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Porqueé los organismos con genomas
editados no estan excluidos del
Protocolo de Cartagena sobre

Bioseguridad

Por Eva Sirinathsinghji

Nuevas técnicas de ediciéon de genomas
emergen y son promovidas como métodos
rapidos de ingenieria genética para cambiar
la informacion genética y su expresion en
regiones seleccionadas del genoma. Tales
técnicas incluyen repeticiones palindromicas
cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR, por su sigla en
inglés), meganucleasas (MN), nucleasas con
dedos de zinc (ZFN), nucleasas efectoras de
tipo activador de la transcripcion (TALEN)
y mutagénesis dirigida por oligonucleétidos
(ODM). El desarrollo de esas técnicas ha
suscitado intensos debates sobre: 1) si estan
reguladas por la legislacion vigente en materia
de seguridad de la biotecnologia, 2) si son
seguras, y 3) si deben someterse a los mismos
procedimientos de evaluacién y gestion de

riesgos que los organismos vivos modificados
(OVM).

Un argumento promovido por los que tratan
de excluir de la reglamentacién, incluso a
nivel nacional, a los organismos con genoma
editado es que los organismos manipulados
con técnicas de edicion del genoma no estan
comprendidos en la definicion de OVM que
figura en el Protocolo de Cartagena sobre
Seguridad de la Biotecnologia del Convenio
sobre la Diversidad Bioldgica (CDB).

Este documento se propone mostrar que
las tecnologias y aplicaciones de edicion de
genomas actualmente desplegadas, incluidas
todas las técnicas que utilizan sistemas
basados en el CRISPR, entran claramente en la
definicion de OVM del Protocolo, ya sea que
impliquen la insercion, supresion o ediciéon
de secuencias de genomas.
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La definicion de «organismo vivo
modificado» en el Protocolo de
Cartagena

El articulo 3 del Protocolo de Cartagena ofrece
tres definiciones que estdn interrelacionadas
y deben leerse conjuntamente: «organismo
vivo modificado», «organismo vivo» y
«biotecnologia moderna».

Por «organismo vivo modificado» se
entiende «todo organismo vivo que posea
una combinacién nueva de material genético
obtenida mediante la aplicacion de la
biotecnologia moderna».

Asi, un organismo vivo modificado se define
en el Protocolo para incluir sélo aquellos
organismos vivos que
— contienen combinaciones novedosas de
material genético; y
— se han producido utilizando las técnicas
de la biotecnologia moderna (parrafo
208, An Explanatory Guide to the Cartagena
Protocol on Biosafety (Guia explicativa del
Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la
Biotecnologia): Mackenzie y otros, 2003).

Por «organismo vivo» se entiende «toda
entidad bioldgica capaz de transferir o replicar
material genético, incluidos los organismos
estériles, los virus y los viroides».

Si bien el Protocolo de Cartagena no define
el «material genético», el Convenio sobre
la Diversidad Bioldgica si lo hace: «todo
material de origen vegetal, animal, microbiano
o de otro tipo que contenga unidades
funcionales de la herencia». Se entiende
por unidades funcionales de la herencia los
acidos nucleicos que contienen informacion
genética. En el contexto del Protocolo de
Cartagena, se puede entender que el material
genético se refiere a los dcidos nucleicos
que contienen unidades funcionales de
la herencia (parrafo 201, Guia explicativa).

Una «combinacion nueva de material genético»
puede considerarse como una combinacion
cuya existencia no se conocia previamente en
el momento en que se produjo por primera
vez. Vinculado a la definicion de material
genético del Convenio sobre la Diversidad
Bioldgica, puede entenderse que se refiere a
una combinacién nueva de acidos nucleicos
que contiene unidades funcionales de la
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herencia (parrafo 209 de la Guia explicativa). Es
importante sefalar que la combinacion nueva
se refiere inicamente a una combinacién de
material genético, incluso si estono dalugar a
un cambio observable (parrafo 210 de la Guia
explicativa).

