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Resumen

Objetivo: Fundamentar la importancia de la aplicacion de herramientas moleculares en los programas de mejoramiento
genético de pasturas.

Materiales y Métodos: Se consultaron y analizaron 59 articulos, que abordan los métodos basados en biologia
molecular (marcadores genéticos, tecnologia CRISPR y citogenética molecular), disponibles en bases de datos (Google
académico, Dialnet, Redalyc, SciELO, REDIB, DOAJ y Latindex), con el propdsito de obtener informacion acerca de
su aplicacion en la mejora genética de pastos.

Resultados: Se recopild informacion acerca de los principales marcadores moleculares (microsatélites, ADN
polimorfico amplificado aleatoriamente, polimorfismo de un solo nucleoétido, polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado), utilizados para analizar la diversidad genética en pastos. Se investigd cuales resultan mas efectivos
y versatiles. Se constato que el fendmeno de la apomixis se puede utilizar para mantener el vigor hibrido en lineas
de pastos y que los marcadores moleculares contribuyen a identificar plantas apomicticas en edades tempranas. Se
fundament6 que la tecnologia CRISPR (repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas) se
puede aplicar en especies de pasturas para mejorar atributos agronémicos.

Conclusiones: Los marcadores moleculares, especialmente SNPs, son ideales para estudios de diversidad genética en
pastos y para la identificacion de plantas apomicticas a edades tempranas. La tecnologia de edicion genomica CRISPR
constituye una herramienta versatil y aplicable en pastos.
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Abstract
Objective: To ratify the importance of the application of molecular tools in the pasture breeding programs.

Materials and Methods: Fifty-nine papers were consulted and reviewed, which approach the methods based on
molecular (genetic markers, CRISPR technology and molecular cytogenetics), available in databases (Google Scholar,
Dialnet, Redalyc, SciELO, REDIB, DOAJ and Latindex), in order to obtain information about their application in
pasture breeding.

Results: Information was compiled about the main molecular markers (microsatellites, randomly amplified
polymorphic DNA, single-nucleotide polymorphism, amplified fragment length polymorphism), utilized to analyze
the genetic diversity in pastures. Which ones are more effective and versatile was researched. It was noted that the
phenomenon of apomixis can be utilized to maintain the hybrid vigor in pasture lines and that molecular marks
contributed to identify apomictic plants at early ages. It was validated that the CRISPR (clustered regularly interspaced
short palindromic repeats) technology can be applied in pasture species to improve agronomic attributes.

Conclusions: Molecular markers, especially SNPs, are ideal for genetic diversity studies in pastures and for the
identification of apomictic plants at early ages. The CRISPR technology of genomic edition constitutes a versatile tool
applicable in pastures.

Keywords: molecular markers, apomixes, CRISPR, genetic diversity, genomic edition

Introduccion ser rapidas colonizadoras de ambientes degradados,

Las pasturas muestran caracteres modificables y | y tener alto potencial ornamental como cespitosas
heredables en el tiempo, ademas de una gran variacién | (Capstaff y Miller, 2018). En estas especies,
en habitos de crecimiento y sistemas de reproduccion. | pertenecientes a la familia Poaceae, se observa una
Son importantes como especies forrajeras, ademas de | amplia gama de comportamientos reproductivos
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(autopolinizacion, polinizaciéon cruzada, apomixis
y propagacion vegetativa) (Acuia et al., 2019).
La complejidad y wvariacion en los sistemas
reproductivos suele ir acompafiada de alto grado de
plasticidad, lo que indica niveles significativos de
interaccion genotipo-ambiente para los caracteres
agronomicos (Peltier et al., 2018).

Tradicionalmente, el mejoramiento genético de pas-
turas se basa en técnicas convencionales, dependientes
de la variabilidad que ocurre naturalmente en ecotipos
adaptados, poblaciones naturalizadas y cultivares vie-
jos. El mejoramiento genético convencional, basado en
rasgos morfo fisioldgicos, es laborioso y requiere expe-
rimentos repetidos en multiples entornos (Collard y
Mackill, 2008). Es por ello que las herramientas mole-
culares pueden acelerar y mejorar sustancialmente los
programas de mejora.

