allele5 Generando
= LR allele 3 ceamress allele 6 .
3 8- s nueva variacion
€ 5 £ ) @ @ @ de caracteres
o 5% ‘ _ -’ {1 cuantitativos
3 L Continuum of engineered tralt variation
I.I:.I ‘o- g¢ 4. Cont f eng d trait variati
Y
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MEJORAS EN COMPOSICION/CALIDAD/CONTENIDO
NUTRICIONAL

« Cambios en el contenido de aziucar y almidén en la patata y el arroz (SDN-
1, CRISPR)

« Composicion lipidica alterada en Camelina y soja (SDN-1, CRISPR).

 Reduccion en el pardeamiento en los hongos (SDN-1, CRISPR)

* Modificaciones en la fragancia en el arroz (SDN-2, CRISPR, TALEN)

 Aumento del contenido de antocianinas en la manzana (CISGENESIS)

* Reduccidn de la formacion de acrilamida de los tubérculos de patata
durante procesamiento (SDN-1 TALEN)



El aluvion de aplicaciones: calidad

Mejora de la composicidn de acidos grasos en Camelina

g
2
E
3
i
g
3

doi: 10.1111/pbi.12663

Biotechnolo

Despite theincreasing commercial interest in Camelina, a limitation to the wider use of its seed oil in biofuels, lubricants and
food applications is its high content of polyunsaturated fatty acids, particularly linolenic acid (18:3), which accounts for 30%—
40% of seed oil from most Camelina cultivars (Iskandarov et al., 2014). The high polyunsaturated content makes Camelina oil
more susceptible to oxidation and food products derived from this oil more prone to rancidity (Frolich and Rice, 2005).
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'Department of Biochemistry and Center for Plant Science Innovation, University of Nebraska, Lincoln, NE, USA

“Department of Plant Biology and UC Davis Genome Center, University of California, Davis, CA, USA

CRISPR/Cas9 gene editing

Flant Biotechnology Journal (2017) 15, pp. 648-657



El aluvion de aplicaciones: calidad

Obtencién de variedades de trigo con bajo contenido en gluten

m} E
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El aluvion de aplicaciones: calidad

Obtencion de nuevas variedades de tomate stay-green

2bp deletion 1bp insertion A—T
nucleotides 475 & 476 nucleotide1768 nucleotide1789
gfd allele g2 allele R143S
/ \ / gf allele
GF{__H_} { _F
\ 2.55 kb
C—fT
"“C(')e;’;'de 513 1163 bp deletion
stop nucleotides1262—2425
gt allele gf5 allele

Figure 21. Gene structure and mutations of gf7. Barry and Pandey (2009).

Allele Genotype Position
ef A—-T Nucleotide 1789 (3rd exon)
of A insertion Nucleotide 1768 (3rd exon)
g 2 bp deletion Nucleotides 475-476 (2nd exon)
o C—-T Nucleotide 513 (2nd exon)
_ Nucleotides 1.262-2.425
of 1,163 bp deletion
(3rd-4th exon)




El aluvion de aplicaciones: calidad

Obtencidn de nuevas variedades de tomate stay-green
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SSD_2 y SSD-3: reparacion y diseino

Gene targeting in tomato assisted by Geminivirus vectors
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SSD_2 y SSD-3: reparacion y diseno

CRISPR carotenoid isomerase

Repaired
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"Repaired™
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Nuevos cultivos

APLICACIONES NPBTs en MEJORA GENETICA AGRICOLA: La nueva frontera

 Domesticacion/readaptacion acelerada de nuevos cultivos




Domesticacion de novo de cultivos

Domesticacion de novo de tomate silvestre Solanum pimpinellifolium

Mediante edicion de seis loci que son importantes para el rendimiento y la productividad en el

tomate cultivado. TAMANO FRUTO 3X
NUMERO de FRIUTOS 10X
CONTENIDO EN LICOPENO 5X

a MULTIFLORA (MULT) e gRNAZ0 FASCIATED (FAS) Solyc11g071380 gRNA42
gRNA20 Solyc02g077390 =3 T
—»

a SELF PRUNING (SP)
gRANA11 Solyo06g074350
—

Wr ATCATGATAGATCCAGATGTTCCTEGTCCT
3-5 ATCATGATAGATCCAGAT---CCTGGICCT -3 bp
3-11 ATCATGATAGATCCAGAT--TCCTGGETCCT -2 bp

Intron ]

