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Introduccién

En las ultimas dos décadas se han incrementado las investigaciones orientadas
a desarrollar herramientas biotecnoldgicas en el cultivo de la cafa de azucar
(Saccharum spp.) para evaluar factores como el contenido de sacarosa de la
cafa, las toneladas de cafia obtenidas por hectarea (TCH) y su resistencia al
estrés biotico y abiodtico, mediante el cultivo de tejidos y la ingenieria genética.
Ese enfoque se refleja en la mejora de los indicadores de productividad del cul-
tivo. La produccion mundial de azucar y bioetanol, asi como el uso de la cafia
de azucar como biofabrica plantean la necesidad de una produccién sostenible,
lo cual exige investigar exhaustivamente los factores que inciden en el mejora-
miento del cultivo para contrarrestar las adversidades del cambio climatico, que
impactan directamente en la productividad del cultivo. Estas mejoras genéticas
—en cualquier especie—, especialmente para rasgos de herencia cuantitativa, se-
ran exitosas solo cuando se cuente con métodos eficientes de transferencia o
edicion de genes y regeneracion de plantas completas.

Este capitulo discute los avances recientes en los métodos de transformacién
delacanade azucar, en especial la biobalistica y la mediada por Agrobacterium en
el sistema monocotileddneo de Saccharum spp. Ademas, relaciona hallazgos ya
aplicados en la cafia de azlcar, como las nuevas técnicas de edicion genética ba-
sadas en nucleasas efectoras TALEN, asi como la mas reciente metodologia —que
augura una mayor aplicacion en plantas— de edicion genética usando el sistema
CRISPR-Cas9 (repeticiones palindrémicas agrupadas y regularmente interes-
paciadas). Aplicar estos avances en la cafia de azucar requiere un método de
transformacion eficiente que incluya en el mediano plazo un sistema de edicion
genética libre de ADN, para que las variedades resultantes sean consideradas
como cultivares convencionales y no modificadas, como lo dispone la Resolu-
cion 29299 de agosto de 2018 del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA).
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Generalidades

La transferencia genética tiene un importante papel en la aplicacion de la biotec-
nologia como complemento al mejoramiento de los cultivos, desde los estudios
basicos hasta el desarrollo de variedades comerciales. La diseccién de procesos
biologicos a escala molecular en las plantas, el estudio de los efectos genéti-
cos, la regulaciéon adecuada de transgenes y la generacion robusta de eventos
transgénicos para su comercializacion en un cultivo de interés serian posibles de
manera efectiva si el genoma de un cultivo determinado se pudiera transformar
0, mejor aun, editar con alta eficiencia.

El cruzamiento es la forma mas comun de obtener variabilidad genética en el
proceso de mejoramiento genético. Sin embargo, este método tiene restriccio-
nes pues el cruzamiento solo es factible en algunos casos entre individuos de la
misma especie o género, como sucede con la cafia de azlcar.

A partir de 1888, cuando se obtuvieron los primeros resultados en los pro-
gramas de mejoramiento de la cafia de azucar, se han logrado grandes avances
en el mundo en lo relacionado con el aumento de las toneladas de cafia por
hectarea, el contenido de sacarosa, la resistencia a enfermedades y plagas y la
regeneracion a partir de la soca, manteniendo niveles razonables de fibra (Moore,
Paterson & Tew, 2013). Sin embargo, aspectos de la cafia de azlcar tales como
una base genética estrecha, un genoma grande (~10Gb) y altamente complejo
(poliploidia, aneuploidia y secuencias repetitivas), su poca fertilidad y los exten-
sos ciclos de seleccidén que conllevan los nuevos cruzamientos (10-12 afos)
hacen que el proceso de mejoramiento genético de la cana sea mucho mas lento
en comparacion con otros cultivos de importancia agronémica cuyo ciclo es de
aproximadamente 4-6 meses, como el arroz, el trigo y el maiz (Altpeter & Oraby,
2010). La modificacién genética y la edicién genémica de la cafia de azdcar me-
diante técnicas de ingenieria genética son una opcién viable para contribuir en
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el proceso de mejoramiento para la introduccién de nuevas caracteristicas de
interés o a la modulaciéon de las ya existentes, con el fin de reducir el tiempo de
obtencién de nuevas variedades partiendo de materiales mejorados (o en proce-
so de mejoramiento), superando con ello las barreras para cruzamientos amplios
y la poca diversidad del acervo genético.

La cafa de azucar es una planta C4 con una alta tasa de conversion de la luz
solar en biomasa y sacarosa y su propagacion es vegetativa; ademas el polen
que produce es de baja viabilidad, por lo cual para persistir depende totalmente
de condiciones de cultivo adecuadas. Esto hace de la cafia de azucar un cultivo
ideal para la modificacion genética y la edicién genémica, con una alta probabi-
lidad de que las secuencias introducidas sean estables (Altpeter & Oraby, 2010;
Beyene et al., 2013). Un aspecto fundamental que ha permitido la aplicacién de
metodologias de modificacion genética en la cafia de azucar es el desarrollo
desde hace casi cincuenta afos de sistemas de cultivo de tejidos confiables
para regenerar plantas a partir de tejido embriogénico (Barba & Nickell, 1969;
Heinz & Mee, 1969).

Los modernos cultivares de cafia de azlcar son hibridos interespecificos con
alto nivel de ploidia, lo que dificulta el mejoramiento genético convencional de-
bido a la compleja base genética del cultivo. Esta caracteristica ha obligado a
desarrollar nuevos sistemas de mejoramiento utilizando la ingenieria genética,
con el fin de introducir genes de interés en variedades o hibridos comerciales
(Lakshamanan et al., 2005). Actualmente, mediante la integracion de diferentes
estrategias de la biologia molecular y del mejoramiento convencional, es posible
mejorar las principales caracteristicas de importancia econémica de la cafa de
azUcar y desarrollar nuevas variedades con los rasgos deseados, a fin de en-
frentar el desafio competitivo global que se le plantea al sector azucarero y las
adversidades del inminente cambio climatico.
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Transformacién genética

de la cana de azdcar

Para desarrollar cultivos genéticamente modifi-
cados con un sistema de transferencia de genes
apropiado es necesario un protocolo de cultivo
de tejidos vegetales confiable y reproducible.
A diferencia de las plantas monocotiledéneas,
el cultivo de tejidos y los métodos de transfor-
macién genética estan bien establecidos en la
mayoria de las dicotiledéneas debido a su ca-
pacidad de respuesta in vitro. En contraste, las
monocotileddneas, entre ellas la cafa de azUcar,
generalmente requieren un método riguroso y la
optimizacién de diversos factores para la trans-
mision eficiente del gen deseado y la seleccion
acertada de transformantes positivos.

