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Resumen: La tecnología CRISPR-Cas es una herramienta efectiva para la edición de genes. Se realizó una revisión de literatura en 

bases de datos (Google Académico, PubMed, Scielo y Science Direct), abarcando los años 2011 a 2024, utilizando palabras clave como 

'Ingeniería genética', 'Agricultura' y 'CRISPR-Cas'. El método CRISPR-Cas9 emplea dos tipos de RNA y una endonucleasa Cas, que 

corta el ADN extraño y lo añade a la secuencia CRISPR como espaciadores. La secuencia CRISPR se transcribe en crARN y tracrARN, 

formando el complejo gARN. El sistema CRISPR se introduce en la célula mediante plásmidos, ARN o ribonucleoproteínas, y una 

secuencia objetivo permite que el CRISPR-Cas9 entre al núcleo. Este método es útil para la edición de genes específicos de interés 

científico y biotecnológico. 

Palabras Clave: Ingeniería genética, CRISPR, Agricultura, ARN guía, PAM. 

Gene Editing and CRISPR-Cas: Applications, Advances and 

Challenges 

Abstract: The CRISPR-Cas technology is an effective tool for gene editing. A literature review was conducted in databases (Google 

Scholar, PubMed, Scielo, and Science Direct), covering the years 2011 to 2024, using keywords like 'Genetic Engineering', 'Agricul-

ture', and 'CRISPR-Cas'. The CRISPR-Cas9 method uses two types of RNA and a Cas endonuclease, which cuts foreign DNA and 

adds it to the CRISPR sequence as spacers. The CRISPR sequence is transcribed into crRNA and tracrRNA, forming the gRNA com-

plex. The CRISPR system is introduced into the cell via plasmids, RNA, or ribonucleoproteins, and a target sequence allows CRISPR-

Cas9 to enter the nucleus. This method is useful for editing specific genes of scientific biotechnology interest.  

Keywords: Genetic engineering, CRISPR, Agriculture, guide RNA, PAM. 
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1. Introducción 

La edición del genoma ha impactado en investigaciones sobre todo en biología, gracias a la nueva capacidad de 

editar genomas específicos en seres vivos; En la última década, se han explorado múltiples herramientas de ingeniería 

genética para editar desde genomas complejos hasta simples. Una herramienta que ha cobrado importancia es el 

CRISPR-Cas; utilizado en genética por poseer características como: Alta eficiencia, facilidad de uso y especificidad. 

Además de utilizarse para agregar alelos deseables y eliminar alelos indeseables simultáneamente de manera conjunta 

(Manghwar et al., 2019). En esta revisión sistemática, se analizarán las aplicaciones actuales, los avances recientes y los 

desafíos en el campo de la edición de genes utilizando CRISPR-Cas, con un enfoque particular en la agricultura. 

El sistema CRISPR-Cas9 es utilizado en la edición del genoma guiada por ARN que consta de una nucleasa 

Cas9 y un ARN de guía única (sgARN). Al emparejar bases con una secuencia objetivo de ADN el sgARN permite a la 

endonucleasa Cas9 reconocerla y cortar una secuencia de ADN objetivo determinada, generando rupturas de doble 

hebra y se activa mecanismos de reparación celular y mutaciones en las rupturas de doble hebra o cerca de ellos (Bao et 

al., 2019). 

La edición genética abarca diversas áreas de investigación, y gracias a la herramienta CRISPR-Cas las aplica-

ciones se vieron expandidas en las múltiples competencias. Dichas aplicaciones abarcan áreas como medicina, produc-

ción agropecuaria, microbiología e industria alimentaria.  Específicamente la herramienta CRISPR-Cas9 permite mo-

dificar la secuencia de ADN para mejorar las expresiones genéticas o fenotipos de organismos vivos, lo que lo convierte 

en una metodología vital para la investigación de la función genética, modificación de caracteres y la producción de 

nuevas sustancias vitales (Zhu, 2022). 

En el área de producción vegetal, se considera esta herramienta como un sustituto a los métodos tradicionales 

debido a que el tiempo de obtención puede reducirse de meses a semanas y sólo se transfieren las propiedades deseadas. 

Suele aplicarse para mejorar el rendimiento de un cultivo de uso o consumo humano, así como añadir características de 

resistencia o tolerancia a condiciones de estrés abiótico y biótico (Herrera-Cabrera et al., 2021). Dicha edición genética 

se ha llevado a cabo con éxito en múltiples ejemplares como son Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), tabaco (Nicotiana 

tabacum), arroz (Oryzae sativa) y trigo (Triticum aestivum) (Zhu, 2022). 

Una de las limitaciones que tiene la edición del genoma en plantas es el proceso de transformación, por lo tanto, 

en los próximos años podría verse un número creciente de opciones para la edición del genoma de plantas sin ADN y 

evitando el cultivo de tejidos (Huang Holger Puchta et al., 2021). Recientemente, se logró un avance importante me-

diante la transformación mediada por Agrobacterium de un ADN-T con tres factores estimulantes del crecimiento, Wus2, 

STM e ipt, mientras que la edición se inducía simultáneamente. Por lo tanto, los brotes editados con el genoma podrían 

regenerarse a partir de plantas cultivadas en el suelo sin un paso de cultivo de tejidos (Maher et al., 2019). 

Otro enfoque reciente con el objetivo de evitar el cultivo de tejidos ha sido la utilización de un vector de virus 

ARN del virus del cascabel del tabaco (Ellison et al., 2020). Los autores lograron la edición genética en las hojas infectadas 

y también encontraron frecuencias de edición más altas en las partes superiores de las plantas que en la infección inicial. 

Sin embargo, aunque CRISPR-Cas9 ha sido una gran herramienta que ha revolucionado la edición genética, se han 

abierto debates en los cuales se plantean preocupaciones y desafíos de esta. Algunas de las complicaciones que se han 

mostrado han sido los off-target effects, ya que esta tecnología no funciona siempre de manera específica, y puede afectar 

genes no deseados (Liang et al., 2019). 