WT ACTTTTACTCCTCATTCTTCTTCTTCTGGACTT

8 CTGATCTIGTTTTTTAGTAATTCAAC TCATGGTCTGTCTCTAARAG. . « v v s vvanvsnassaae s GCTGAT
CTGATCTGTTTTTTAGTAATTCAAGAAT-TCATGGTCTGTCTCTAAAG . T




Re-adaptacion de cultivos: nuevos usos
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Re-adaptacion de cultivos: nuevos usos

Newcotiana P: Una biofactoria de proteinas

Especie de partida: Nicotiana benthamiana

1. Identificacion de los factores que afectan los caracteres de calidad de la
proteina recombinante.

Caracterizacidén lineas NCTp a escala de laboratorio (mAbs, VLPs y hGFs)
Evaluar la eficiencia, la velocidad, los objetivos y los efectos no deseados __

o

Glycosylation

ER

Proteases Growth

factors

?8%
PROTEIN

PRODUCTS

Desarrollo de variedades mejoradas para cada caracter de calidad proteica.



Re-adaptacion de cultivos: nuevos usos

Newcotiana M: Una biofactoria de metabolitos

Especie de partida: Nicotiana tabacum

1. Enriquecer la composicion con nuevos compuestos de valor anadido.
2. Analizar los nuevos metabolomas y estudiar su seguridad, viabilidad econémicay
sostenibilidad.

HsC. OH
HsC CHs CH; CHs

NN T N
CHs CH; HiC CHs

HO' CHs .
Zeaxhantin

Health products Conversion Farmer-friendly

NON-FOOD BASED




Produccion agricola e investigacion académica

Calidad
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VARIEDADES PLANTAS MODELO
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Enfermedades Herramientas




Produccion agricola e investigacion académica
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CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

Asociadas a la técnica

1. EFICIENCIA: Cas no encuentra/edita siempre la secuencia programada

2. PRECISION: Cas se equivoca, editando secuencias similares a las programadas (OFF-
TARGETS)—facilmente escrutables por re-secunciacion

Asociadas al producto/cultivo

1. Caracteres cuantitativos
2. Caracteres cualitativos testados previamente en otros cultivos (e.g
composicion, herbicidas)

3. Nuevos caracteres. éTiene sentido aplicar
mayores restricciones que
mejora clasica para nuevos

caracteres?