El cultivo de tejidos se ha usado ampliamente
en cafia de azUcar para multiples objetivos, ta-
les como evaluar el metabolismo de la sacarosa,
determinar la resistencia de la cafna a las enfer-
medades, micropropagar variedades élites, man-
tener bancos de germoplasma in vitro, producir
variabilidad genética, generar haploides sintéti-
cos y modificar genéticamente la planta (Birch,
2013). Lo anterior revela la plasticidad que tiene
la cafia de azlcar para tomar vias morfogenéti-
cas directas e indirectas a partir de meristemos
existentes (apices y yemas axilares) o regenera-
cién de novo (tejido foliar joven), tanto por la ruta
de la embriogénesis somatica como por la de la
organogeénesis (Figura 1) (Snyman, 2004).

Métodos de transformacioén
en cana de azucar

La busqueda de métodos para la trasferencia de
ADN a las células de la cafia de azucar con mayor
reproducibilidad estimul6 en la década de 1990 el
desarrollo de las técnicas de bombardeo con mi-
croparticulas o biobalistica (Bower & Birch, 1992)
y el uso de la bacteria Agrobacterium tumefa-
ciens (Arencibia et al., 1998; Enriquez-Obregdn

et al., 1998), que han sido las prevalentes desde
entonces en diversos aspectos relacionados con
el establecimiento y optimizacién de protocolos,
resistencia a enfermedades (bacterianas, virales
y fungicas), resistencia a plagas (insectos), re-
sistencia a herbicidas, caracteristicas de interés
agronémico (floracién, uso eficiente del agua y
del nitrégeno, metabolismo del etileno y toleran-
cia a sales), aumento en la produccion de saca-
rosa, produccion de azucares derivados, obten-
cién de biocombustibles y generacion de otros
productos de alto valor agregado (Cuadro 1).

Una transformacién
exitosa depende de
numerosos factores. En
este propdsito es muy
importante tener en
cuenta aspectos como
el genoctipo de la cana
de azlcar, la cepa de
Agrobacterium, el tipo
de vector, el método
de transformacién y las
condiciones del cultivo.

Transformacion y edicidén genética de la cafa de azlcar
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Figura 1. Rutas morfogenéticas de regeneracion que ocurren en la cafia de azlcar de acuerdo con las principales
técnicas de propagacién vegetativa utilizadas en condiciones in vitro (cultivo de tejidos) y ex vitro (Birch, 2013;
Snyman, 2004).
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Cuadro 1. Estudios relevantes realizados en la modificacién genética de la cafa de azucar.

Caracteristica

Gen de
interés

Tejido blanco

Técnica de
transferencia

Referencia

Establecimiento y optimiza

cion de protocolos

B-glucoronidasa
(Reportero)

B-glucoronidasa
(Reportero)

B -glucoronidasa
(Reportero)

B-glucoronidasa
(Reportero)

Luciferasa, antocianina,
B-glucoronidasa
(Reportero)

B-glucoronidasa
(Reportero)

Proteina verde fluorescente
(Reportero)

B-glucoronidasa
(Reportero)

Luciferasa (Reportero)

Resistencia a geneticina
(Seleccion)

Resistencia a clorsulfuron
(Seleccion)

Proteinas fluorescentes
(Reportero)

B -glucoronidasa
(Reportero)

Degradacién de manosa
y resistencia a glufosinato
de amonio, higromicina y
geneticina (Seleccion)

Resistencia a fomesafen
(Seleccion)

B -glucoronidasa
(Reportero)

Resistencia a geneticina
(Seleccion)

uidA (gus)

uidA (gus)

uidA (gus)

uidA (gus)

luc, ant, uid
(qus)

uidA (gus)

gfp

uidA (qus)

luc

nptll

als

gfp y cfp

uidA (gus)

pmi, bar, hptll,
nptll

PPOX

uidA (gus)

nptll

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Yemas axilares (MD)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)
Callo embriogénico (ESI) y
discos de hojas enrolladas
(ESD)

Callo embriogénico (ESI) y
discos de hojas enrolladas
(ESD)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI) y
discos de hojas enrolladas
(ESD)

Electroporacion

Biobalistica

Electroporacion

Biobalistica

Biobalistica

A. tumefaciens

Biobalistica y
A. tumefaciens

A. tumefaciens

A. tumefaciens

Biobalistica

Biobalistica

A. tumefaciens

A. tumefaciens

Biobalistica

Biobalistica

Biobalistica

Biobalistica y
A. tumefaciens

(Arencibia et al., 1992)
(Bower & Birch, 1992)

(Arencibia et al., 1995)

(Gambley, Ford & Smith
1993)

(Bower, Elliott, Potier &
Birch, 1996)

(Enriquez-Obregén et al.,
1998)

(Elliott et al., 1999)

(Joyce et al., 2014, 2010)

(Anderson & Birch, 2012)
(Taparia, Fouad, et al.,

2012; Taparia, Gallo &
Altpeter, 2012)

(Dermawan et al.,
2016; Vyver, Conradie,
Kossmann & Lloyd, 2013)

(Dong et al., 2014)

(Kinkema et al., 2014)

(Zhang et al., 2015;
Zhang et al., 2015)

(van Beek et al., 2018)

(Ramasamy et al., 2018)

(Zhao et al., 2019)

Resistencia a enfermedades

Resistencia a SCMV

Resistencia a Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson
(Escaldadura de la hoja)

Resistencia a SrMV

SCMV-CP
sentido

albD

SrMV-CP
sentido

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Callo embriogénico (ESI)

Biobalistica

Biobalistica

Biobalistica

(Joyce et al., 1998)

(L. Zhang, Xu, & Birch,
1999)

(Ingelbrecht, Irvine, &
Mirkov, 1999)
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Gen de Técnica de

Caracteristica interés Tejido blanco transferencia Referencia

Resistencia al vi

d:T;Sei::L?nZd\gguZe i FDVS9 ORF Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (McQualter et al., 2004)
SCMV-CP

Resistencia a SCMV sentido Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Gilbert et al., 2005)
SCMV-CP

Resistencia a SCMV sentido Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Jain et al., 2007)
SCYLV-CP

Resistencia a SCYLV . ) Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Gilbert, et al., 2009)
antisentido
SCYLV-CP

Resistencia a SCYLV sentido Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Zhu et al., 2011)
SCMV-CP

Resistencia a SCMV sentido Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Yao et al., 2017)

Resistenci

esis en‘c|a a Gen de f-1,3- ' .