En un futuro muy cercano veremos mejoras importantes en nuestra caja de herramientas de edición del genoma. 

Esto nos permitirá proporcionar mejores herramientas para producir cultivos que necesiten utilizar menos pesticidas y 

que los cultivos sean más tolerantes al estrés ambiental debido al calentamiento global (Huang Holger Puchta et al., 
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2021). Esta revisión sistemática proporcionará una visión completa y actualizada de la tecnología CRISPR-Cas y su apli-

cación en la agricultura, destacando tanto sus logros recientes como los desafíos pendientes y las futuras direcciones de 

investigación. En el marco metodológico de esta revisión, elementos para la investigación clave se entiendan aspectos 

de CRISPR-Cas9 que son fundamentales, así como la identificación de sus aplicaciones en la agricultura con el fin de 

evaluar el estado actual del conocimiento de CRISPR-Cas9. 

2. Métodos 

La búsqueda de la literatura se realizó en marzo del 2024, sin restricción de fecha ni de idioma, en las bases de 

datos especializadas Pubmed, Embase, Scielo, Science Direct, MDPI, Frontiers, Springer Link y en las siguientes fuentes 

complementarias en búsqueda de literatura motores de búsqueda genéricos (Google y Google Académico). Es una es-

trategia de búsqueda genérica con términos de lenguaje libre adaptada a diferentes fuentes de información, utilizando 

palabras clave como ‘Ingeniería genética’, ‘Agricultura’, ‘ARN guía’, ‘CRISPR-Cas’, entre otros. La búsqueda se limitó 

a artículos correspondientes al período 2011 al 2024. 

3. Principios básicos de la tecnología CRISPR-Cas 

3.1 Descripción de los componentes principales del sistema CRISPR-Cas 

CRISPR-Cas, es un conjunto de secuencias de ADN encontradas en bacterias y arqueas, las cuales son parte de 

un sistema de inmunidad adaptativa que les permite defenderse de virus (Pickar-Oliver & Gersbach, 2019). La inmuni-

dad adaptativa se dirige específicamente a agentes infecciosos., se caracteriza por ser capaz de adaptarse y recordar 

encuentros previos con patógenos específicos, esto permite una respuesta rápida y eficaz ante infecciones constantes 

(Blanchard et al., 2020). La característica que destaca el sistema CRISPR-Cas son las repeticiones idénticas de ADN que 

son separados regularmente por estructuras conocidas como espaciadores (Figura 1). El CRISPR es una secuencia pe-

queña cuenta con una longitud de 27 a 50 nt. Casi todos los sistemas tienen repeticiones de aproximadamente 30pb. Por 

lo general la secuencia repetida es palindrómica, y es capaz de formar una estructura llamada horquilla (Barrangou, 

2013). 

 
Figura 1. Diagrama general sobre el sistema CRISPR (Creado en Canva). 

Están separados por secuencias únicas llamadas espaciadores, los espaciadores proceden de secuencias de ge-

nes de virus y plásmidos, Los proto espaciadores están enseguida de un motivo adyacente proto espaciador (PAM) 

conservado de corta longitud (2-5 nt) (Fineran & Charpentier, 2012). En la actualidad se clasifican los sistemas CRISPR-

Cas de bacterias y arqueas por su estructura y las funciones de las proteínas Cas (Liu et al., 2020), (Figura 2). 
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Figura 2. Clasificación de tipos de proteínas Cas (Creado en Canva). 

Cas 1 y Cas 2 están presentes en los tipos de clasificación, su función está relacionada con la adquisición del 

espaciador. Específicamente Cas1 tiene actividad nucleasa en ADN de una sola hebra, uniones Holliday las cuales son 

un intermediario importante en la recombinación homologa, este proceso favorece la diversidad genética al intercam-

biar genes de dos cromosomas, horquillas de replicación y en la formación de espaciadores (Barrangou, 2013) (Figura 

3). La estructura de CRISPR/Cas9 es de tipo II es relevante y al estar clasificada en clase II y solo se utiliza una sola 

proteína Cas, facilitan el estudio de esta estructura (Mohr et al., 2016). Sistema CRISPR-Cas de Tipo II: el gen principal 

es el Cas9, cuya función es codificar una proteína multidominio y combinar todas las funciones de efectores con el corte 

de ADN diana fundamental para que se madure el crARN; endonucleasa de ADN guiada por ARN que se requiere 

para la interferencia y la inmunidad en sistemas de tipo II. Estudios han revelado que la unión del gARN regula la 

función de la proteína Cas9 al inducir un gran reacomodo de la proteína., hoy en día, Cas9 de Streptococcus pyogenes (Sp 

Cas9) es la proteína más estudiada y por lo tanto utilizada para la edición del genoma (Nozawa et al., 2011). 

 

Figura 3. Proteínas Cas involucradas en las diversas etapas de CRISPR (Bhattacharya & Satpati, 2023). 

Arquitectura de la proteína Cas9, cuenta con una longitud de 800 a 1,400 aminoácidos, contiene dos dominios 

homólogos a las endonucleasas HNH y RuvC fundamentales para realizar el corte del ADN diana (Jinek et al., 2012). 

Cas9 codifica una proteína que funciona en la biogénesis de crARN y el ADN diana. Los sistemas tipo II cuentan con el 

tracrARN que incluye una secuencia de 25 nt complementaria a la repetición CRISPR y posterior a eso se madura y 

procesa el crARN mediante una endoribonucleasa ARNseIII de mantenimiento que realiza el corte (Mendoza-Téllez et 

al., 2022). El sistema CRISPR-Cas9 es un complejo formado por ARN guía único formado por tracrARN y crARN, dicha 
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estructura sirve para realizar una edición en el genoma. La endonucleasa Cas9 unida a sgRNA busca el objetivo de 

doble hebra ADN mediante el escaneo de un proto espaciador de trinucleótidos corto adyacente motivo. El complejo 

Cas9 sgRNA se dirige al ADN en dos fases: El complejo Cas9 sgRNA se une transitoriamente al ADN de forma inde-

pendiente de la secuencia en diversas ubicaciones a través de colisiones al azar para escaneo del PAM secuencia. Al 

llegar a la secuencia objetivo se une y el resto de los complejos se disgregan rápidamente de los que no son PAM, 

posterior a eso se inicia la fase de complementariedad del ADNt con sgRNA para la formación heterodúplex. (Barran-

gou, 2013). 