Desde el descubrimiento del ADN como por-
tador de la informacion genética de la célula, los
cientificos se han dedicado constantemente a desa-
rrollar herramientas que permitan manipular y mo-
dificar el genoma. El desarrollo de diversas técnicas
moleculares permitié un avance en el mejoramien-
to genético de los cultivos de interés agricola y la
introduccion de nuevos enfoques, para acortar los
ciclos reproductivos de las plantas. Se ha demos-
trado que las técnicas novedosas desarrolladas en
los tltimos 20 afios, como la seleccion gendmica y
el fenotipado de alto rendimiento (HTP, por sus si-
glas en inglés) aceleran el fitomejoramiento (Ahmar
et al., 2020).

La ingenieria genética y los métodos molecula-
res también desempeiian una funcion importante para
desarrollar cultivos con caracteristicas deseables me-
diante la transformacion genética, la mutagénesis, la
fusion de protoplastos, el cultivo in vitro, el rescate de
embriones, entre otros (Watson et al., 2018). Estudios
recientes proponen técnicas, como la secuenciacion ge-
ndémica a gran escala y marcadores moleculares de alto
rendimiento, para mejorar la reproduccion de cultivos
de importancia comercial (Mujjassim et al., 2019).

A partir de los antecedentes descritos, el objetivo
de esta revision es fundamentar la importancia de la
aplicacion de herramientas moleculares en los pro-
gramas de mejoramiento genético de pasturas.

Uso de métodos moleculares para evaluar la
diversidad genética en pasturas. La caracterizacion
de la diversidad genética de una poblacion es necesaria
para un mejor uso de los recursos genéticos en los
programas de mejoramiento y conservacion de la
biodiversidad. Por estas razones, el conocimiento de
la diversidad genética del germoplasma disponible

es esencial en la seleccion de materiales para
el cultivo o progenitores para el desarrollo de
cultivares (Kuwi et al., 2018). Para la evaluacion
de la diversidad genética se pueden utilizar
diferentes herramientas, entre las que se destacan
los marcadores moleculares. Estos se desarrollan
mediante el analisis de fragmentos, matrices de
hibridacién o métodos basados en secuenciacion
del ADN (Loera-Sanchez et al., 2019).

Los marcadores moleculares son segmentos
de ADN, que estan asociados con una parte del
genoma y que se pueden identificar mediante un
ensayo simple (Nadeem et al., 2018). Se basan en
diferencias en la secuencia de ADN, por lo que no
estan sujetos a la influencia ambiental (Hamouda,
2019). Son abundantes en todo el genoma y los
ensayos correspondientes se pueden realizar en
cualquier momento durante el desarrollo de la
planta (Nadeem et al., 2018).

Meétodos basados en andlisis de fragmentos. Los
métodos basados en ADN se clasifican en técnicas
de analisis de fragmentos (marcadores), matrices
de hibridacion (detectan polimorfismos de ADN
mediante hibridacién de una muestra de ADN y un
matriz marcada con sondas) y métodos basados en
secuenciacion que detectan polimorfismos de ADN
por secuenciacion (Loera-Sanchez et al., 2019).

Entre las metodologias que se basan en analisis de
fragmentos, que detectan los polimorfismos de ADN
mediante la comparacion del tamafio de las secuencias,
se encuentran el polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP), el ADN polimdrfico amplificado
aleatoriamente (RAPD), sitios de union intercebador
(iPBS), polimorfismos amplificados relacionados
con la secuencia (SRAP), repeticiones de secuencia
intersimple (ISSR), polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) y repeticiones de
secuencia simple o microsatélites (SSR).