Colletotrichum falcatum lucanasa Yemas axilares (MD) A. tumefaciens (Nayyar et al., 2017)

Went (Pudricién roja) g

Resistencia a SCMV SCMV-CP RNAi = Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Aslam et al., 2018)

Resistencia a plagas (insectos)

Resistencia a Diatraea

(Arencibia et al., 1999;

haralis (B 1A Il jogénico (ESI Elect i6
saccharalis (Barrenador Cry1Ab Callo embriogénico (ESI) ectroporacion Arencibia et al., 1997)
de los tallos)
Resistencia a Diatraea
saccharalis (Barrenador Cry1Ab Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Braga et al., 2003)
de los tallos)
Resistencia a Diatraea
saccharalis (Barrenador Cry1Ac Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Gaoetal., 2016; Weng
(Optimizado) 9 etal., 2011, 2006)
de los tallos)
Resistencia a
, L i (Zhangsun, Luo, Chen, &
Ceratovacuna lanigera gna Callo embriogénico (ESI) A. tumefaciens
- Tang, 2007)
(Afido lanudo)
Resistencia a Scirpophaga
excerptalis (Barrenador del Aprotinina Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Christy et al., 2009)
brote)
Resistencia a Chilo Aprotinina, . e
. L Biobalistica y .
infuscatellus (Barrenador Cry1Ab Callo embriogénico (ESI) A tumefaciens (Arvinth et al., 2010)
del vastago de caria) (Optimizado) ’
Resistencia a
Sphenophorus levis CaneCPI-1 Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Schneider et al., 2017)
(Picudo de la cafa)
Resistencia a Diatraea CrviAb
saccharalis (Barrenador Cr,\}:ZAb‘ Callo embriogénico (ESI) A. tumefaciens (Cristofoletti et al., 2018)

de los tallos)

Transformacién genética de la cana de azdcar
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Cuadro 1. Continuacién.

Gen de Técnica de
Caracteristica interés Tejido blanco transferencia Referencia
Resistencia a herbicidas
Resistencia a glufosinato Gallo-Meagher & Irvine,
. 9 bar Callo embriogénico (ESI) Biobalistica ¢ 9
de amonio 1996)
Resistencia a glufosinato . . . . (Falco, Tulmann Neto, &
bar Callo embriogénico (ESI Biobalistica
de amonio genico (ES) Ulian, 2000)
Resistencia a glufosinato Manickavasagam et al.,
) ¢ bar Yemas axilares (MD) A. tumefaciens ( g
de amonio 2004)
Discos de hojas enrolladas
Resistencia a glifosato cp4 (E|SD) ) Biobalistica (Snyman et al., 2006)
Resistencia a glufosinato . i
) bar Semilla sexual (MD) A. tumefaciens (Mayavan et al., 2013)
de amonio
Resistencia a glufosinato . .
) bar Yemas axilares (MD) A. tumefaciens (Mayavan et al., 2015)
de amonio
Resistencia a glufosinato . .
) bar Callo embriogénico (ESI) A. tumefaciens (Wang et al., 2017)
de amonio
Interés agronémico
. , o, . (Shu-Zhen et al.,
Tolerancia a sequia GfTSase Callo embriogénico (ESI A. tumefaciens
q génico (ES) 2006; Wang, et al., 2005)
Tolerancia a sequia VaP5CS Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Molinari et al., 2007)
. . o ) - (McQualter &
Tolerancia a sequia AtCBF4 Callo embriogénico (ESI Biobalistica
a 9 (ESh Dookun-Saumtally, 2007)
Tolerancia a sequia dreb2b Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Wu et al., 2008)
Metabolismo del etileno Aco Callo embriogénico (ESI) A. tumefaciens (Wang et al., 2009)
Tolerancia a sales VaP5CS Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Guerzoni et al., 2014)
Tolerancia a sequia AtDREB2A CA Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Reis et al., 2014)
Tolerancia a sequia
y a sales q EaHSP70 Callo embriogénico (ESI) A. tumefaciens (Augustine et al., 2015)
Uso eficiente del nitrogeno = HvAIaAT Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Snyman et al., 2015)
Tolerancia a sequia SoP5CS Callo embriogénico (ESI) A. tumefaciens (Li et al., 2018)
Produccién de sacarosa
Reduccién de la invertasa
L. SAI antisentido Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Ma et al., 2000)
acida soluble
Reduccién de la invertasa Botha, Sawyer &
neduec v SAl antisentido | Callo embriogénico (ESI) Biobalistica ® Wy
acida soluble Birch, 2001)
PPO sentido/
Azlcar y jugo oscuro ) . I Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Vickers et al., 2005)
antisentido
Alteracion en la produccién PPO sentido/
) P antisentido y Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Vickers et al., 2005)
de azucar
SoSPS
12 Transformacién y edicién genética de la caia de azdcar
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Caracteristica

Gen de
interés

Tejido blanco

Técnica de
transferencia

Referencia

Reduccién en la

AGPase RNAi y

(Ferreira, Kossmann,

., L Callo embriogénico (ESI) Biobalistica Lloyd & Groenewald,
acumulacion de almidon -amylase
2008)
., PFP sentido/ L . e (Groenewald & Botha,
Acumulacion de sacarosa . . Callo embriogénico (ESI) Biobalistica
antisentido 2008)
Reduccién de la invert R t al., 2007;
educcion defainvertasa |y antisentido | Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Rossouw et
neutra Rossouw et al., 2010)
Azucares derivados
mds6pdh
Acumulacién de sorbitol zmglkp y Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Chong et al., 2007)
Acumulacion de trehalosa mutB Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Hamerli & Birch, 2011)
., (Basnayake et al., 2012;
Acumulacion de L . .
uQesJ SI Callo embriogénico (ESI) Biobalistica Mudge et al., 2013; Wu &
Isomaltulosa .
Birch, 2007)
Biocombustibles
Sintesi i CBH 1), CBH Il Hall et al., 2013;
ntesis enzimas (CBH ) Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Hall et a
celuloliticas y EG Harrison et al., 2011)
Produccion de etanol Jung et al., 2012; Jun
) L COMT RNAI Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Jung g
lignocelulésico et al., 2013)
Produccién de etanol 1108
roduccion de etano XIEE Callo embriogénico (ES)) Biobalistica (Kim et al., 2016)
lignoceluldsico (Optimizado)
WRI1, DGAT1-
. 2, OLE1
Produccién de . L . ..
triacilalicerol (Optimizados) Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Zale et al., 2016)
9 y PXA1/AGP
RNAi
Produccién de etanol Biobalistica
) L. Sh4CL1 RNAI Callo embriogénico (ESI) L. (Jung et al., 2016)
lignocelulosico (Intragénesis)
Produccién de etanol L A. tumefaciens (Jung & Altpeter, 2016);
TALCOMT Callo embriogénico (ESI
lignocelulésico P logenico (ESI) (EG/TALEN) (Kannan et al., 2018)
Productos de alto valor agregado
Sintesis de pHBA hchl'y cpl Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (McQualter et al., 2005)
Citokina humana (GM-CSF) = GM-CSF Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Wang et al., 2005)
Sintesis de canecistatina CaneCPI-1 Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Ribeiro et al., 2008)
Sintesis de avidina avd Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Jackson et al., 2010)
phbA, phbB,
Sintesis de PHA phaC2, phaJ2, Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Anderson et al., 2011)
FatB2 y KasA1
haA, phaB
Sintesis de PHB ZhaC’ phasyy Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Petrasovits et al., 2013)
Sintesis de Lisozima BvLzm
) o Callo embriogénico (ESI) Biobalistica (Barros et al., 2013)
bovina (Optimizado)

ESI= Embriogénesis somatica indirecta. ESD= Embriogénesis somatica directa. MD= Morfogénesis directa. EG= Edicién gendmica

Transformacién genética de la cana de azdcar
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En la Figura 2 se muestra el esquema general
de los dos métodos de transformacién genéti-
ca empleados en cafa y utilizados en Cenicafna
tanto para biobalistica como para Agrobacterium
tumefaciens.