La novedad de una combinaciéon podria
surgir a través de una forma nueva de una
unidad funcional de la herencia, por ejemplo,
resultante de un cambio que modifique
la secuencia global de nucleétidos dentro
de la unidad, ya sea alterando, insertando
o eliminando uno o mas nucleétidos. La
novedad también podria surgir de una nueva
disposicion de las unidades funcionales de
la herencia, por ejemplo, la introduccién de
material genético de diferentes especies o la
reorganizacion del material genético de la
misma especie. Una combinacién novedosa
podria surgir de un tnico cambio en una
secuencia de nucledtidos o de cambios mucho
mayores (parrafos 211-212, Guia explicativa).

Segun el Protocolo de Cartagena, la
combinacion novedosa de material genético
debe «obtenerse mediante el uso de la
biotecnologia moderna». Este es un criterio
fundamental para la definicion de un OVM.
El hecho de que un organismo sea 0 no un
OVM en virtud del Protocolo depende de si
se utiliza la «biotecnologia moderna» para
crear una combinacién nueva de material
genético.

La «biotecnologia moderna» se define
en el Protocolo de Cartagena como:
«La aplicacion de:

a. Técnicas in vitro de acido nucleico, incluido
el ADN recombinante y la inyeccion directa de
acido nucleico en células u organulos, o

b. Fusidon de células mas alla de la familia
taxonomica,

que superan las barreras fisioldgicas naturales
de reproduccién o recombinacion y que no
son técnicas utilizadas en la reproduccion y
seleccion tradicional».

Por lo tanto, esto incluye, entre otras, las
técnicas de acido nucleico in vitro aplicadas
a la insercion, supresion y alteracion del
material genético (parrafo 215 de la Guia
explicativa). Los dos requisitos son que deben
superarse las barreras fisioldgicas naturales
de reproduccién o recombinacion y que no



son técnicas utilizadas en la reproduccion y
seleccion tradicionales.

En resumen, para que un organismo vivo se
defina como OVM con arreglo al Protocolo de
Cartagena, tiene que cumplir tres criterios:
1.El organismo contiene combinaciones
nuevas de material genético;
2.Ha sido producido utilizando las técnicas
de la biotecnologia moderna (incluida la
aplicacion de técnicas in vitro de acido
nucleico o la fusion de células mas alla de
la familia taxondmica); y
3.Las técnicas biotecnoldgicas modernas
utilizadas han superado las barreras
fisioldgicas naturales de reproduccion
o recombinacion y no son técnicas
utilizadas en la reproduccion y seleccion
tradicional.

Criterio 1: el organismo contiene
nuevas combinaciones de material
genético

Para los sistemas basados en el CRISPR, la
técnica implica el uso de secuencias de ARN
guia (ARNg) que se producen sintéticamente
para dirigirse a una secuencia de ADN (o
ARN) de interés para la “edicion”. El ARNg
dirige entonces la enzima cortadora de ADN
Cas9, o endonucleasa, hacia la secuencia de
interés, donde luego corta el ADN. Una vez
que se corta el ADN, se activa la maquinaria
de reparacion del ADN de la célula y se repara
el ADN. Si el proceso de reparacion resulta en
la insercion o eliminacidon de pequefios trozos
de material genético (‘indels’), el resultado se
denomina aplicacion de la nucleasa dirigida
por el sitio (SDN-1). Las aplicaciones de
ARN-1 se utilizan para destruir genes de forma
imprecisa. Alternativamente, si la intencion es
“editar” un gen, también se introduce ADN
adicional que proporciona la plantilla para
la alteracion deseada que luego puede ser
copiada en el gen del organismo objetivo. Esto
se denomina ARN-2. Los sistemas basados en
CRISPR también se utilizan para insertar ADN
transgénico en un sitio objetivo, mediante la
introduccion de una plantilla de ADN junto a
la maquinaria de CRISPR. Esto se denomina
ARN-3.

De manera similar, los TALENs, MNs y
ZFNs pueden ser disefiados para realizar
aplicaciones ARN-1, -2 y -3 de “indels”,
ediciones o inserciones de secuencias de ADN

transgénico. Sin embargo, se diferencian de
los sistemas basados en CRISPR en que no
despliegan ARNg para atacar secuencias
especificas de ADN, sino que son enzimas
basadas en proteinas que tienen sitios de
reconocimiento de ADN para unir y dividir
secuencias particulares de ADN de interés.