 

Figura 4. Mecanismo de acción de la proteína Cas9 (Creado en Canva). 

3.2 Mecanismo de acción de CRISPR-Cas 

El mecanismo mediado por CRISPR-Cas se divide en 3 etapas: adaptación, en cual se incorporan espaciadores 

en el locus CRISPR, expresión, donde el sistema se prepara para la acción expresando los genes Cas y transcribiendo el 

CRISPR en crARN maduro con la ayuda de proteínas Cas e interferencia, donde el ácido nucleico objetivo es reconocido 

y destruido mediante la acción combinada del crARN y proteínas Cas (Figura 5) (D. Rath et al., 2015). 

 

Figura 5. Inmunidad CRISPR-Cas 1 (Creado 

en Canva).  

Adaptación: inserción de nuevos espaciado-

res en el locus CRISPR. 

Expresión: transcripción del locus CRISPR y 

procesamiento del ARN CRISPR. 

Interferencia: detección y degradación de 

elementos genéticos móviles mediante ARN CRISPR 

y proteínas Cas. 

 

La edición del genoma mediante nucleasas CRISPR-Cas9 se basa en la reparación de rupturas de doble cadena 

de ADN (DSB). En células eucariotas, los DSB se reparan mediante dos mecanismos principales: la reparación dirigida 

por homología (HDR) y la unión de extremos no homólogos (NHEJ). Los cortes de doble cadena es uno de los daños 

más severos al ADN, estos pueden emerger por motivos exógenos y endógenos. Los DBS pueden provocar inestabilidad 

en los genes y perdida de material genético incluso en eucariotas puede inactivarse genes de vital importancia, lo que 

ocasionaría inducir una muerte celular programada mediante apoptosis. Por suerte, las células cuentan con sistemas 

enzimáticos para reparar ADN si es necesario (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015). 
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A. Reparación mediante recombinación homologa HR: Mecanismo que detecta y repara daños causados por 

agentes físicos, químicos y radicales libres, particularmente las rupturas de doble cadena (DSB) en la fase 

G2 del ciclo celular. Durante esta fase, el material genético se condensa y organiza, preparándose para la 

división celular, y la célula contiene el doble de material genético. La alta eficiencia de las reparaciones se 

debe a que las cromátidas hermanas que tienen información idéntica, se activan una serie de reacciones y 

proteínas de reparación que bloquean el ciclo celular (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015). 

B. Reparación por recombinación homologa: En eucariotas, las rupturas de doble cadena (DSB) son recono-

cidas por un complejo proteico llamado MRN, compuesto por RAD50, MRE11 y NBS1. Este complejo posee 

endonucleasas que degradan el ADN, generando cadenas sencillas (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 

2015). La proteína RAD52 protege el ADN de las exonucleasas inespecíficas, y RAD51, en presencia de ATP, 

sintetiza un filamento de núcleo proteico que busca la secuencia homóloga y cataliza el intercambio y apa-

reamiento de las cadenas junto con RAD52. Finalmente, se forma una estructura de cadenas entrecruzadas 

denominada intermediario de Holliday, completando el proceso de reparación (Figura 6) (Tafurt & Marín, 

2015). A nivel molecular, se han identificado las proteínas XRCC2, XRCC3, RAD51B, RAD51C y RAD51, 

además de las quinasas ATR y ATM, que reconocen los DSB (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015). 

C. Reparación mediante extremos no homólogos: En eucariotas, el sitio de corte es reconocido por las proteínas 

KU70 y KU80, que mantienen ambas cadenas de ADN unidas. Posteriormente, la ligasa IV repara la ruptura 

junto con el complejo XRCC4, que se une al extremo de ADN lesionado y une las cadenas (Figura 7) (Tafurt-

Cardona & Marin-Morales, 2015). 

 

Figura 6. Representación de la reparación por recombinación homóloga (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015). 
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Figura 7. Reparación de ADN por extremos no homólogos (Tafurt-Cardona & Marin-Morales, 2015). 

4. Aplicaciones de la edición de genes en agricultura 

 4.1 Incremento en el rendimiento 

 Múltiples factores afectan el rendimiento de los cultivos, incluyendo la manipulación de la homeostasis de las 

citoquininas. En Oryza sativa (arroz), la edición del dominio C terminal de LOGL5, que codifica una enzima activadora 

de citoquininas, ha mejorado el rendimiento del grano en diversas condiciones ambientales (C. Wang et al., 2020). Asi-

mismo, la eliminación del gen que codifica la citoquinina oxidasa/deshidrogenasa (CKK), responsable de la degradación 

de citoquininas, ha generado fenotipos de alto rendimiento en trigo (Z. Zhang et al., 2019). 

 Desarrollar cultivos más tolerantes a la sequía es otro reto clave para mejorar el rendimiento. La tolerancia a la 

sequía está relacionada con la fitohormona etileno, que regula la respuesta al estrés hídrico y temperaturas altas (Ka-

wakami et al., 2013). Disminuir la sensibilidad al etileno puede aumentar el rendimiento. Estudios se han centrado en 

los genes ARGOS, que regulan negativamente la respuesta al etileno y modulan la transducción de señales, lo que 

mejora el rendimiento del grano en maíz (Shi et al., 2017). 

4.2 Mejora en la calidad de los cultivos 

 Uno de los principales desafíos en la agricultura es mejorar la calidad de los cultivos sin comprometer la produc-

ción (Aparicio et al., 2021). En cereales como trigo, cebada y centeno, las proteínas del gluten pueden causar enfermedad 

celíaca en individuos susceptibles. Dado que las proteínas del gluten están codificadas por aproximadamente 100 loci 

en el genoma del trigo, los métodos tradicionales no logran reducir significativamente el contenido de gluten. Sin em-

bargo, la tecnología CRISPR-Cas permite editar regiones específicas de los genes del gluten, generando líneas de trigo 

con hasta un 85% de reducción en el potencial alergénico (Sánchez-Artigas et al., 2021). 