Una transformacion exitosa depende de nu-
merosos factores. En este propdsito es muy
importante tener en cuenta aspectos como el
genotipo de la cafa de azucar, la cepa de Agro-
bacterium, el tipo de vector, el método de trans-
formacion (biobalistica o Agrobacterium) y las
condiciones del cultivo. Adicionalmente, juegan
papel importante en una efectiva transformacion
el uso de callos embriogénicos o brotes auxilia-
res, la edad y el tipo de explante de cafa utiliza-
do (Arencibia et al., 1998) y un sistema reportero
eficiente como el obtenido con los genes Gus y
GFP (Elliott et al., 1999). Joyce et al. (2010) regis-
traron que el medio de cocultivo y el sistema de
seleccioén son criticos en la transformacién me-
diada por Agrobacterium. El éxito de un proto-

colo de transformacion genética depende de su
eficiencia en la integracion transgénica y poste-
rior expresion de dicho gene(s) sobre la caracte-
ristica deseada, el nUmero de copias integradas
y su estabilidad en las generaciones posteriores.

En la busqueda de la mayor eficiencia al menor
costo en la transformacién de la cafa de azucar
se han adelantado en las Ultimas tres décadas
numerosas investigaciones. Como resultado de
ellas, se han transferido a la cafia de azUcar va-
rios genes usando diversos métodos, entre ellos
el bombardeo de microparticulas (biobalistica), la
transformacién mediada por Agrobacterium, la
electroporacion y el tratamiento con polietilengli-
col. Prioritariamente se han utilizado los dos pri-
meros métodos, cuyo éxito ha sido reportado por
miembros del Consorcio Internacional de Biotec-
nologia de Cafna (ICSB, International Corsortium
for Sugarcane Biotechnology) y por la comunidad
cientifica que trabaja en aplicaciones de biotec-
nologia en este cultivo.

Biobalistica
TSI Particulas de oro recubiertas
LA 1] con construccion de ADN
Pistola genétic: Disparo
Region apical > Brote regenerados
) - S
\ \\J) Tejido MG Proliferacion & \

Obtencion
de tejido blanco

==
Tejido embriogénico
u organogénico

Bacteria— ‘

(con construccion
de ADN)

Planta
en campo

Transferencia genética

=3

— f Co-cultivo

Seleccion y

—> \ regenerauon\

T
<)
—_—

Célula MG

k\_/) Tejido MG

A. tumefacciones

Planta MG

MG= Modificado/a Genéticamente

Figura 2. Diagrama general del proceso de modificacién genética de la cafia mediante el uso de biobalistica y A.
tumefaciens, que resalta las tres etapas principales: 1. Obtencién del tejido blanco; 2. Transferencia genética; 3.
Seleccion y regeneracion. Si bien la via mas utilizada para la obtencion del tejido blanco ha sido la morfogénesis
indirecta para producir callo con capacidad embriogénica u organogénica, también se han disefiado protocolos
rapidos para la obtencion de plantas a través de la embriogénesis somatica y organogénesis directa, a partir de
secciones transversales de hojas jévenes enrolladas (Snyman et al., 2006; Taparia et al., 2012; van der Vyver, 2010),
asi como de yemas axilares y semillas sexuales (Gambley, Ford & Smith, 1993; Manickavasagam et al., 2004; Mayavan

et al., 2015).
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Los primeros ensayos de modificacion gené-
tica en cafha de azucar se llevaron a cabo me-
diante el tratamiento de protoplastos con polie-
tilenglicol (Chen et al., 1987) y la electroporacion
(Chowdhury & Vasil, 1992; Rathus & Birch, 1992),
basandose en la amplia investigacion realizada
en cultivo de tejidos, pero las dificultades en la
regeneracion a partir de protoplastos impidieron
la obtencion de plantas. Los primeros resultados
positivos con plantas de cafia de azucar modi-
ficadas genéticamente fueron obtenidos para el
gen reportero de la B-Glucoronidasa y la resisten-
cia al barrenador del tallo Diatraea spp. utilizando
la técnica de la electroporacién, pero reempla-
zando los protoplastos por callo embriogénico
como el tejido blanco, para aprovechar la alta
capacidad regenerativa de las células embriogé-
nicas intactas de este tipo de tejido (Arencibia et
al., 1992; Arencibia et al., 1995).

Transformacién mediada por
bombardeo de microparticulas

Una de las técnicas que se utilizan mas a menu-
do para la transformacién de plantas —en espe-
cial los cereales y las gramineas—- es el bombar-
deo de microparticulas, o biobalistica, mediante
transferencia fisica directa de genes, que fue de-
sarrollada por Sanford (1990). El bombardeo de
microparticulas es un método directo de trans-
formacion genética por el cual se adhieren al
ADN de interés a microproyectiles de oro o de
tungsteno de 0.5-1 pm de didmetro, para pos-
teriormente ser acelerados con alta presion e
introducir dicho ADN en células vegetales. De
este modo pueden ser introducidos en la célula
un fragmento de ADN o un gen completo. EI ADN
se difunde desde las particulas y puede ser ex-
presado transitoriamente e incluso incorporado
establemente en el genoma de la planta.

El bombardeo de microparticulas es una téc-
nica de transformacién que presenta varias ven-
tajas sobre los otros sistemas. En primer lugar,
en este sistema la transferencia del ADN es un
proceso netamente fisico y no requiere que haya
interacciones biologicas para introducirlo en las
células, a diferencia de otros métodos de transfe-
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rencia que necesitan para ello la mediacion de un
vector biolégico, como es el caso de Agrobacte-
rium tumefaciens, que tiene limitaciones genotipo
dependientes. La biobalistica no requiere ningun
vector intrinseco, y en algunos casos se han uti-
lizado cassetes minimos de expresion (Taparia et
al., 2012). Es una técnica simple y aplicable a una
amplia gama de tejidos destinados a la transfor-
macion de la cana de azucar (Joyce et al., 2014,
Lakshamanan et al., 2005, Rathus & Birch, 1992).
Adicionalmente, la transformacién mediada por
biobalistica puede ser aplicable a través de em-
briogénesis somatica directa o embriogénesis
somatica indirecta usando callo embriogénico de
cafna (Taparia et al., 2012). De otra parte, la bioba-
listica tiene pocos aspectos negativos en relacion
con otros métodos de transformacion genética,
razoén por la cual esta ha sido hasta el momento la
técnica mas popular y exitosa para la transforma-
cién de la cafia de azlcar (Joyce et al., 1998; Gao
et al., 2016; Yao et al., 2017).

