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Introduccion

Gracias al continuo progreso en el mejoramiento de plantas, en la actualidad
se puede encontrar en el mercado gran diversidad de cultivos con mayores
rendimientos y nutrientes esenciales para satisfacer a los agricultores y
consumidores. Aunque nuestros ancestros usaban métodos tradicionales
de seleccidon y cruzamientos para elegir plantas que se ajustaran a las
necesidades del ser humano, los recientes avances cientificos han hecho
posible el desarrollo de métodos biotecnoldgicos eficientes y rapidos

para la generacién de variedades con caracteristicas especificas.

Los agricultores buscan cultivos que sean productivos, resistentes a plagas
vy enfermedades, que puedan tolerar condiciones climaticas cambiantes y
que proporcionen alimentos mas saludables, sabrosos y frescos para los
consumidores. Serfa ideal poder disfrutar papas mas saludables, que no
generen ninglin componente toxico al freirlas, o cultivos de arroz producidos
con menores costos de fertilizacidn de manera mas sostenible para el

ambiente, u otro tipo de cultivo mejorado.



En esta cartilla, te explicamos de forma sencilla

la tecnologia mas reciente que esta revolucionando la

agricultura moderna: la edicion de genes, que es una forma

de mejorar los cultivos de manera rapida y precisa.

Te mostraremos, ademas, cémo la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA)
y el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) estan liderando
iniciativas que buscan generar beneficios
para los productores

y para los consumidores.
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Este glosario contiene términos que seran Utiles durante la lectura de esta cartilla; cada vez

que lo consideres necesario vuelve aqui para revisar y repasar algin término.

Acrilamida: compuesto tdxico que puede producir efectos daninos

para la salud.
ADN: molécula que guarda la informacion genética de los seres vivos (ver figura 3).

ADN foraneo: »on de otra especie insertado en una planta

para darle nuevos rasgos.

Aminoacidos: unidades bésicas que forman las proteinas; una de estas

es la asparagina.
ARN: molécula que convierte la informacidn del AbN en proteinas (ver figura 3).

Azucares reductores: carbohidratos como la glucosa

y fructosa que pueden reaccionar con otras sustancias.

Callos: células no diferenciadas en constante divisién celular, que pueden

regenerar plantas cuando se cultivan in vitro en el medio adecuado.

4 - 7 . - . .
Celula: unidad bésica de todos los seres vivos que realiza funciones

esenciales para la vida.



CRISPR-Cas: sistema de edicién de genes. CRISPR es el acronimo de “Clustered

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”, en espanol: repeticiones cortas de

ADN espaciadas de forma regular que se acoplan a proteinas conocidas como Cas.
Enzima: proteina que acelera las reacciones quimicas en las células.

Explantes: organo, tejido o segmento de tejido usado para iniciar el cultivo

in vitro. Estos pueden obtenerse de diferentes partes de la planta, como hojas, tallos,

raices, semillas o embriones.

Gen: pequefa parte del AbN, que contiene la informacion para que las células hagan

proteinas o controlen ciertos rasgos que son heredados.

Invertasa vacuolar: enzima que convierte la sacarosa en glucosa y fructosa.

Mutaciones: cambio en la secuencia de ApbN que puede alterar la funcion de un gen.

PPO: polifenol oxidasa, enzima que produce oxidacion en tubérculos.
u 7 . . V2 o
Proteina: molécula que cumple funciones esenciales en las células (ver figura 3).

Protoplastos: células vegetales sin pared celular.

Rasgo: caracteristica de una planta, como el color del fruto que se puede mejorar
(ver figura 3).

RNP: complejos de ribonucleoproteina, que consisten en la proteina Cas y el ARN;

estos producen la edicion génica sin integrarse al AbN de las células vegetales.

Transgénesis: técnica que produce transgénicos u organismos genéticamente

modificados (oGM), incorporando uno o mas genes de otra especie con el fin de
conferirle nuevas caracteristicas, como resistencia a plagas, tolerancia a herbicidas o

mejoras en calidad nutricional.

Vector: molécula de apn. Para efectos de edicién de genes, el vector contiene

componentes del sistema CRISPR-Cas para modificar el Abn de las células vegetales.
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:Queé es la edicion de genes?