4.3 Resistencia a enfermedades 

 La modificación genética ofrece soluciones para enfrentar enfermedades en plantas, mediante la introducción de 

genes de resistencia dominantes o la alteración de factores de susceptibilidad. La edición de estos factores con CRISPR-

Cas se presenta como un enfoque prometedor para proteger las plantas del estrés biótico (Aparicio et al., 2021). Por 

ejemplo, Blumeria graminis f. sp. tritici, el hongo causante del mildiú polvoriento en trigo se combate editando el gen 

EDR1 (Enhanced Disease Resistance 1), que codifica una MAPK quinasa que inhibe la respuesta defensiva. Utilizando 
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CRISPR-Cas, se han obtenido plantas resistentes mediante mutaciones simultáneas en tres dominios homólogos de 

EDR1 (Y. Zhang et al., 2017). Además, CRISPR-Cas9 puede fragmentar genomas de virus vegetales de ADN, propor-

cionando resistencia viral. No obstante, se requiere una evaluación cuidadosa, ya que la tecnología puede generar plan-

tas con resistencia limitada o nula, lo que puede acelerar la aparición de fugas virales (Mehta et al., 2019). 

4.4 Resistencia a herbicidas 

 Comparado con los métodos tradicionales de transgénesis que introducen genes foráneos como el bar, que codi-

fica una fosfonitrocina N-acetiltransferasa, la edición dirigida mediante CRISPR-Cas de genes endógenos de la planta 

ofrece ventajas significativas, como flexibilidad, rapidez, bajo costo y naturaleza no transgénica (Aparicio et al., 2021). 

La enzima acetolactato sintasa (als) (Kuang et al., 2020), clave en la biosíntesis de aminoácidos de cadena ramificada y 

diana de herbicidas como sulfonilureas e imidazolinonas, puede conferir tolerancia a herbicidas mediante mutaciones 

específicas (Powles et al., 2010). A diferencia de los métodos convencionales, CRISPR permite generar germoplasma 

nuevo rápidamente, eliminando elementos genéticos negativos o introduciendo mutaciones de ganancia de función en 

regiones específicas del genoma (Aparicio et al., 2021). 

5. Avances recientes en la tecnología CRISPR-Cas 

5.1 Desarrollo de variantes de CRISPR-Cas con nuevas funcionalidades 

La herramienta de edición de genes CRISPR-Cas es altamente empleada por su simplicidad, escalabilidad y 

asequibilidad en los proyectos de biotecnología y medicina. Dicha técnica posee múltiples variantes con diferentes fun-

cionalidades y aplicaciones. Actualmente, el sistema SpCas9, es el más empleado cotidianamente debido a que posee 

amplia compatibilidad PAM y alta actividad. Sin embargo, las aplicaciones se ven comprometidas por sus efectos se-

cundarios no deseados o las limitaciones por su falta de su secuencia PAM (NGG). Por lo tanto, existen variantes en 

desarrollo con el objetivo de cubrir dichas limitaciones e intentar optimizar el uso de la herramienta CRISPR-Cas (Alle-

mailem et al., 2023). Los sistemas CRISPR-Cas en los que se profundizará son CRISPR-Cas12a, CRISPR-Cas13, CRISPR-

CasX y CRISPR-CasPhi. 

Tabla 1. Variedades actuales de las proteínas CRISPR-Cas. 

Variable Estructura  Blanco  Ventajas Referencias  

CRISPR-

Cas12a  

Es una endonu-

cleasa de ARN 

(sgARN) prove-

niente de Prevo-

tella y Francisella, 

proteína Cas12a 

y ARN guía. 

Se dirige a se-

cuencias segui-

das por el mo-

tivo de reconoci-

miento de pro-

tospacer (PAM) 

rico en tiamina.  

▪ Amplía el rango de 

secuencias a editar, 

porque lo que au-

menta la flexibili-

dad y capacidad de 

orientación. 

▪ Produce múltiples 

cortes con extremos 

romos.  

▪ Estructura com-

pacta. 

Alok et al., 2020  

 

Safari et al., 2019 

CRISPR-

Cas13 

Conformado por 

proteína Cas13 y 

un ARN CRISPR 

(crARN). La 

proteína tiene 

Se dirige al ARN.  ▪ Capacidad de diri-

girse al ARN, con-

trario a las otras 

proteínas Cas que 

se dirigen a ADN. 

Huang et al., 

2022 

 

Hillary & 

Ceasar, 2023 
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dos dominios, 

uno de reconoci-

miento de ARN 

y otro de activi-

dad de corte nu-

cleasa.  

▪ Altamente especí-

fico para inducir 

mutaciones especí-

ficas.  

▪ Como su objetivo es 

el ARN tiene distin-

tas aplicaciones 

como es la detec-

ción genética de en-

fermedades virales 

o infeccionas.  

CRISPR-

CasX 

Contiene pro-

teína CasX des-

activada, 

sgARN y un sus-

trato de ADNc.  

Se dirige a se-

cuencias especí-

ficas de ADN o 

ARN. 

▪ Su tamaño menor a 

1000 aa 

▪ Versatilidad 

▪ Facilidad de edición 

genética puntual.  

Liu et al., 2020 

 

Yang & Patel, 

2019 

 

CRISPR-

CasPhi 

Posee proteína φ 

asociada con un 

sistema CRISPR.  

Se dirige hacia 

ADN viral utili-

zando un 

sgARN.  

▪ Inusualmente pe-

queño. 

▪ Eficaz en la defensa 

contra virus especí-

ficos.  

Pausch et al., 

2020 

ARN: Ácido ribonucleico, ADN: Ácido desoxirribonucleico, sgARN: guías de ARN de una cadena, PAM: Motivo de 

reconocimiento protospacer, crARN: ARN cortos de CRISPR.  