Transformacion de cafna mediada
por Agrobacterium tumefaciens

La transformacién genética mediada por la bac-
teria del suelo A. tumefaciens se ha utilizado en
mas de 90 especies de plantas, la mayoria de
ellas dicotiledoneas. Sin embargo, el uso de ace-
tosiringona en el medio de inoculacion ha hecho
posible que también las monocotiledoneas, in-
cluida la cafna de azucar, puedan ser objeto de
este método. La insercion de bajo numero de
copias hizo mas popular esta metodologia para
su aplicacién en transformacion genética. La pri-
mera variedad de cafa de azlcar modificada ge-
néticamente usando A. tumefaciens la obtuvieron
Arencibia et al. en 1998, quienes introdujeron en
la planta un cassete super binario o cepa super
virulenta, con un resultado que abrio las puertas
a nuevos desarrollos e investigaciones que a la
fecha reportan diferentes genes introducidos en
genotipos de cafna responsables de variables de
importancia agronémica. Con base en este pro-
tocolo, se pueden producir lineas transformadas
en un periodo de 6 a 8 meses. Ahora bien, varios
aspectos criticos determinan la eficiencia de este
método, entre ellos el genotipo, el sistema de co-
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cultivo, el cassete, el marcador de seleccion, la
eficiencia de regeneracién y el uso de técnicas
adicionales como filtracién al vacio y promotores,
recientemente estudiados (Joyce et al., 2014). En
los ultimos afos se han reportado varias estrate-
gias novedosas y técnicas mejoradas que harian
mas eficaz la transformacion utilizando este pro-
tocolo.

En el Cuadro 1 se resumen algunos de los
estudios sobre la modificaciéon genética y mas
recientemente la edicién genética de la cafa de
azUcar en relacién con las aplicaciones mencio-
nadas anteriormente.

Uno de los aspectos mas relevantes de los Ul-
timos anos en el campo del mejoramiento gené-
tico de la cafa de azucar mediante la aplicacion
de herramientas biotecnologicas fue la aproba-
cién por primera vez para uso comercial de una
variedad de cafa de azucar modificada gené-
ticamente. Efectivamente, el 8 de junio de 2017
la Comisién Técnica Nacional de Bioseguridad
(CTNBio) de Brasil la autorizd por considerarla
muy segura tanto para la salud humana y animal
como para el medio ambiente. La variedad, llama-
da CTC20BT, fue desarrollada por investigadores
del Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) utili-
zando la técnica de biobalistica y tiene como prin-
cipal caracteristica la expresién del gen Cry1Ab,
originario de la bacteria Bacillus thuringiensis, que
confiere a la planta resistencia contra el insecto
Diatraea saccharalis, plaga de importancia eco-
némica para el cultivo pues ocasiona pérdidas
cercanas a los cinco billones de reales por afo
en Brasil (ISAAA, 2017). Al poco tiempo, la Admi-
nistracion de Alimentos y Medicamentos de Es-
tados Unidos (FDA) autoriz6 la comercializacion
de esta nueva variedad para consumo humano y
lo mismo hizo Canada en abril de 2018 (Cheave-
gatti-Gianotto et al., 2019). Este fue un gran logro
para la aplicacion de la biotecnologia agricola en
cafa de azucar y abrié nuevas oportunidades y
mercados para utilizar la cafa de azdcar modifi-
cada con genes de primera generacion (como los
genes Bt y los de resistencia a herbicidas) y en
el mediano plazo producir cafia modificada con
genes de segunda generacion que incrementen
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algunos de los principales indicadores de produc-
tividad del cultivo, como sacarosa, TCH y le con-
fieran tolerancia al estrés hidrico.

Es de resaltar que a pesar del gran numero de
publicaciones sobre la modificacién genética de
la cafa de azucar desde 1992, solo en 2018 la
variedad de cafa CTC20BT, transformada con
el gen Cry1Ab para resistencia a Diatraea sacca-
hralis, ha alcanzado la etapa de comercializacion
(Cheavegatti-Gianotto et al., 2019). Previamente
en Indonesia, en 2013, hubo otro desarrollo de
cafa modificada genéticamente con tolerancia
a la sequia; infortunadamente, su difusion se
estancé por decisiones politicas (ISAAA, 2013).
Este hecho revela que, si bien se ha alcanzado
el conocimiento para superar muchos de los de-
safios técnicos que plantea la biotecnologia, fac-
tores asociados a la regulacién, a la propiedad
intelectual, a la percepcion publica y a aspectos
sociopoliticos especificos de cada pais son deter-
minantes para obtener en cafa de azucar el éxito
logrado por esta técnica en otros cultivos como
soja, maiz, algodon, canola, papaya y berenjena.

En Cenicaha se han establecido protocolos
de modificaciéon genética en variedades comer-
ciales como CC 84-75, CC 85-92, CC 93-4418,
CC 01-1228 y CC 01-1940 mediante el uso de
dispositivos de biobalistica y de la bacteria A.
tumefaciens. El objetivo de estas investigaciones
fue el desarrollo de variedades de cafa con resis-
tencia al virus de la hoja amarilla (SCYLV) (Rangel
et al.,, 2002; Rangel et al., 2005) y a los agentes
causales de las enfermedades bacterianas ra-
quitismo de la soca (Leifsonia xyli subsp. xyli) y
escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans
(Ashby) Dowson) (Avellaneda & Victoria, 2008), asi
como la optimizacion de dispositivos y protocolos
de transferencia genética (Bonilla, 2007; Bonilla,
Mufoz & Angel, 2008; Mosquera, 2011).