Los marcadores moleculares pueden ser do-
minantes o codominantes, en dependencia de los
alelos que puedan identificar. Los marcadores do-
minantes (AFLP, RAPD, iPBS, SRAP e ISSR) no
son capaces de identificar los individuos heteroci-
gotos, lo que constituye una limitacion, pero tienen
como ventaja que se pueden producir a bajo costo,
sin que sea necesaria informacion sobre la secuen-
cia de las especies objetivo. Esto los convierte en los
sistemas de eleccion para muchas especies de pasti-
zales que no han sido secuenciadas (Loera-Sanchez
etal., 2019).

Los sistemas de marcadores codominantes, como
el SSR, permiten la estimacion de la diversidad genética
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y se basan en frecuencias alélicas. El desarrollo
de estos marcadores requiere informacion de
secuenciacion a priori, lo que constituye una
limitacion en el caso de genomas que no han sido
secuenciados. Sin embargo, una vez obtenidos, los
conjuntos de cebadores SSR se pueden estandarizar
facilmente y utilizar por multiples laboratorios
(Loera-Sanchez et al., 2019; Romero et al., 2019).
Por estas razones, se consideran marcadores ideales
en estudios de diversidad genética, debido a la
facilidad de su aplicacion, alta reproducibilidad,
analisis rapido, bajo costo y mayor diversidad
alélica (Tibihika et al., 2019).

Los marcadores moleculares se usan amplia-
mente en la identificacion de cultivares y especies,
en el establecimiento de relaciones evolutivas entre
diferentes grupos de plantas, en la evaluacion de
la variabilidad genética entre poblaciones, mapeo
genético y seleccion asistida. Por estas razones, se
consideran herramientas bésicas y tutiles en progra-
mas de mejora genética (Carrodeguas-Gonzalez y
Zuiiiga-Orozco, 2020).

Con el propdsito de evaluar la diversidad ge-
nética en gramineas, varios autores han utilizado
diferentes marcadores moleculares que se muestran
en la figura 1.

En los ultimos afios, ha crecido el interés por
la evaluacion de la diversidad genética en pobla-
ciones de pasturas mediante el uso de marcadores
moleculares, ya que este tipo de estudio consti-
tuye el requisito previo para el éxito en cualquier

» Urochloa sp.
(Kuwi et al., 2018)
« Cenchrus ciliaris L.
(Abdi et al., 2019)

 Lolium multiflorum
(Jiang, 2017)

» Stenotaphrum secundatum
(Luo et al., 2020)

» Stenotaphrum secundatum
(Luo et al., 2020)

« Cenchrus purpureus
(Schumach.) Morrone
(Muktar et al., 2019)

programa de seleccion (Carrodeguas-Gonzalez y
Zuiiga-Orozco, 2020). Recientemente, Luo et al.
(2020) mediante el uso de marcadores morfologicos
(SNPs, SRAP e ISSR) analizaron la diversidad ge-
nética en 49 accesiones de Stenotaphrum secunda-
tum (Walt.) Kuntze, un césped popular en jardines
de regiones tropicales y subtropicales, con el objeti-
vo de comparar la eficiencia de dichas técnicas. Es-
tos autores demostraron que en la especie analizada
los tres marcadores moleculares utilizados son muy
efectivos para este tipo de estudio.

Matrices de hibridacion. Las matrices de hibri-
dacion de ADN son técnicas de alto rendimiento,
basadas en la hibridacion de secuencias de ADN con
una matriz de sondas marcadas, que estan unidas a
una superficie solida. Después de eliminar el ADN
no hibridado, las hibridaciones exitosas se visuali-
zan mediante fluorescencia o quimioluminiscencia
(Loera-Sanchez et al., 2019). Los métodos basados en
matrices de hibridacion, como las matrices SNP y la
tecnologia matriz de diversidad (DAfT), se han uti-
lizado para medir la variacion genética de pastizales
(Blackmore et al., 2015).