5.2 Estrategias para aumentar la precisión de la edición génica 

Con el gran uso de los mecanismos CRISPR-Cas en la edición génica podemos notar sus grandes ventajas y 

beneficios que nos proporcionan como la alta especificidad, eficiencia y rentabilidad, no obstante, conforme su práctica 

aumenta, también se han denotado limitaciones y/o áreas de mejora para mantener esta herramienta optimizada y que 

incremente la aplicación en múltiples campos de la ciencia (Chávez-Jacobo, 2018). Si la proteína Cas entra o sale del sitio 

PAM depende del sgARN, el tipo de proteína, la concentración de ribonucleoproteína, la temperatura de edición y el 

tiempo de acción. Uno de los efectos fuera del objetivo no deseados son la escisión, esto puede ser originado por el mal 

diseño del sgARN, baja especificidad de las proteínas Cas o la expresión excesiva de CRISPR-Cas (Sánchez-Artigas et 

al., 2021). Se propone la modificación de sgARN empleando bases de datos donde estadísticamente se pueda diseñar el 

modelo más preciso. Una de las transformaciones más empleadas es la eliminación o adición de nucleótidos en los 

extremos 5’ o 3´ para reducir las mutaciones fuera del objetivo, esto se logra porque se disminuye la afinidad de unión 

del sgARN pero se aumenta la unión de Cas9 a la secuencia objetivo, resultando en un aumento de la especificidad sin 

comprometer la eficiencia de edición genómica (Feng et al., 2022). 

Otra estrategia es la identificación e implementación de diferentes variantes de la proteína Cas mediante el 

estudio del metabolismo empleadas en los microorganismos con la finalidad de encontrar aquellas que posean las me-

jores características o en efecto, tengan un amplio espectro de posibilidades de ser empeladas (Mattiello et al., 2022). Por 

otra parte, la concentración de ribonucleoproteína (RNP) es decisiva, si hay altas cantidades suelen aumentarse los 

efectos fuera del objetivo, y si las cantidades son bajas se reduce la eficiencia de escisión. Usualmente se prefiere que la 

cantidad sea baja mediante el uso de diferentes promotores o reducir la concentración baja de plásmidos (Hsu et al., 
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2013). Por último, optimizar las condiciones de reacción, como es la temperatura y el tiempo que pueden afectar de 

manera positiva o negativamente. Se ha demostrado que reducir el tiempo de edición y mantener la temperatura están-

dar reduce las limitaciones y mejora la eficiencia (F. Zhang, 2019). 

5.3 Aplicaciones emergentes de CRISPR-Cas en agricultura 

La aplicación de esta herramienta va más allá de la edición genética, también se emplea para la modificación 

de la expresión génica y la epigenética de las plantas, ampliando las posibilidades para la mejora de cultivos de manera 

precisa y efectiva (Lee et al., 2019). La edición de secuencias implicadas en la regulación resulta un enfoque interesante 

para la mejora de la expresión génica. Se pueden eliminar los sitios represores dentro del gen de interés para dar como 

resultado una transcripción más estable y, por lo tanto, una mejoría en el cultivo (Lee et al., 2019). Como ocurre con la 

regulación de los miARN, los cuales regulan la estabilidad y traducción de transcritos en plantas, al eliminarlos me-

diante CRISPR-Cas permite mejorar rasgos como el rendimiento, calidad y resistencia al estrés, con diferencia a la mo-

dificación usual, esta técnica concede un ajuste fino de los niveles de expresión y traducción (Tyumentseva et al., 2023). 

No obstante, este enfoque puede resultar en fenotipos pleitrópicos o indeseables, por lo que en la actualidad se siguen 

buscando alternativas más efectivas y especificas al momento de querer mejorar genéticamente un cultivo (Ferreira & 

Reis, 2023). 

En cuanto a los cambios epigenéticos, son las modificaciones en los genes sin alterar la secuencia de ADN a 

causa de la edad o la exposición a factores ambientales, y son hereditarios (Lee et al., 2019; Tyumentseva et al., 2023). 

Por lo que la edición epigenética mediada por CRISPR-Cas es la reprogramación transcripcional en los sitios específicos 

empleando enzimas epigenéticas fusionadas con Cas de catalítica (dCas) para obtener beneficios como la tolerancia al 

estrés abiótico, y el mejoramiento del crecimiento y desarrollo de las plantas (Jogam et al., 2022). Las características de 

la reproducción asexual de las plantas favorecen el mantenimiento y estabilidad de las modificaciones del genoma. La 

epigenética tiene gran potencial para la investigación y futuras aplicaciones en la agricultura, debido a que puede estu-

diar la función de los factores de transcripción, regulación de genes enzimáticos en rutas metabólicas, y optimizar la 

expresión de genes funcionales que confieren características de resistencia (Qi et al., 2023). 

6. Consideraciones éticas y regulatorias 

6.1 Discusión sobre los aspectos éticos y sociales de la edición de genes en agricultura 

 La edición genética mediante CRISPR-Cas, sin la inserción de genes foráneos, se considera menos invasiva y, por 

lo tanto, moralmente más aceptable (Bartkowski et al., 2018). Estas tecnologías ofrecen ventajas medioambientales y 

económicas significativas, como el aumento del rendimiento de cultivos y la reducción en el uso de pesticidas y herbi-

cidas. Sin embargo, si el acceso a estas tecnologías se restringe a unos pocos, podría beneficiar principalmente a grandes 

productores, dejando a pequeños agricultores y ganaderos en desventaja (Iáñez Pareja, 2016). Además, debido a las 

ventajas que presentan los cultivos comerciales alterados genéticamente respecto a los nativos, existe el riesgo potencial 

de que las semillas nativas sean gradual e inconscientemente desplazadas, lo que representa un peligro latente para la 

soberanía alimentaria de los pueblos, recordemos que la autosuficiencia en alimentos es la necesidad más vital en una 

comunidad y aprovechar de esa dependencia y susceptibilidad no sería para nada ético ni moral (Casquier & Ortiz, 

2012). 