Tanto la técnica de biobalistica como el uso de
A. tumefaciens han demostrado ser superiores a
metodologias menos confiables para la transfe-
rencia genética en cafa de azucar, pero en cada
caso es necesario hacer ajustes con el fin de au-
mentar la posibilidad de éxito en la obtencién de
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plantas con los fenotipos esperados, dado que se
deben producir cientos de eventos de modifica-
cién genética para que algunos pocos cumplan
con el escrutinio molecular y fenotipico y se ob-
tenga el impacto agronémico deseado. Actual-
mente, Cenicafa ha enfocado sus esfuerzos en
ajustar las metodologias de transformacién ge-
nética para aumentar su eficiencia e incrementar
las posibilidades de obtener la expresion de los
genes transferidos en las plantas de cafia regene-
radas. Aspectos como la induccion y eleccion del
callo embriogénico y la concentracién del agente
de seleccién en condiciones de proliferacién y re-
generacion, asi como la composicion de los me-
dios para regeneracion y enraizamiento, han sido
ajustados para ambas metodologias (biobalistica
y Agrobacterium). Parametros especificos como
la cantidad adecuada de ADN y construcciones
genéticas con el menor tamafo posible (bioba-
listica), al igual que el co-cultivo en condiciones
deshidratantes y las construcciones genéticas
superbinarias con promotores de alta expresion
constitutiva (A. tumefaciens), se encuentran en
fase de evaluacion para su futuro uso, dados los
éxitos reportados en cafa de azucar por otros
grupos de investigacion con reconocida trayec-
toria (Anderson & Birch, 2012; Dong et al., 2014;
Joyce et al., 2010; Kinkema et al., 2014; Taparia
et al., 2012). Teniendo como base todos los ajus-
tes mencionados, Cenicana desarrolla proyectos
de modificacion genética dirigidos a la obtencion
de variedades con mayor contenido de sacaro-
sa, mayor tonelaje de cafa por hectarea, que
muestren tolerancia al estrés por déficit hidrico y
posean resistencia al complejo de especies de la
plaga Diatraea spp. usando genes Cry. Los resul-
tados logrados después de cuatro ciclos de se-
leccion utilizando variedades CC (Cenicafa Co-
lombia) a las que se introdujeron diferentes genes
asociados con dichas variables de produccion,
sembradas en diferentes ambientes (seco, se-
miseco, piedemonte y en condiciones de estrés
hidrico por déficit) en campos confinados y bajo
cubierta, muestran que algunas variedades trans-
formadas podrian tener un impacto comercial por
su mayor contenido de sacarosa, mayor TCH vy
tolerancia al estrés por déficit hidrico compara-
das con las mismas variedades control no modi-
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ficadas. Adicionalmente, algunas variedades que
portan genes para tolerancia al estrés por déficit
hidrico han mostrado un muy buen desempefo
cuando se les ha suministrado solo el 50% de
agua, contra el 100% que recibid el grupo con-
trol. Después de mas de ocho afos de investiga-
cion en laboratorio, invernadero de bioseguridad,
bajo cubierta y campo confinado, a estas varie-
dades modificadas se les hace seguimiento en
varios ambientes para verificar la estabilidad de
los transgenes, el niumero de copias, su expre-
sion génica y se las compara con las variedades
comerciales sin transgenes usadas como control.
Se espera continuar la validacién de los eventos
obtenidos durante ciclos adicionales utilizando
mayor area de siembra para cada variedad modi-
ficada, con el fin de corroborar su impacto comer-
cial antes de que Cenicana libere la primera cana
modificada genéticamente con genes de segunda
generacion.

En 2019, Cenicafa inicié un nuevo proyecto en
esta area de investigacién, para obtener varieda-
des con resistencia al complejo de especies del
barrenador de la cana Diatraea spp., compuesto
por: D. saccharalis, D. indigenella, D. tabernella
y D. buskela, que causan dafio econdmico a la
cafa sembrada a lo largo del valle del rio Cau-
ca. La estrategia en paralelo utilizada consiste en:
1. identificar la eficacia de las proteinas Cry1Ab
y Cry1Ac usando bioensayos sobre las cuatro
especies de Diatraea spp.; 2. Desarrollar una va-
riedad de cafia modificada con genes Cry1Ab/
Cry1Ac para lograr una resistencia efectiva a las
cuatro especies. Actualmente se tienen en inver-
nadero de bioseguridad varios eventos de trans-
formacién de una variedad de cafa transformada
con el gen Cry1Ab que paso las pruebas molecu-
lares para validar la introgresion del transgen y la
expresion de la proteina Cry1Ab. Adicionalmente,
utilizando bioensayos, se determind la eficacia de
estas proteinas para conferir a la cafa resistencia
a las cuatro especies de la plaga, y se espera que
pueda ser liberada comercialmente en el mediano
plazo. En el futuro se proyecta desarrollar varie-
dades de cafa modificadas genéticamente con
resistencia a otras plagas y que hagan un uso
mas eficiente del agua y del nitrégeno.
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A pesar del notorio éxito del fitomejoramiento y
la transgénesis para potenciar los indicadores
de rendimiento y productividad del cultivo de
cafa de azucar, persisten varias limitaciones en
este proposito, relacionadas principalmente con
la especificidad de las modificaciones genéticas
y la incompatibilidad de las especies huésped
(Songstad et al., 2017). Debido a esto, nuevas
técnicas de mejoramiento de los cultivos estan
ganando atencion mundial. Entre ellas ocupa lu-
gar relevante la edicion genética, que utiliza las
nucleasas dirigidas al sitio (NDS), lo que supera
las limitaciones asociadas con el mejoramiento
clasico y la transgénesis. La edicion genética
es un tipo de ingenieria genética en la que una
porciéon del ADN o un gen de un organismo es
insertado, anulado o sustituido dentro de su pro-
pio genoma utilizando enzimas del tipo nuclea-
sa, que se dirigen especificamente a una regién
compatible en el gen o genoma. Con frecuencia
la reparacion del sitio de insercién por los meca-
nismos celulares incorpora mutaciones en el sitio
de corte. Esta tecnologia, que se puede emplear,
ademas, para modificar el gen deseado utili-
zando recombinacién homdéloga, asi como para
modificar también la regulacion transcripcional y
crear cambios estructurales dirigidos al sitio, pro-
mete ilimitadas aplicaciones en la ingenieria de
plantas. En presencia de un ADN homdlogo que
sirva de molde, las roturas del ADN se reparan
comunmente por recombinacion homologa (HR).
Por ello, si ademéas de la endonucleasa se su-
ministra un ARN molde que incorpore cambios
especificos, estos cambios se integraran en el
punto de corte y se habra podido introducir mu-
taciones bien definidas en sitios especificos del
genoma. De la misma forma es posible introducir
en el sitio de corte de la endonucleasa secuen-
cias largas de ADN (por ejemplo, un transgén)
si se afnaden a ambos lados de la secuencia de
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interés, secuencias homologas al sitio de corte
(Figura 3) (Podevin et al., 2013).

En la actualidad cuatro tipos de nucleasas se
han empleado con éxito para la edicién de ge-
nomas: meganucleasas, nucleasas de dedos
de zinc (ZFN), nucleasas de efectores de tipo
transcriptor (TALEN, por sus siglas en inglés) y
mas recientemente el sistema CRISPR-Cas [re-
peticiones palindrémicas cortas interespacia-
das regularmente agrupadas (CRISPR) y Cas
(asociadas a CRISPR)]. (Songstad et al., 2017).
Este ultimo sistema estd conformado por dos
mecanismos: una cadena de nucleétido llama-
da CRISPR, que codifica un ARN guia (ARNg)
capaz de reconocer una region de ADN, y una
proteina llamada CRISPR asociada (Cas), que
funciona como una endonucleasa y utiliza ese
ARN guia para cortar de una manera precisa
el ADN en una regién especifica del genoma.
Este nuevo método para editar genes es relati-
vamente sencillo, econémico y altamente pre-
ciso. El sistema CRISPR-Cas se percibe como
una de las aplicaciones mas revolucionarias del
presente siglo, ya que desde su descubrimiento
en 2012, cuando se demostrd que este sistema
inmunitario de las bacterias para defenderse del
ataque de virus podria convertirse en una herra-
mienta eficaz para la edicion dirigida del material
genético de cualquier ser vivo, sus posibilida-
des parecen no tener limites (Jinek et al., 2012).
Nobel.