La tecnologia basada en matrices de diversidad
(DATT) utiliza representaciones gendmicas de las
poblaciones objeto de analisis. Dichas representaciones
se generan mediante cortes de ADN de multiples
plantas con enzimas de restriccion. Luego se
enriquecen ciertos fragmentos con el uso de cebadores
selectivos y, finalmente, los fragmentos se clonan
en una biblioteca de plasmidos. A diferencia de

« Stenotaphrum secundatum
(Walter.) Kuntze.
(Luo et al., 2020)

 Lolium multiflorum Lam.
(Ghariani et al., 2015)

 Lolium multiflorum
(Ghariani et al., 2015)

» Chloris roxburghiana Schult.
(Ngoyawu et al., 2005)

» Bouteloua curtipendula
(Michx.) Torr.
(Morales-Nieto et al., 2016)

» Dactylis glomerata L.

(Sun et al., 2017)

Figura 1. Estudios relevantes de diversidad genética a partir del uso de marcadores moleculares en diferentes

gramineas.
Fuente: Elaboracion propia
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las matrices SNP, esta tecnologia de matrices no
requiere informacion de secuenciacion a priori, lo
que reduce en gran medida sus costos de desarrollo
(Loera-Sanchez et al., 2019).

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
son mutaciones codominantes heredadas, que ocu-
rren en el nivel de base unica en regiones del ge-
noma, codificantes o no codificantes. Los SNP se
identifican comparando las secuencias de multiples
plantas de una poblacion y se pueden utilizar para
estudiar la diversidad genética (Nybom et al., 2014).
En los proximos afios, con la reduccion del costo de
la secuenciacion, se espera que estos marcadores
sean los mas utilizados e idéneos para evaluar va-
riabilidad en pasturas.

Meétodos basados en secuenciacion. La secuen-
ciacién de nueva generacion (NGS, por sus siglas
en inglés) agrupa un conjunto de tecnologias, dise-
fladas para secuenciar gran cantidad de segmentos
de ADN de forma masiva y en paralelo, en menor
cantidad de tiempo y a menor costo por base. Ini-
cialmente se utilizé para detectar variantes de nu-
cledtido tnico, y se ha desarrollado para otro tipo
de variantes, como inserciones, deleciones y gran-
des reordenamientos (Raza y Shahi, 2020).

NGS brinda la oportunidad de explorar la
diversidad genética en pasturas y sus parientes
silvestres, a una escala mucho mayor de lo que era
posible con tecnologias anteriores. El andlisis del
acervo genético primario y de los parientes silvestres
mas distantes tiene el potencial de identificar
genes y alelos que se pueden usar para mejorar el
rendimiento en los pastos.

Marcadores moleculares para la identificacion
de plantas apomicticas. Durante la reproduccion
sexual de lasangiospermas, el polen es indispensable
para la fertilizacion y para asegurar la formacion
de semillas sexuales. Sin embargo, en muchas
plantas conocidas como apomicticas, la formacion
de la semilla ocurre sin necesidad de la doble
fertilizacion caracteristica de las angiospermas.

Laapomixis es una forma de reproduccion asexual
mediante semillas, que origina plantas genéticamente
idénticas a la planta madre, o sea, constituye un mé-
todo de clonacion natural. Estas semillas se forman
a partir de tejidos maternos del 6vulo, y evitan los
procesos de meiosis y fertilizacion. Este fendmeno
esta relacionado estrechamente con el nivel de ploi-
dia, de forma que los genotipos diploides presen-
tan, generalmente, reproduccion sexual, mientras
que los poliploides son apomicticos (Soliman et al.,
2019). La apomixis puede ser gametofitica o espo-

rofitica. En la esporofitica (embrionia adventicia),
el embrion se desarrolla directamente en el 6vulo
a partir de una célula somatica (generalmente de
la nucela o tegumento), fuera del saco embrionario
sexual. Este tipo de apomixis se ha descrito en los
géneros Poa, Oryza y Paspalum (Fiaz et al., 2021).
En la gametofitica, el saco embrionario se obtiene
via aposporia o diplosporia. El embrién se forma
luego por embriogénesis, independientemente de
la fertilizacion (partenogénesis), y el endospermo
se desarrolla de forma auténoma o después de la
fertilizacion de los nucleos polares (pseudogamia)
(Henderson et al., 2017).