6.2 Marco regulatorio actual y perspectivas futuras para la utilización de CRISPR-Cas en cultivos agrícolas. 

Hoy en día existen regulaciones a las que se encuentran sometidos los organismos genéticamente modificados 

(OGM). En países como Canadá y Estados Unidos, la legislación sobre organismos modificados genéticamente (OMG) 

excluye a las plantas producidas mediante edición genética, ya que estas no contienen ADN foráneo (Waltz, 2018). En 

contraste, el Tribunal de Justicia de la Unión Europea (TJUE) ha dictaminado en el caso C-528/16 que los organismos 
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obtenidos mediante técnicas de mutagénesis deben ser regulados como OMG y están sujetos a la directiva correspon-

diente, debido a que estas técnicas alteran el material genético de manera que no ocurre de forma natural. 

CRISPR-Cas está avanzando rápidamente, con investigaciones centradas en aumentar su eficiencia y reducir 

los efectos off-target. Las estrategias principales para mitigar estos efectos incluyen ajustar el tamaño del ARN guía, usar 

ribonucleoproteínas (RNP) y modificar la proteína Cas así como optimizar su concentración (Hsu et al., 2013). Mientras 

tanto, la mayoría de los estudios se enfocan en el silenciamiento de genes, la mutagénesis dirigida a través de reparación 

dirigida por homología (HDR) sigue siendo un reto debido a su baja probabilidad de ocurrencia en plantas y las difi-

cultades en la transferencia de componentes al núcleo celular (Steinert et al., 2016). No obstante, se han logrado algunos 

avances en esta área. 

6.3 Desafíos relacionados con la bioseguridad y la gestión de riesgos ambientales asociados con los cultivos 

editados genéticamente 

Aunque CRISPR-Cas genera las posibilidades de mejorar cultivos y resolver problemáticas agrícolas, se tienen 

algunas preocupaciones respecto bioseguridad y biodiversidad. Esto es a raíz de que los genes editados formarán parte 

del ADN de la planta, la cual se espera que la producción escale a niveles exponenciales, siendo así expuesto al medio 

natural (Karavolias Nicolás, 2022). 

Al tener contacto con el ambiente, existe un sinfín de posibilidades, desde la propagación de genes que pueden 

alterar ecosistemas naturales, eliminar o desplazar especies silvestres, generar resistencia y posible evolución de plagas 

y malas hierbas, dificultad en la regulación y/o monitoreo de cultivos, hasta el desconocimiento de la repercusión del 

consumo de dichos cultivos en humanos, animales, insectos u otras especies (Casquier & Ortiz, 2012). Es por eso por lo 

que se han implementado alternativas y generado teorías de investigación para reducir estos posibles efectos secunda-

rios. En lo cual ha destacado la reducción de los efectos fuera del objetivo donde se buscan optimizar la herramienta 

para tener mayor fidelidad o utilizar sistemas de vectores alternativos menos riesgosos en la transferencia (J. Rath, 2018). 

A pesar de lo dicho, los riesgos de contención siempre estarán presentes por lo que siempre será fundamental 

garantizar la contención de los cultivos genéticamente modificados o de patógenos hasta que se encuentre otra herra-

mienta que pueda facilitar la proyección de las consecuencias a largo plazo por utilizar estos organismos genéticamente 

modificados y descartar cualquier peligro inminente. Por último, y no menos relevante, siempre será de alta relevancia 

la regulación y normalización por parte gubernamental, evitando las lagunas legales para que los avances científicos se 

realicen hacia el avance de la sociedad moderna y no al contrario (Iáñez Pareja, 2016). 

7. Desafíos y limitaciones: 

La tecnología de CRISPR-Cas ha demostrado ser una técnica revolucionaria para la edición genética la cual 

puede ser de gran ayuda en el área de la agricultura. Sin embargo, esta puede presentar ciertos desafíos que pueden 

limitar su uso en ciertas especies. Dentro de los desafíos se pueden encontrar el off-target effect, algún tipo de obstáculo 

técnico, económico, logístico o biológico, entre otros (F. Zhang et al., 2014). 

7.1 Off-target effects y estrategias para minimizarlos. 

Las mutaciones fuera del objetivo u Off-target effect¸ como se conocen en inglés, son una de las principales limi-

taciones que la tecnología CRISPR-Cas9 presenta. Por lo general este tipo de mutaciones o translocaciones de los cro-

mosomas pueden ser observadas en tasas muy altas, lo que suele amenazar la especificidad de CRISPR-Cas9 (Fernanda 

Lammoglia-Cobo et al., 2016). En la actualidad se ha buscado minimizar este tipo de mutaciones, por lo general se trata 

de mejorar la especificidad de la tecnología CRISPR-Cas9 mediante la optimización de los componentes de edición 

genética. Las principales estrategias para la reducción de off-targets incluyen el diseño y la modificación de sgRNA, la 

mejora de enzimas de Cas9, edición génica independiente de DSB y mejora de los métodos de delivery (Guo et al., 2023). 
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En cuanto a mejoramiento de proteínas de Cas9, se ha demostrado que la proteína SpCas9 puede mejorar su precisión 

reduciendo su unión al ADN no deseado. Variantes como el eSpCas9 y el SpCas9-HF1 demostraron alta actividad en 

los sitios deseados y redujeron significativamente los sitios fuera del objetivo. Otras estrategias, como el uso de Cas9 

nickases y la exploración de homólogos de Cas9 con secuencias PAM más raras, también están siendo investigadas para 

mejorar la especificidad de CRISPR-Cas9 (C. Liu et al., 2017). 

Por otro lado, la modificación de sgARN se utiliza para mejorar la precisión en la edición del genoma mediante 

ajustes en su longitud y modificaciones químicas. Estas modificaciones reducen los efectos fuera del objetivo de la nu-

cleasa Cas9, mejorando la especificidad de la edición genómica. Sin embargo, estas estrategias están limitadas a aplica-

ciones que utilizan ARN sintético en lugar de transgenes basados en ADN (Cho et al., 2014). Asimismo, se puede utilizar 

editores de bases como ABE y CBE que permiten la edición del genoma sin DSB, reduciendo los efectos fuera del obje-

tivo. Sin embargo, pueden generar nuevos efectos fuera del objetivo, como la edición de ARN y ADN independiente de 

sgRNA. Métodos como EndoV-seq y Detect-seq ayudan a detectar estos efectos. Los editores epigenéticos ofrecen otra 

opción para reducir efectos fuera del objetivo, aunque deben evaluarse para posibles efectos epigenéticos no deseados 

(Liang et al., 2019). 