Usando la tecnologia CRISPR-Cas es posible
no solo adicionar genes sino también suprimir-
los, ya sea por eliminacién aleatoria o por inac-
tivacion por cambio de secuencia, o ambos. Por
ejemplo, utilizando edicion genética se puede eli-
minar el gen responsable de la susceptibilidad a
una enfermedad y convertir una variedad suscep-
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Figura 3. Distintos resultados del uso de nucleasas de sitio dirigido. Después del corte de doble cadena (double

strand break, DSB) realizado por un complejo de SDN (en rojo), en ausencia de ADN que sirva de molde para la

reparacion, esta se realiza por “non-homologous end joining” (NHEJ) y se introduciran frecuentes cambios aleatorios

en el sitio de corte (SDN1). Si la reparacion se produce en presencia de un ADN molde, la reparacion se hara por

recombinacion homologa (RH). En el caso de que el ADN molde contenga cambios especificos en la secuencia, estos

se obtendran en el producto final (SDN2). Si el ADN molde esta formado por una secuencia externa (ej. transgén)

flanqueada por secuencias homologas al sitio de insercion, el resultado de la reparacion sera la introduccion de la
secuencia externa en el sitio de corte (SDN3). (Podevin et al., 2013)

tible en un genotipo resistente si se introduce la
secuencia correcta de dicho gen de resistencia.
Wang et al. (2014) utilizaron el enfoque mediado
por TALEN para eliminar los tres homologos de
locus resistente al moho (MLO), y emplearon la
tecnologia CRISPR para desarrollar plantas de
trigo modificadas genéticamente que tienen mu-
taciones en el alelo TaMLO-A1. Las mutaciones
de los tres MLO confirieron resistencia de amplio
espectro al moho polvoriento. Usando el sistema
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CRISPR se pueden editar también varios genes
simultdneamente si se introduce una ruptura de
doble cadena en varios sitios (Li et al., 2013). Es
posible, igualmente, apilar multiples genes utili-
zando el sistema CRISPR-Cas, lo que tiene una
gran aplicacion en la agricultura y en los nue-
vos enfoques de herramientas de mejoramiento
molecular. A partir de 2013, la aplicacion de la
técnica basada en CRIPSR/Cas9 en el ambito
de la edicion genética de plantas (Li et al., 2013;
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Shan et al., 2013) significd una disminucién de
sus costos, un aumento de su versatilidad, ma-
yor simplicidad y un incremento de su capacidad
para editar multiples genes (Augustine, 2017), lo
cual hace viable el desarrollo a corto plazo de
metodologias rutinarias para la aplicacién de la
edicion de genomas en agricultura basadas en
técnicas de transferencia (ADN y complejo de ri-
bonucleoproteinas (RNP)) bien conocidas, como
la biobalistica, A. tumefaciens y el tratamiento de
protoplastos (Altpeter et al., 2016; Mohan, 2016).
El sistema de edicion del genoma CRISPR-Cas
ya ha demostrado su eficiencia, versatilidad y
simplicidad en numerosas aplicaciones en célu-
las humanas y animales, de microorganismos y
plantas. Junto con la gran cantidad de bases de
datos de genomas y transcriptomas disponibles,
representa un enorme potencial para el fitomejo-
ramiento y la investigacion. Aunque la mayoria de
los cambios producidos con CRISPR/Cas no di-
fieren de las mutaciones que ocurren naturalmen-
te, el uso de la transgénesis durante el desarrollo
varietal todavia puede activar la legislacion de
organismos modificados genéticamente (OMG)
en paises que dependen de la regulacion basada
en procesos. Ademas, la integracion estable del
ADN que codifica las herramientas de edicion del
genoma en los genomas de las plantas puede
producir mutagénesis de insercion, mientras que
su expresion prolongada puede causar mutacio-
nes en sitios fuera del objetivo. Estos obstaculos
se pueden evitar con el suministro de complejos
de ribonucleoproteinas (RNP), compuestos por la
enzima recombinante purificada Cas9 y sgRNA
sintetizado o transcrito in vitro.

La edicién genética es un fipo de
ingenieria genética en la que una
porcién del ADN o un gen de un
organismo es insertado, anulado o
sustituido dentro de su propio genoma
utilizando enzimas del tipo nucleasaq,
que se dirigen especificamente a

una regién compatible en el gen o
genoma.
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Edicion genética de cafia mediante
Crispr-Cas

Introducir en una variedad élite comercial de
cafia de azlcar, cuyo genoma es complejo, un
rasgo deseado a través del mejoramiento con-
vencional es extremadamente laborioso y requie-
re de ~10 afos para liberar una variedad mejora-
da. Ademas, la introgresion de multiples rasgos
gobernados por genes de herencia cuantitativa,
sumada al silenciamiento de dichos genes, ha
hecho casi imposible modificar genes asociados
a variables de productividad. Sin embargo, con
el advenimiento de la tecnologia de modificacion
genética esta iniciativa podria lograrse en cierta
medida. Ahora, con las técnicas de edicion ge-
nética, es posible tener éxito en este proposito,
lo que constituye uno de los mayores méritos del
enfoque de la edicion genética.

En la Figura 4 se muestra el diagrama general del
proceso de edicidn genética de la caha de azucar
empleando biobalistica y complejo Ribonucleo-
proteina (RNP) + Cas9. En cafa de azlcar la ma-
yoria de los rasgos que seria deseable modificar
para incrementar su produccion (en TCH y con-
tenido de sacarosa), asi como su tolerancia al es-
trés hidrico son de caracter poligénico, es decir,
varios genes interactuan entre si para dar como
resultado la caracteristica deseada. Por ello, al
editar solamente un gen de todo el complejo es
poco probable que se logre la modificacion del
rasgo final. Sin embargo, esta técnica ha sido
aplicada satisfactoriamente en otras especies
de gramineas, en las cuales se ha logrado la edi-
cién de varios genes simultaneamente al introdu-
cir varios ARN guias, por lo que no se descarta
que nuevos avances en investigacion permitan
en el futuro utilizarla satisfactoriamente en otros
cultivos con genomas mas complejos, como es
el caso de la cafa de azucar. En este cultivo, el
aumento de los recursos de gendémica funcional
y nuevas herramientas bioinformaticas han per-
mitido aplicar la edicion genética utilizando la
técnica TALEN para reducir el contenido total de
lignina y asi facilitar la produccion de bioetanol
lignocelulésico, siendo este el primer reporte de
ediciéon genética en cafia de azucar (Jung & Al-
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1. Seleccion de la secuencia
® Seleccion del gen o fragmento a editar
¢ Disefio de RNAg
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2. Construccion 5"