Laapomixis esta presente en mas de 400 especies
vegetales, que representan, aproximadamente, 40
familias. Se ha informado la aparicion de embriones
adventicios en 148 géneros, aposporia en 110 y
diplosporia en 68 géneros (Hojsgaard et al., 2014).

La diplosporia consiste en la mitosis que expe-
rimentan las células madre de las megasporas para
formar un saco embrionario, no reducido (no ocurre
meiosis, por lo que no se reduce el nimero cromoso-
mico). Las células de iniciacion apomictica se origi-
nan a partir de la célula madre de las megasporas y,
finalmente, se convierten en embriones. Este tipo
de apomixis se ha observado en la familia Poaceae,
en los géneros Paspalum, Tripcacum, Eragrostis y
Elymus (Quero-Carrillo et al., 2010).

Durante la aposporia, las células somaticas
que se encuentran cerca de las células madre de la
megaspora son las que forman un saco embrionario
no reducido. Estas células se someten a tres rondas
de mitosis, y finalmente se convierten en embriones
(Schmidt, 2020). Se han registrado en la familia
Poaceae, en los géneros Megathyrsus, Paspalum,
Brachiaria, Bouteloua, Cenchrus y Pennisetum
(Quero-Carrillo et al., 2010).

La figura 2 muestra los tipos de apomixis.

En la agricultura, la apomixis constituye una
ventaja para mantener genotipos superiores de
diferentes cultivos. La perspectiva de clonar genotipos
hibridos con caracteristicas de interés agrondmico
puede representar una ayuda importante para los
productores agricolas de los paises en desarrollo. Esto
les permitiria sostener rendimientos altos, al usar
parte de las semillas cosechadas sin pérdidas en la
produccion, debido a la segregacion de caracteres y la
depresion por endogamia.

Entre otras ventajas, la expresion de la apomixis
reduce al minimo el aislamiento fisico requerido
para preservar lineas genéticas homocigotas. Los
nuevos hibridos interespecificos e intergenéricos
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Figura 2. Tipos de apomixis en angiospermas. Primero se observa diplosporia,
presente en poaceas, donde las células madre de las megasporas
experimentan mitosis para formar un saco embrionario no reducido.
En la aposporia, también presente en poaceas, el saco se forma a partir
de células de la nucela. Por ultimo, se observa embrionia adventicia.

Fuente: Elaboracion propia

se pueden obtener y propagar facilmente, lo que

permite el desarrollo de genotipos mejor adaptados

a los distintos ambientes.

Enuninicio, en los programas de mejora genética
en pasturas, la generacion de hibridos entre especies
apomicticas y no apomicticas se obstaculiz6 por las
diferencias de ploidia. Este fenomeno constituyo
un problema para los mejoradores hasta que el
avance de la tecnologia permitié la creacion de
biotipos poliploidizados, de interés para su cruce
con los apomicticos.

La generacion de hibridos en especies apomicticas
incluye los procedimientos siguientes, segiin describe
Quero-Carrillo ef al. (2010):

a. Los individuos sexuales diploides de la especie
de interés agronomico se poliploidizan en labo-
ratorio mediante cualquier agente inhibidor de la
formacion del uso acromatico durante la mitosis,
lo que induce la sexualidad poliploide.

b. Los poliploides apomicticos se utilizan como
polinizadores y la fertilizacion no representa
un problema, cuando se usan individuos con el
mismo nivel de ploidia con respecto a la planta
hembra.

c. Lasegregacion de individuos apomicticos y sexua-
les mantiene la proporcion mendeliana 1:1 en la

descendencia. Los individuos sexuales, gené-
ticamente recombinados, se pueden integrar al
grupo de progenitores futuros.

d. Los hibridos apomicticos se evaluan para los
atributos de interés, dado que el vigor hibrido
queda integrado en el genoma.