La edicion de genes es una teécnica que permite a los cientificos acceder a regiones
especificas del genoma y cambiar el 2on de un organismo vivo de forma rapida
y eficiente. Hay varios métodos de edicién de genes, pero aqui nos referiremos al

mas utilizado, que es conocido como CRISPR-Cas.

El cientifico espafnol Francis Mojica, en 1993, descubrid el mecanismo por el cual
las bacterias se defienden de los virus y lo llamé el sistema crispr. Este sistema
consiste en regiones repetidas en el AbN de la bacteria, junto con pequenos
fragmentos o secuencias de AbN de virus invasores que la bacteria inserta en
su propio ADN con el fin de recordar y desactivar dichos virus mediante una
proteina llamada Cas; de esta forma, la bacteria se defiende de estos invasores.

Veamos en la figura 1 como es este mecanismo.



La Cas corta

El virus inyecta su el AbN del virus
ADN en la bacteria

El ADN del virus es insertado
dentro del AbN de la bacteria

Junto con la Cas
destruye el AbN viral
previamente
reconocido

La bacteria produce una
secuencia de ARN para
reconocer a futuros virus

o

El virus
infecta la
bacteria
de nuevo

Figura 1. Mecanismo crisPr, por el cual las bacterias se defienden de los virus.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez

El gran potencial de este mecanismo inspird a dos investigadoras en 2012, Jennifer

Doudna y Emmanuelle Charpentier, para simplificar este sistema y adaptarlo, con el fin de

reconocer y cortar el ADN en sitios especificos de otros organismos, entre ellos las plantas.

;Sabias que las “tijeras moleculares CRISPR-Cas”

estan transformando la medicina vy la agricultura?
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:Como funciona?

El proceso de edicion génica mediante CRISPR-Cas necesita tres componentes principales:
1) una secuencia de Abn 0 gen que se quiere modificar; 2) una secuencia de ArRN que sirve
de guia para reconocer el gen, y 3) la proteina Cas o “tijera molecular” para realizar los cortes

del ADN. Hay varias proteinas Cas, y la Cas9 es una de las mas usadas.

Estos tres componentes permiten que el Arn guia reconozca el gen o la secuencia especifica
que se va a editar. Luego, las tijeras moleculares cortan el gen para eliminarlo, repararlo o
adicionar un fragmento de AbN para modificarlo. Por dltimo, la célula repara, de manera natural,
el corte realizado y pega las puntas sueltas. Veamos en la figura 2 como se realiza el proceso

de edicidn.



.

:Qué se necesita?

Secuencia de ADN
con el gen que se quiere
cambiar o eliminar

Gen Secuencia llamada “ARN
guia” creada para reconocer
el gen que se va a editar

. - ¢Como funciona?
El “ArRN guia” se une con

la Cas para buscar la
secuencia que se va a
editar dentro de la célula

Cas acttia como las
tijeras moleculares

Las tijeras moleculares
Cas cortan el AbN en el
sitio especifico

¢Qué se puede lograr?

Gen

Reparar el gen

Gen

Eliminar el gen Adicionar un nuevo gen

Figura 2. Proceso de edicién génica mediante CRIPSR-Cas en plantas.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez
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Figura 3. El ADN, el ARN v las proteinas.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez
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:Como se logra en plantas?

El proceso de edicion de genes se realiza dentro de una célula. Desde hace varias décadas,
mediante técnicas biotecnoldgicas, es posible regenerar plantas completas a partir de una o
mas células. El desafio para editarun gen de una planta se encuentraenlograrlaregeneracion
de la planta completa a partir de un grupo de células usando la técnica de cultivo in vitro.

Luego, es necesario identificar cudles de las plantas regeneradas tienen el gen modificado.

A. ;Como se logra la regeneracion de
plantas a partir de cultivo in vitro?

El cultivo in vitro es una técnica que permite el crecimiento de plantas en un
medio artificial, fuera de su entorno natural. Se utiliza para la propagacion de
especies, la conservacion de las que estén en peligro de extincion y el desarrollo
de nuevas variedades. Ademas, es una técnica fundamental para realizar
edicion de genes, como se explicara mas adelante en las secciones By C. Este
proceso se lleva a cabo en un ambiente controlado (temperatura, luz, humedad
y atmdsfera), donde se proporcionan las condiciones necesarias para que crezcan

las plantas. En la figura 4 puedes observar plantas en cultivo in vitro.