® Sintesis de RNAg y ensamble en el cassete

e Seleccion of variantes Cas9 con codones
optimizados

e Desarrollo del complejo de RPN I

P Cas9g P sgRNA

3. Transformacion

® Transformacion con Agrobacterium
e Biobalistica

4. Desarrollo de plantas editadas

® Regeneracion dependiente de cultivo
de tejidos

e Cultivo de callo embriogénico

e Seleccion de plantas con
el fenotipo deseado

5. Validacion de la edicion

* PCR
e Ensayo enzimas de restriccion
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* Re-secuenciacion del genoma
completo

Figura 4. Diagrama del proceso de edicidon genética en cafa de azUcar que resalta sus etapas principales: 1. Seleccién
del gen o secuencia a editar; 2. Construccién del vector; 3. Transformacion; 4. Desarrollo de plantas editadas; 5.
Validacién de la edicién.
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tpeter, 2016). Posteriormente, durante el segui-
mieto en campo de las variedades editadas se
corrobord la estabilidad del aumento de su con-
tenido de azlcares totales —consecuencia de un
menor contenido de lignina— sin disminuir la pro-
ducién de biomasa (Kannan et al., 2018). Cabe
resaltar que para el uso de esta herramienta de
edicion de genomas mediante CRISPR-Cas en el
cultivo de la cafia de azlcar se necesita conocer
en detalle la secuencia de los genes y su asocia-
cioén con las caracteristicas que se pretende. Ac-
tualmente, con los resultados recientemente ob-
tenidos a partir de la secuencia del genoma de la
cafa de azucar, se espera identificar genes can-
didatos para su posterior uso en edicion genética
(Garsmeur et al., 2018; Zhang, et al., 2018).

En el largo plazo se espera que la edicion ge-
nética en cana de azlcar se aplique para editar
genes responsables --ademas de los rasgos ya
mencionados-- de inducir su floracién temprana.
A mediano plazo y con la ayuda de la obtencion
de la secuencia completa del genoma de la varie-
dad comercial CC 01-1940, que fue ensamblado
por Cenicana (Trujillo, 2020), se espera utilizar la
edicion del genoma de la cafa, una vez identifi-
cados los genes responsables de los rasgos mas
relevantes implicados en su productividad, para
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desarrollar variedades de cafia que permitan au-
mentar el rendimiento comercial del cultivo.

Por ultimo, es importante mencionar algu-
nas de las regulaciones relacionadas con estas
nuevas técnicas de mejoramiento genético, que
incluyen la edicion genética. Argentina, por la re-
solucién ministerial 175/15 del 12 de mayo de
2015 y Brasil, mediante resolucion normativa
(RN) 16 de la CTNbio (Comision Técnica Nacio-
nal de Bioseguridad), aprobaron la produccion
de variedades y semillas mediante edicion ge-
nética. Ello plantea la posibilidad de que las va-
riedades producto de la edicién genética sean
clasificadas como sus contrapartes producto
del mejoramiento convencional, y por ende no
requieran de regulacién, como si sucede en caso
de organismos vivos modificados. En Colombia
el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), por
Resolucién 29299 del 1.° de agosto de 2018,
determiné que si una variedad editada genética-
mente no contiene trazas del ADN utilizado en
la edicién, seria considerada como una varie-
dad obtenida por métodos convencionales; esto
abrié un amplio campo de posibilidades para
adelantar investigaciones con miras a desarrollar
variedades mejoradas para su cultivo comercial,
incluida la cafa de azucar.

A mediano plazo y con la obtencién

de la secuencia completa del genoma
de la variedad comercial CC 01-1940,
ensamblada por Cenicana, se espera
utilizar la edicién del genoma de la cania,
para desarrollar variedades de cana

que permitan aumentar el rendimiento
comercial del cultivo.
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Conclusiones y
perspectivas futuras

Los actuales avances en la transformacion genética mediada por biobalistica
ratifican su eficacia para la transferencia eficiente, con alta especificidad, del
transgén e incluso de copia Unica, con un resultado equivalente a la transforma-
cién mediada por Agrobacterium (Wu et al., 2011). A pesar de que algunos pro-
motores constitutivos se han utilizado con mayor frecuencia que los promotores
inducibles, existe la necesidad de nuevos promotores que regulen con precision
la expresion del transgén. Se espera que una vez se disponga de la secuencia
completa del genoma de la cana de azucar sera mas factible para los investiga-
dores validar la eficacia de los promotores, anotar su funcion y posteriormente
ser utilizados en edicién genética. Si bien a la fecha hay estrictas normas que
regulan lo concerniente a los cultivos genéticamente modificados, incluida la
cafa de azUcar, es de prever que la escasez de alimentos, el impacto del cambio
climatico y la explosion demografica conduciran a aprobarlos. Valga mencio-
nar que esta aspiracion cobré fuerza después de la campana de los laureados
al premio Nobel que apoya los cultivos genéticamente modificados (Richard,
2018). En cuanto a la cana de azucar, varios paises, entre ellos Brasil, que ya
comercializa cafa de azucar modificada genéticamente (CTC20BT), al igual que
Indonesia, Surafrica, Argentina y Colombia adelantan proyectos de investigacion
para obtener cana genéticamente mejorada por transformacion y edicion gené-
tica. Si bien los obstaculos que hay que vencer son aun muchos —entre ellos la
inactivacion transgénica, la falta de un genoma completamente secuenciado y
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anotado, al igual que la falta de un protocolo eficiente de transformaciéon gené-
tica y otro de edicion genética libre de ADN-, usando el complejo de RNP es de
suponer que, al igual que tantos otros ya rebasados, se superaran en el futuro.
Porque es indudable que la ingenieria genética combinada con novedosas estra-
tegias de mejoramiento seran fundamentales para que la agroindustria de la cana
de azucar se sustente en una bioeconomia mas fuerte, sostenible y amigable con
el ambiente. El sistema de edicion genética libre de ADN basado en CRISPR /
Cas y RNP, de seguro se convertira en la mejor estrategia para desarrollar nue-
vas variedades en muchos cultivos. En lo que respecta a la cafa de azlcar, se
espera que, cuando se disponga de la secuencia del genoma completo, habra
notables avances en la gendémica para desarrollar nuevas variedades con mejo-
ras en los indicadores de produccion. Ademas, la disponibilidad de herramientas
bioinformaticas avanzadas que ayuden en el disefio de caracteres especificos
de RNAg y técnicas de deteccion de alto rendimiento para identificar mutantes,
indudablemente abre nuevos horizontes a la plataforma de edicion genética a
nuevos horizontes para desarrollar nuevas variedades en diferentes cultivos, en-
tre ellos la cafa de azucar, que beneficiaran a la poblacion humana. Una politica
reguladora apropiada que distinga entre organismos genéticamente modificados
y organismos desarrollados a partir de edicién genética permitira explotar estas
técnicas de manera mas eficiente.
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