A partir de este esquema, la identificacion precoz
del modo reproductivo en poblaciones hibridas
ayudaria a identificar genotipos apomicticos con
atributos de interés para que se conviertan en nuevos
cultivares, capaces de mantener los caracteres
deseados.

Tradicionalmente, en pasturas se utilizan des-
criptores morfologicos, asi como el analisis de sa-
cos embrionarios al microscopio para diferenciar
genotipos sexuales de apomicticos (Savidan, 2000).
A partir de 1990, con el desarrollo de técnicas bio-
tecnologicas se comienzan a utilizar marcadores
moleculares, con la ventaja de que brindan re-
sultados en poco tiempo; ademdas de que se pue-
de utilizar cualquier tejido vegetal de plantas, sin
importar el estado de crecimiento (Poblete-Vargas
et al., 2018). Se han realizado diversos estudios en
busca de marcadores moleculares asociados a la
apomixis en pastos. La tabla 1 muestra los mas
relevantes.
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Tabla 1. Marcadores moleculares utilizados para la identificacion de plantas apomicticas o sexuales en poaceas.

Especies

Tipo de apomixis

Marcador molecular Referencias

Brachiaria sp. aposporia
Sinnon & . WL Jacoss T aposporia
Eragrostis curvula (Schrader) Nees. diplosporia
Hieriacium aposporia
Poa pratensis L. aposporia
Taraxacum officinale Wigg. diplosporia
Hypericum perforatum L. aposporia

CAPS Poblete-Vargas et al. (2018)
RAPD Zorzatto et al. (2010)
RAPD Bluma-Marques et al. (2014)

SSR, AFLP y GBS-SNP
AFLP

AFLP, SAMPL y SCARs

Zappacosta et al. (2019)
Catanach et al. (2006)

Porceddu et al. (2002)
SSR, AFLP
RAPD, AFLP y SSR

Mayesky et al. (2012)
Barcaccia et al. (2006)

En la actualidad, los polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) son los marcadores moleculares
que mas se utilizan en estudios genéticos, y como
apoyo a ellos surge en los ultimos afios el genotipado
porsecuenciacion (GBS) (Zappacostaetal.,2019). Los
primeros mapas de ligamiento fueron desarrollados
por Worthington et al. (2016) para una especie de
pasto apomictica poliploide (Brachiaria decumbens
Stapf)) mediante la utilizacion de marcadores SNP,
generados por GBS. Este mapa de ligamiento se ha
utilizado para identificar marcadores vinculados a la
region gendmica especifica de aposporia (ASGR).

En un estudio realizado por Zappacosta et al.
(2019) se construyo el primer mapa de ligamiento
saturado de Eragrostis curvula, donde se utilizaron
marcadores moleculares tradicionales (AFLP y
SSR) y de alto rendimiento (GBS-SNP). Estos
autores identificaron el Jocus que controla la
diplosporia y regiones reguladoras putativas que
afectan la expresividad de dicho rasgo. Los analisis
de locus de rasgo cuantitativo (QTL, por sus siglas
en inglés), que tienen que ver con la expresividad de
diplosporia en los hibridos F1, entre una variedad
sexual y otra apomictica, revelaron la presencia de
dos QTL principales, ubicados a 3,27 y 15 cM del
locus de diplosporia.

El analisis molecular de poblaciones hibridas
F1, provenientes de individuos homocigotos, para la
apomixis permite la construccion de mapas genéticos
y la localizacion de marcadores moleculares
asociados con la apomixis. Estas poblaciones estan
compuestas por individuos genéticamente cercanos,
pero que tienen diferentes modos de reproduccion,
lo que permite hacer estudios de expresion para la
identificacion de genes candidatos que pudieran
regular la apomixis.