El ODM, por otra parte, implica la
introducciéon de cortos tramos de ADN,
llamados oligonucledtidos, o hibridos de
oligonucledtidos de ADN/ARN. Estos
oligonucleotidos son idénticos a la secuencia
objetivo que se va a modificar, excepto por
la alteracion que se desea introducir. Estas
plantillas de ADN se unen a la secuencia
diana, tras lo cual la maquinaria de reparacion
natural de la célula reconoce el desajuste de
base tnica entre su propio ADN y el de la
plantilla de reparacion.

El proposito de todas las técnicas de edicion
del genoma es introducir cambios genéticos
previamente inexistentes con el fin de generar
nuevos rasgos en los organismos vivos,
independientemente de si se ha insertado o
no el ADN. Ya sea que se utilicen para generar
“indels”, “ediciones” o “inserciones”, todas
apuntan a generar nuevos rasgos mediante la
generacion de nuevas combinaciones de ADN,
independientemente de si el ADN transgénico
esta efectivamente insertado.

Ast pues, es evidente que todas las técnicas de
edicion del genoma producen una combinacion
novedosa de material genético y, por lo tanto,
cumplen el criterio 1.

Criterio 2: el uso de la biotecnologia
moderna (incluyendo la aplicacion de
técnicas de acido nucleico in vitro,
o la fusion de células mas alla de la
familia taxonémica)

En la actualidad, la gran mayoria de las
técnicas de edicion del genoma requieren
la aplicacion de técnicas de acido nucleico,
que implican el uso de ARN o de acidos
nucleicos de ADN en una determinada etapa
del proceso.

Las técnicas basadas en el CRISPR (incluidas
las dobles nicasas y los «editores» de base)
pueden realizarse de varias maneras, todas
las cuales implican la introduccion de dcidos
nucleicos de ADN o ARN. El enfoque clasico
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es introducir plasmidos de ADN que codifican
para la maquinaria del CRISPR. O bien el
plasmido se introduce de forma permanente
en el genoma del organismo objetivo, y
posteriormente puede ser eliminado por
retrocruzamiento, o puede ser expresado de
forma transitoria. Mas recientemente, se han
desarrollado técnicas sin ADN, que utilizan
la introduccion de moléculas mensajeras
de ARN que codifican para la maquinaria
del CRISPR, o la introduccion directa de
ribonucleoproteinas que consisten en la
proteina Cas9 junto con la molécula de ARN
guia (Metje-Sprink et al., 2019).

Al igual que con las técnicas basadas en el
CRISPR, los métodos clasicos de TALEN,
ZFN y MN implican la introduccion de
plasmidos de ADN que expresan cada uno
de los TALEN, ZFN o MN respectivamente,
ya sea introducidos de forma permanente
en el genoma del organismo objetivo (y
posteriormente eliminados si se desea), o de
forma transitoria. También se ha demostrado
la codificacion del ARN mensajero para la
maquinaria de los TALEN en las células de
las plantas (Stoddard et al., 2016).

Se han demostrado excepciones limitadas en
el laboratorio usando TALENs y MNs (Luo
et al., 2015) donde la entrega directa de las
formas proteicas respectivas de las nucleasas
se ha realizado en plantas para generar un
organismo editado por el genoma. Si bien
podria decirse que esto quedaria fuera del
cumplimiento del criterio 2, esos métodos
son actualmente mucho menos eficientes que
la entrega de plasmidos de ADN y es poco
probable que se utilicen ampliamente.

Las técnicas de ODM se realizan introduciendo
directamente los oligonucleotidos, que pueden
ser en forma de ADN, o hibridos de ADN/
ARN, en el genoma del organismo objetivo.

Todas las técnicas basadas en CRISPR, ZFN y
ODM requieren el uso de dcidos nucleicos (ya
sea ADN, ARN o hibridos de ADN / ARN) para
realizar funciones de edicion del genoma y, por
lo tanto, cumplen el criterio 2. La mayoria de las
técnicas de TALEN y MN, con algunas excepciones
limitadas , implican el uso de dcidos nucleicos
(ya sea ADN o hibridos de ARN) para realizar
funciones de edicion del genoma y, por lo tanto,
cumplen el criterio 2.