Por último, la modificación de los métodos de entrega como electroporación de ribonucleoproteínas (RNP) 

muestra una alta eficiencia en la edición del objetivo y una baja incidencia de mutaciones fuera del objetivo en compa-

ración con otros métodos de entrega. Además, el uso de nanopartículas lipídicas (LNPs) para entregar mRNA de Cas9 

y sgRNA permite una rápida degradación “in vivo”, lo que lo convierte en el vector más popular para la edición génica 

“in vivo’’ y ha llevado al desarrollo de nuevos fármacos en ensayos clínicos (Cho et al., 2014). 

7.2 Barreras para la aplicación eficiente de CRISPR-Cas en diferentes especies de plantas 

Aunque se han realizado esfuerzos considerables para secuenciar los genomas vegetales, aún persisten lagunas 

significativas en nuestra comprensión de la función de muchos genes el uso de CRISPR-Cas9 en plantas enfrenta un 

desafío crucial el cual es la identificación precisa de los genes objetivo antes de cualquier manipulación genética. Este 

vacío de conocimiento limita la capacidad de realizar ediciones genéticas precisas para lograr los efectos deseados en 

las plantas. Sin embargo, los Estudios de Asociación del Genoma (GWAS) ofrecen una esperanza prometedora al pre-

decir con precisión las funciones de los genes. Al utilizar los resultados de GWAS, los investigadores pueden orientar 

sus esfuerzos hacia la manipulación genética precisa en plantas, como se ha demostrado en casos recientes, como la 

modulación de los niveles de antocianina en el arroz. Este enfoque permite una aplicación más efectiva de la tecnología 

CRISPR-Cas9 en la ingeniería genética para alcanzar resultados específicos y deseados (Cho et al., 2014). 

7.3 Obstáculos económicos y logísticos para la adopción generalizada de cultivos editados genéticamente en 

la agricultura 

La implementación generalizada de cultivos modificados genéticamente en la agricultura podría enfrentar 

desafíos tanto económicos como logísticos. La introducción de nuevas tecnologías agrícolas requiere de importantes 

inversiones en investigación, desarrollo y comercialización, además de enfrentar regulaciones y preocupaciones de la 

opinión pública. Para superar estos obstáculos, es importante promover la colaboración entre el sector público y el 

privado para poder respaldar políticas que fomenten la innovación y el uso responsable de la tecnología CRISPR-Cas 

en la agricultura (Ronald & Kliegman, 2022). 

En cuanto a las regulaciones de los cultivos, estas pueden complicar la introducción de la tecnología CRISPR-

Cas9 en la agricultura debido a las diferencias y varianza que puede existir entre dichas regulaciones. Además, los altos 

costos asociados con el desarrollo y la comercialización de estos cultivos representan un desafío significativo, ya que se 

necesitan grandes inversiones en investigación y desarrollo, así como en trámites regulatorios (Baumann, 2016). Por 
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otro lado, la aceptación pública de los cultivos editados con la tecnología CRISPR-Cas9 son temas importantes de con-

siderar ya que, requieren de infraestructura y materiales adecuados los cuales enfrentan preocupaciones de seguridad 

y aceptación por parte de la sociedad (Ronald & Kliegman, 2022) 

8. Perspectivas futuras y áreas de investigación emergentes 

8.1 Desafíos globales 

 La edición de genes con CRISPR-Cas nos brinda la oportunidad de abordar retos que hoy en día afectan a la 

población en diversos campos, CRISPR-Cas tiene como ventajas ser una tecnología adaptable, sencilla de manejar y 

eficiente (Chávez-Jacobo, 2018). En algún futuro cercano se podrían estar utilizando cultivos resistentes a condiciones 

climatológicas extremas, sobre todo a sequias y altas temperaturas, investigadores ya están trabajando en hacer esto 

posible e intentando hacer cambios en cultivos importantes como el trigo, arroz y la caña de azúcar (Jiménez & Carvajal-

Campos, 2021). Esto es solo el comienzo de las investigaciones basadas en la tecnología CRISPR se plantea producir 

plantas que puedan combatir plagas, que más personas tengas acceso a alimentos, producir compuestos terapéuticos. 

Se cree que pronto se puedan ver los resultados de estas investigaciones y que en los próximos años aparecerán aplica-

ciones cada vez más creativas de las herramientas CRISPR (Ronald & Kliegman, 2022). 

8.2 Investigación en nuevas aplicaciones y tecnologías relacionadas con CRISPR-Cas 

Durante estos últimos años se han explorado las aplicaciones que pueden dársele a la tecnología de CRISPR-

Cas9. Esta promete ser una herramienta que pueda utilizarse en diversas áreas como la medicina, la agricultura, biotec-

nología, entre otros, para erradicar enfermedades, desarrollar cultivos más resistentes y nutritivos, etc (Morshedzadeh 

et al., 2024). 

El CRISPR-Cas9 se ha utilizados en el tratamiento de enfermedades genéticas como fibrosis quística, la anemia 

de células falciformes mediante la desactivación del gen BCL11A, lo que aumenta la producción de hemoglobina fetal 

y en la distrofia muscular de Duchenne (W. Liu et al., 2021). Dentro del área de prevención de enfermedades, se ha 

utilizado CRISPR-Cas9 en ensayos para tratar enfermedades infecciosas como el VIH, tanto eliminando el genoma del 

virus como bloqueando su entrada en las células huésped. Además de editar el genoma, CRISPR-Cas-9 puede regular 

artificialmente la expresión génica activando o silenciando genes específicos, lo que tiene aplicaciones en la investiga-

ción básica y la terapia génica (Vasconcelos Komninakis et al., 2024). 