Se han realizado muchos esfuerzos para trans-
ferir la apomixis a otros cultivos via transformacion
genética, pero no se han alcanzado buenos resulta-
dos. Para aplicar la transgénesis es importante co-
nocer las vias moleculares y los genes implicados
en la apomixis. Con este objetivo, se desarrollaron
varios estudios basados en hibridaciones interes-
pecificas entre plantas sexuales y apomicticas: el
analisis del proceso en apomicticas naturales y la
identificacion de mutantes de especies sexuales que
imitan la apomixis (Garbus et al., 2017; Selva et al.,
2017).

El proceso de desarrollo de semillas apomic-
ticas es complejo y comprende tres componentes:
apomeiosis (que conduce a la formacion de dévulos
no reducidos), partenogénesis (desarrollo de em-
briones sin fertilizacion) y desarrollo funcional del
endospermo (Kaushal ef al., 2019). Los componen-
tes de apomeiosis y partenogénesis de la apomixis
en otras gramineas se heredan, generalmente, como
un solo /ocus dominante, conocido como region ge-
noémica especifica de aposporia (ASGR), identifica-
da en Pennisetum (Ozias-Akins y Van Dijk, 2007).
La ASGR contiene segmentos ricos y pobres en
genes, donde varios genes pueden desempefiar una
funcién determinada en el desarrollo apomictico,
asi como muchas clases de elementos transponibles
(Fiaz et al., 2021).

Conne et al. (2015) encontraron en Cenchrus
v Pennisetum un gen candidato para la partenogé-
nesis: ASGR-BABY BOOM (ASGR-BBML). En
estudios posteriores, este gen se combind con otros,
y se produjo una metodologia para la obtencion de
semillas en arroz por via asexual (Khanday et al.,

2019; Wang et al., 2019).
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Figura 3. Tecnologia de ediciéon gendmica CRISPR/Cas9. La polimerasa
junto al ARN guia abre la molécula de ADN en un punto
especifico o target, el cual se vuelve a cerrar por recombinacién

homologa/no homologa.
Fuente: Elaboracion propia

Aplicaciones de CRISPR en la mejora genética
de pasturas. Durante el aflo 1987, investigadores
de la Universidad de Osaka, en Japon, descubrieron
en el genoma de Echerichia coli cinco repeticiones
de 29 nucleotidos, espaciados por 32 nucledtidos.
Posteriormente, se identificaron en otras bacterias,
como Haloferax mediterranei, Streptococcus pyo-
genes, Anabaena sp. PCC 7120 y Mycobacterium
tuberculosis. El término CRISPR (repeticiones pa-
lindréomicas cortas agrupadas y regularmente es-
paciadas, por sus siglas en inglés) se designo para
hacer referencia a estas secuencias repetidas. Se
identificaron, ademas, genes asociados a CRISPR,
denominados Cas, los que codifican para endonu-
cleasas de restriccion, conocidas como caspasas
(Concepcion-Hernandez, 2018).

Se han identificado tres sistemas principales
CRISPR, que tienen en comun la presencia del
componente CRISPR, un ARN guia y el compo-
nente Cas, que difiere para el tipo de sistema. En
CRISPR I se activa Cas3, en el segundo sistema
Cas9 y en CRISPR III Cas6 (Liu et al., 2020).

El segundo sistema, CRISPR-Cas9, tiene dos
componentes: el primero es una enzima (Cas9), que
funciona como unas tijeras que cortan el ADN (las
bacterias la utilizan para desarmar el genoma de
virus invasores). El otro componente (CRISPR) es
un ARN, que guia a las tijeras hacia una secuencia
de nucledtidos especifica, conocida como objetivo

o diana. Una vez encontrado el objetivo o target,
la Cas9 abre la cadena de ADN, y posibilita la mo-
dificacion de la secuencia de nucledtidos (Zuiii-
ga-Orozco, 2018). La figura 3 muestra el modo de
accion del complejo CRISPR-Cas9.