Ademas, incluso si la nueva combinacion
de material genético obtenido mediante
biotecnologia moderna se transfiere
posteriormente a otro organismo mediante
técnicas tradicionales de reproduccion o
seleccion, el organismo resultante también
es un OVM segun el Protocolo (parrafo 214,
Guia explicativa). Por lo tanto, dicha definicién
incluiria organismos editados en el genoma
que introducen un casete de ADN que codifica
nucleasas que luego se elimina mediante
el mejoramiento convencional (como a
menudo se realiza con CRISPR, TALEN, ZFN
y MN). Esto cumple el criterio 2, ya que el
paso anterior ya implicaba la aplicacion de
técnicas de acidos nucleicos para generar una
combinacion novedosa de material genético.

Asegurar que el proceso y no solo el
resultado esté regulado por el
criterio 2

Es vital resaltar que el criterio 2 asegura que
el proceso, no el resultado, sea regulado y
evaluado, con el fin de permitir la deteccién
de efectos no intencionales, algunos de los
cuales socavan la distincion tedrica entre
aplicaciones de ODM, SDN-1, -2 y -3. Se han
detectado inserciones no intencionales de
material genético, en sitios tanto dentro como
fuera del objetivo (Li et al., 2015; Liang et al.,
2017; Ono et al., 2019; Norris et al., 2020;
Skryabin et al. ., 2020), un efecto asociado
con todas las nucleasas que introducen
roturas de ADN de doble hebra (incluidos
CRISPR, TALEN, ZFN y MN). Como tal, si
bien la intencién de ODM, SDN-1 0 -2 no
implica la insercion permanente de ADN, la
evidencia actual sugiere que a menudo este
resultado es mas tedrico que practico.

Otros efectos no intencionales documenta-
dos incluyen modificaciones fuera del obje-
tivo en otras partes del genoma, por ejemplo,
mutaciones, reordenamientos complejos a
gran escala, translocaciones, inserciones y
eliminaciones, asi como produccién de pro-
teinas nuevas (Wolt et al., 2016; Mou et al.,
2017; Shin et al. al., 2017; Zhu et al., 2017;
Kosicki et al., 2018; Tuladhar et al., 2019).
Incluso las alteraciones de un solo nucledtido
pueden tener impactos en la funcion de un
gen, ya sea en la ubicacion objetivo o fuera
de ella.




Ademas, el proceso de edicion del genoma
generalmente implica técnicas de apoyo
idénticas a las técnicas de transgénesis
mas antiguas, incluida la transformacion de
células cultivadas en cultivo. Estos procesos
estan asociados con efectos no deseados
como eliminaciones y reordenamientos (ver,
por ejemplo, Kim et al., 2003; Latham et al.,
2006; Makarevitch et al., 2003; Rang et al.,
2005; Windels et al., 2003).

Criterio 3: las técnicas
biotecnolégicas modernas
utilizadas han superado las
barreras fisiolégicas naturales de
reproduccion o recombinacion y no
son técnicas utilizadas en la cria y
seleccion tradicionales

Esta claro que las técnicas de edicion del
genoma no son técnicas utilizadas enla criay
seleccion tradicionales, ya que los organismos
editados del genoma se generan sin que se
produzca ninguna cria, sino mediante el uso
de técnicas biotecnoldgicas modernas para
introducir cambios genéticos. También es
evidente que eluden las barreras naturales de
reproduccion o recombinacion, y la edicion
del genoma permite modificaciones que de
otro modo no surgirian de forma natural
(ver revision de Kawall, 2019). Como se
detalla a continuacion, las técnicas descritas
se pueden usar para realizar una o multiples
modificaciones que superen las barreras
naturales de reproduccion o recombinacion.