Los últimos avances en la investigación sobre CRISPR-Cas9 se centran en superar los desafíos relacionados con 

su precisión y eficacia en la entrega. Se están explorando métodos más equitativos para evaluar cómo Cas9 se une y 

corta el ADN, especialmente su actividad no deseada, que aún es poco entendida. Esto incluye técnicas como la secuen-

ciación de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP-seq) y la detección de roturas de doble cadena para mapear exhaus-

tivamente los sitios de acción del Cas9 en el genoma (Mingarro & del Olmo, 2023). Además, se están investigando 

sistemas de entrega no virales y versiones más pequeñas del Cas9 para superar las limitaciones de los vectores virales 

tradicionales, lo que podría ampliar las aplicaciones del CRISPR-Cas9 y mejorar su precisión. Estos esfuerzos prometen 

no solo una mejor comprensión de la biología y la especificidad de Cas9, sino también el desarrollo de terapias génicas 

más efectivas y seguras (Zhu, 2022). 

8.3 Colaboraciones interdisciplinarias entre genetistas, agrónomos, bioinformáticos y reguladores para im-

pulsar el desarrollo responsable y sostenible de la edición de genes en agricultura 

Los ingenieros agrónomos han trabajado en el desarrollo de nuevas técnicas de producción y mejora de los 

cultivos, incluyendo especies y semillas más resistentes a plagas y climas extremos, así como mejoradas genéticamente. 
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Estas mejoras contribuyen a garantizar la seguridad alimentaria y aumentar los rendimientos e ingresos de los agricul-

tores (Ronald & Kliegman, 2022). Tanto genetistas como bioinformáticos se dedican estudiar la genética de los cultivos 

y analizar los datos genómicos. Esta colaboración permite identificar genes de interés, comprender su función y desa-

rrollar estrategias de edición genética para mejorar las características de los cultivos, como su resistencia a enfermedades 

o su adaptación a diferentes condiciones ambientales (Zhou et al., 2023). 

9. Conclusiones 

CRISPR-Cas ha emergido como una técnica prometedora para la investigación vegetal básica y aplicada. La 

complementación de la Biotecnología vegetal con la técnica CRISPR-Cas ha permitido un avance significativo en el 

ámbito agrícola, las aplicaciones potenciales y las ya existentes son numerosas. El crecimiento evidente de la población 

requiere de cosechas prolíficas que se logren aun en las adversidades que traen consigo las regiones con climas compli-

cados y el acelerado cambio climático, es por ello por lo que el uso de estas tecnologías en nuestro criterio es necesario, 

sin embargo, consideramos que un equilibrio con el ambiente sería lo apropiado, evaluar sin sesgo cuál es el límite en 

el que se puede avanzar sin comprometer nuestro entorno, sería la sinergia ideal. 

La comunidad científica y empresarial debe apegarse con conciencia a las regulaciones morales y éticas para 

que los avances realizados sean seguros para el humano y para el ambiente, es necesario hacer a un lado los intereses 

económicos que representa el uso de esta tecnología y priorizar el bienestar humano, así como su entorno. Sin duda, el 

uso de CRISPR-Cas en la agricultura se necesita y representaría un hito del siglo XXI siempre y cuando se realice con 

conciencia, viendo objetivamente en favor de la población y del ambiente, deberá estudiarse con cautela si un producto 

proveniente de edición génica es nocivo para la población o el ambiente, si afecta a alguno de estos no puede utilizarse. 

10. Perspectivas a futuro  

CRISPR-Cas9 se ha convertido en una herramienta muy importante para la edición genética en diversas áreas, 

desde la medicina, hasta la agricultura. En cuanto al área médica, esta tecnología ofrece la posibilidad de generar trata-

mientos más precisos y personalizados para una diversidad de enfermedades genéticas, infecciosas o incluso para el 

cáncer. Por otro lado, si se utiliza CRISPR-Cas9 en la agricultura, este puede revolucionar la producción de alimentos 

al permitir la creación de cultivos con una alta resistencia a enfermedades, a temperaturas y condiciones climáticas 

extremas y con un alto valor nutricional. Pudiéndose reflejar como un aumento en la seguridad alimentaria, reduciendo 

así la dependencia a pesticidas y fertilizantes. 

Asimismo, en el ámbito de la biotecnología, se anticipan avances significativos con la capacidad de diseñar 

organismos modificados genéticamente para aplicaciones industriales y ambientales, como la producción de biocom-

bustibles, la biorremediación y la síntesis de compuestos farmacéuticos. Sin embargo, estos avances también plantean 

desafíos éticos y regulatorios importantes que deben abordarse de manera cuidadosa y deliberada. Es crucial garantizar 

que el uso de CRISPR-Cas9 sea responsable y equitativo, protegiendo la seguridad y los derechos de las personas y el 

medio ambiente, al tiempo que se fomenta la innovación y el progreso científico. 

11. Declaración de ética 

Los autores respaldan plenamente este trabajo y han contribuido de manera significativa que justifica su autoría. 

No existe conflicto de interés y se han seguido todos los procedimientos éticos y requisitos necesarios. 

12. Abreviaturas 

ADN: ácido desoxirribonucleico; ALS: enzima acetato sintasa; CRISPR-Cas: repeticiones palindrómicas cortas 

agrupadas y regularmente interespaciadas; crARN: ARN cortos de CRISPR; DBS: reparación de la ruptura de la doble 
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cadena de ADN; tracrARN: ARN CRISPR transactivante; gARN: ARN guía; LOGL5: citoquinina ribósido 5'-

monofosfato fosforribohidrolasa; Nt: nucleótidos; NHEJ: unión de extremos no homólogos; RH: reparación homóloga; 

PAM: motivo adyacente de proto espaciador; Quizalofop: herbicida fenoxi selectivo de postemergencia, empleado para 

controlar las malas hierbas anuales y perennes; OGM: organismos genéticamente modificados; RNP: complejo de ribo-

nucleoproteína. 
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