El sistema CRISPR / Cas9 de tipo II realiza cor-
tes de doble hebra (DSB), justo antes de un motivo
adyacente protoespaciador (PAM) de tres nucledtidos
de longitud (NGG). Los DSB se pueden reparar me-
diante la via de union terminal no homoéloga propensa
a errores (NHEJ, por sus siglas en inglés) o por la via
de reparacion de recombinacion homoéloga (HDR, por
sus siglas en inglés), las que pueden generar mutantes
(Svitashev et al., 2016). Debido a que CRISPR/Cas9
funciona en trans, se puede crear una mutacion en un
locus distante del sitio de insercion del transgén. Me-
diante el mejoramiento tradicional, el transgén se pue-
de eliminar sin afectar la mutacion (Xu et al., 2016).
Estos mutantes son muy diferentes de las plantas
transgénicas tradicionales, y pueden requerir menos
o ninguna supervision regulatoria (Liu et al., 2018).

En muchas especies de pastos, los
estudios genéticos se dificultan debido a la alta
autoincompatibilidad y a la condicion poliploide,
como por ejemplo Megathyrsus virgatum L.
(Martinez-Reyna y Vogel, 2002). Para superar
estas limitaciones, Liu et al. (2018) exploraron
la viabilidad de utilizar CRISPR/Cas9 para la
mutagénesis dirigida en un cultivar tetraploide de
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M. virgatum. Para ello establecieron un ensayo
transitorio mediante el uso de protoplastos de
mesofilo, con el objetivo de validar la actividad
CRISPR/Cas9. Estos autores demostraron ademas,
que esta metodologia es eficaz para crear mutaciones
dirigidas de modo simultaneo.

CRISPR/Cas9 se ha utilizado ampliamente para
la mutagénesis especifica en un gran nimero de
especies de plantas herbaceas de importancia agro-
némica, que incluyen arroz, sorgo, maiz y trigo (Svi-
tashev et al., 2016). Para los pastos, Capstaff'y Miller
(2018) hacen referencia a genes candidatos relacio-
nados con procesos fisiologicos importantes para la
planta. Este es el caso de los genes asociados a la fa-
milia del superéxido dismutasa férrica, responsables
de la acumulacion de biomasa, asi como de los genes
que se identifican en el enanismo, que se pueden uti-
lizar para reducir el tamafio en especies de porte alto.

En especies forrajeras que no son gramineas,
como Medicago sativa L., se identificaron genes
candidatos para mejorar caracteres de interés eco-
némico. A partir de ellos se podria utilizar el pro-
grama Biomercator para analizar genes ortélogos
en poaceas bien estudiadas, como el arroz, y au-
mentar asi la posibilidad de encontrar estos genes
en gramineas que se usan como pasturas. En M.
sativa se encontraron genes como CONSTANS-LI-
KE, asociados a la floracion y a la altura del tallo
floral, lo que puede ser importante para especies de
porte alto. Li et al. (2017) hacen referencia a genes
como Arabidopsis Enhanced Drought Tolerancel,
HSP23 y a genes de la familia MsHSP, que mejoran
la acumulacion de biomasa, el contenido de sacarosa
y de clorofila bajo estrés hidrico. De manera similar,
se ha registrado que los genes MSERF9 y MsERF11
confieren tolerancia a la salinidad (Chen et al., 2012).

Conclusiones

Los marcadores moleculares permiten estudios
de diversidad genética en pasturas. Con el avance
de la tecnologia, los marcadores mas utilizados se-
ran los SNP.

La apomixis es una forma de reproduccion
en muchas especies de pastos y constituye una
herramienta necesaria para mantener y reproducir
hibridos con caracteristicas de interés agronomico.
Por medio de marcadores moleculares es posible
reconocer a edades tempranas las plantas apomicticas.

Con tecnologias de edicion gendmica, como
CRISPR, se abre la posibilidad de mejorar caracteres
en pasturas. Los caracteres candidatos son los
relacionados con: mayor tolerancia a estrés biotico

y abidtico (especialmente sequia), aceleracion de
la tasa de rebrote, mayor cantidad y rapidez de
acumulacion de biomasa y contenido de proteina
para forrajes.
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