Una de las principales ventajas otorgadas a
los desarrolladores de OVM es la capacidad
de utilizar la edicion del genoma para realizar
alteraciones simultdneas o sucesivas del
material genético, una aplicacion denominada
multiplexacion. Muchos rasgos de las plantas
dependen de una multitud de genes. Las
técnicas CRISPR, TALENs, ZFNs y MNs ahora
ofrecen un medio para apuntar a muchos
genes a la vez, o multiples copias del mismo
gen (asi como paralogos), algo que atin no
se ha logrado hasta hoy con la reproduccion
convencional, mutagénesis quimica o técnicas
transgénicas (por ejemplo, ver Kawall, 2019;
Ran et al., 2018, Wang et al., 2018; Li et al,,
2018; Qi et al., 2016; Cai et al., 2018; Bao et
al., 2015 ; Suzuki et al., 2013; Hauschild et al.,
2011). La alteracion de todas las copias de

un gen es muy relevante para las plantas, y
muchas especies tienen multiples copias de
un gen como resultado de la poliploidia (tener
mas de dos copias de cada cromosoma) o la
redundancia genética (tener multiples copias
de un gen). Ni la crianza convencional ni las
mutaciones naturales pueden alterar todas
las copias de una secuencia genética. Si bien
el ODM no ha logrado aun la multiplexacion
de diferentes genes o copias multiples de
genes, en teoria, tales alteraciones son posibles
(Jansing et al., 2019).

La edicion del genoma permite ademas la
generacion de mutaciones en regiones del
genoma que normalmente estan protegidas
por mecanismos de reparacion del ADN que
existen de forma natural. La variacion genética
ocurre naturalmente en los organismos como
resultado de numerosos mecanismos. Las
mutaciones pueden surgir espontdneamente
como resultado de factores ambientales
externos, por ejemplo, luz solar ultravioleta
0 exposicion a sustancias mutagénicas, o
internamente como resultado de errores
durante la replicaciéon del ADN o por
subproductos metabolicos mutagénicos,
por ejemplo, especies reactivas de oxigeno.
Las mutaciones que surgen de tales factores
dan como resultado el reclutamiento de
mecanismos de reparacion del ADN, con
proteccion preferencial de regiones particulares
del ADN, como las que contienen genes. Por
tanto, los mecanismos de reparacion del ADN
funcionan para prevenir la acumulacion
excesiva de mutaciones en las regiones
del ADN donde las secuencias necesitan
conservarse para mantener sus funciones clave,
por ejemplo, secuencias que codifican genes.
Las técnicas de edicion del genoma anulan
los mecanismos de reparacion enddgenos
con la capacidad de alterar las secuencias
genéticas conservadas. Ademas, la evidencia
sugiere que las mutaciones resultantes de las
técnicas de edicion del genoma no se reparan
con los mismos procesos que los que se han
producido de forma natural, con altas tasas
de error en las reparaciones de mutaciones
inducidas por CRISPR (Brinkman et al., 2018).
Los sistemas CRISPR / Cas se han utilizado
para modificar secuencias conservadas, por
ejemplo, cuando se aplican a tecnologias de
impulso genético (Kyrou et al., 2018). También
se ha demostrado que las TALEN, asi como
las ZFN, se dirigen a secuencias conservadas
(Suzuki et al., 2013; Bilichak et al., 2020).



La variacion genética natural también se
genera durante la meiosis, la produccion
de gametos como los espermatozoides y los
ovulos. La meiosis, un proceso bioldgico
fundamental, es responsable de generar
variacion genética en los organismos que
se reproducen sexualmente mediante la
recombinacion del contenido genético recibido
de ambos padres. El intercambio de material
genético entre cromosomas durante este
proceso se produce de manera no aleatoria,
en regiones definidas de los cromosomas, a
veces denominadas «puntos calientes» de
recombinacion. Por el contrario, la edicion del
genoma permite alterar el ADN en regiones
que se denominan «puntos frios», anulando
estas limitaciones naturales. CRISPR / Cas
se ha utilizado para superar los efectos de
arrastre de ligamiento donde los genes
deseables estan ligados a genes indeseables
en regiones de baja recombinacién (Roldan
etal., 2017; Soyk et al., 2017). Ademas, se esta
explorando CRISPR para la manipulacién
de eventos de recombinacion meidtica con
el fin de aumentar la diversidad genética de
los cultivos, aunque esto parece estar en las
primeras etapas de investigacion y desarrollo
(Taagen et al., 2020).

En resumen, todas las técnicas de edicion del
genoma permiten eludir las barreras naturales
de reproduccion y recombinacion a través de
multitud de mecanismos, ademds de no ser técnicas
utilizadas en la cria y seleccion tradicionales, y por
lo tanto cumplen el criterio 3.
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