Los limties de CRISPR: EFICIENCIA y PRECISION

CRISPR in tomato: analysis of off-target effects

M.of N.WT
Sample y target % WT
SequUendes
Seuence
WT 2TE30 26854 0§ 25%
2B 13578 13059 08, 18%
OFF 3C 19762 10147 04 59%
TARGET 1 ac 27080 167132 08, 76%
1oB 34883 33257 57.02% tOff_t Chromosome Position Sequence Annotation
124 27017 26185 06.92% arge
ik 27176 ELEL 06,13% 1 6 7491701 agtCATTGCgAtATTAGTGGGGG non coding
2B 20374 16091 06.57%
OFF 3C 15320 14852 0§.95% .
2 2 30647910 GeaaATTGCteCATTAGTGGTGG non coding
TARGET 1 40 14941 14428 06.57% N
10B 22078 21379 06 83% cannabidiolic acid
124 14403 14020 06, 74% synthase
3 2 34542804 GTtgeTeGaCACATTAGTGGTGG
WT 33203 32344 07.15% (accession
2B 33875 15963 97 04% XM_004233099)
OFF 3C 13688 13305 07.20% probable plastidic
TARGET 3 4 14565 14122 96.96% 4 6 38237927 | GgCCeTTGCCACATATACTGGTGG glu;"g‘:c?:i?;imr
10E :
21600 20948 05 04% XM_010324389)
124 25735 25023 07.23%
WT sE53 5550 045705 5 1 40000162 tTCCAcTICC-CATTAGTGGTGG non coding
2B 40003 35932 05 370
OFF 3C 21256 20538 08,62%
TARGET 4 40 26196 25185 06,14%
108 10111 38654 5637% Mendelian inheritance of mutations in the 2B and 12A gf1 edited
114 23802 27489 04 438% . . . . . . 1
lines in the T1 generation, confirming the heritability.
WT 12606 12255 07,22%
2B 34547 14847 0§,06%
OFF 3C 16007 15517 07.05%
TARCET § pre A A p— T-DNA was segregated and that Cas9-, transgene-free plants
0B FO04 8447 04 87% : H :
obtained in the course of one generation.
124 11453 11155 07 40%




Legislacion

Court of Justice of the European Union
ﬁ?" PRESS RELEASE No 111/18
& Luxembourg, 25 July 2018
g

Judgment in Case C-528/16
Confédération paysanne and Others v Premier ministre and Ministre de

Press and Information I'’Agriculture, de I'Agroalimentaire et de la Forét

Organisms obtained by mutagenesis are GMOs and are, in principle, subject to the
obligations laid down by the GMO Directive

Los organismos obtenidos por cualquier tipo de mutagénesis son
OGMs y estan en principio, sujetos a las obligaciones impuestas
por la directiva de OGMs

Europa renuncia una vez mas al uso de nuevas tecnologias en la
mejora, cediendo el liderazgo tecnoldgico a otras regiones.




La mejora genética vegetal como respuesta

Tecnologias de mejora genética y su regulacion en la UE

AnPnEHA’ — Transgénesis/ DNA recombinante
dl

Af;f;*::f\: N \8c e} Introgresion/hibridacion/cruce

Annex |B Exclusion directiva GMO: Mutagénesis
(quimica, rayos X ) fusidn celular

___________________________________________________________________________________________________________________

GMO Definition |
(Art. 2)

... Y las nuevas tecnologias de mejora?




Legislacion

Regulating genome edited organisms as GMOs has
negative consequences for agriculture, society and
economy

Someter los cultivos obtenidos mediante la edicion moderna del genoma a las regulaciones de OGM negara a
los consumidores, productores, investigadores y empresarios europeos oportunidades importantes en
la agricultura sostenible. Por lo tanto, se necesita una revision urgente y una modificacion de la legislacion
europea sobre nuevas tecnologias de reproduccion. Instamos a los responsables politicos europeos a actuar
para salvaguardar la competitividad de Europa en todos los niveles.
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llZ.ItU re
biotechnology

o

EU court casts new plant breeding techniques into
regulatory limbo

El principal problema en la practica es que, a diferencia de las plantas transgénicas, que se
incluyen en la Directiva 2001/18 / CE, muchos NPBT mutagénicos simplemente no son
rastreables ... No sera posible establecer si el producto vegetal mutado resultd de la aplicacion
de un NPBT. de la aplicacion de una técnica exenta de mutagénesis o incluso de mutaciones
naturales.

La falta de un sistema de preservacion de identidad (IPS) impone riesgos de responsabilidad
en el sector agricola y alimentario de la UE al utilizar bienes importados que potencialmente
se crearon con NPBT mutagénicos. Después de este juicio, es casi imposible para las empresas
redactar inmediatamente una declaracidon de este tipo (sin OGM), ya que no pueden descartar
la participacion de un NPBT mutagénico de algiun modo en algin momento en la creacion del
producto.

Nature Biotechnology volume36, pages799-800 (2018)



Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
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