N

Figura 4. Cultivo in vitro de plantas en condiciones controladas.
Foto: Franklin Barrios Ortiz

los explantes se obtienen de plantas madre con las mejores

caracteristicas genéticas y de produccion (figura 5a).

los explantes deben ser preparados antes de iniciar el cultivo in vitro. Esto
implica limpiarlos de cualquier contaminante, como bacterias, hongos o virus (figura bb).
con ayuda de un microscopio, se realiza la introduccion in vitro de los
explantes que se cultivan en un medio apropiado (figura bc).
las plantas in vitro se cultivan en un nuevo medio de cultivo, el cual
contiene los nutrientes y las hormonas necesarias para que las células o los tejidos se
dividan y regeneren nuevas plantas (figura bd).
después de que las plantas hayan crecido lo suficiente, se debe
promover el desarrollo de la raiz. El enraizamiento se puede realizar en un medio de cultivo
con hormonas que promuevan dicho proceso (figura be).
las plantas enraizadas deben ser aclimatadas a las
condiciones ambientales antes de plantarlas en el suelo. La aclimatacion se realiza
gradualmente, exponiendo las plantas a condiciones de luz, temperatura y humedad

cada vez mas similares a las condiciones del entorno natural (figura 5f).
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Figura 5. Proceso de cultivo in vitro en plantas. a. Seleccidn de plantas madre; b. Desinfeccién de explantes;
c. Introduccidn in vitro de explantes; d. Multiplicacién in vitro de plantas; e. Enraizamiento in vitro de plantas;

f. Aclimatacion de plantas.
Fotos: Franklin Barrios Ortiz
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El proceso de cultivo in vitro, desde la seleccion de plantas madre hasta la
aclimatacién de plantas para posterior cultivo, puede tener modificaciones. Por
ejemplo, se pueden utilizar protoplastos que se aislan usando hojas de plantas
in vitro para regenerar callos y luego, plantas completas. En la figura 6, puedes

identificar el detalle del proceso.

Introduccidn

Desinfeccién

Multiplicacion

Planta
Callos

Planta madre

Aislamientos
de protoplastos

Cultivo

Aclimatacidon Enraizamiento
. %

Figura 6. Proceso de cultivo in vitro desde la seleccidn de plantas madre hasta la aclimatacidn con
modificaciones.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez

24

Edicién de genes en plantas: definiciones y aplicaciones en el cultivo de la papa en AGRosAviA y el INTA



B. ;Como se introducen los componentes
de edicion de genes en plantas?

Después de definir el método para regenerar plantas de cultivo in vitro, se introducen los

componentes de edicidon de genes para obtener plantas editadas, lo cual se puede hacer

de las siguientes maneras:

e Una , 0 también llamado vector, que contiene componentes del

sistema CRISPR-Cas, que son la proteina Cas, el ARN guia vy, en algunos casos, el

gen que se quiere insertar o adicionar a la planta (figura 7). El vector puede tener

elementos que le permiten integrarse al AbN de la planta, vy asi diferenciar vectores

que se integran y vectores que no lo hacen.

~
Gen que
sevaa
Vector Vector
CRISPR-Cas CRISPR-Cas
ARN guia ARN guia
Caso
tijeras
moleculares Caso
tijeras
moleculares
\

Figura 7. Vectores con componentes del sistema CRISPR-Cas.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez

, que son la proteina

Cas y el ARN guia, los cuales son generados en condiciones in vitro; es decir,

fuera de la célula (figura 8). Estos complejos producen la edicidn deseada, sin

integrarse al AbN de las células vegetales.

25

;Cémo se logra en plantas?




\_ /

Figura 8. Ribonucleoproteina con componentes del sistema CRISPR-Cas.
Fuente: Gina Alessandra Garzon-Martinez

se introducen a las células de las plantas mediante el uso de
protoplastos, callos, embriones u otros explantes, dependiendo del método de regeneracion

de plantas mas adecuado para el cultivo de interés.

Existen diferentes de los componentes CRISPR-Cas en plantas, los

mas usados incluyen lo siguiente:

o también conocida como Es un método
que usa particulas de metal (por ejemplo, oro) cubiertas con el vector o los
complejos RNP. Estos se introducen a altas velocidades (por ejemplo, usando
presion de helio) en células de plantas con pared celular (como embriones). El
meétodo utiliza un equipo conocido como “pistola genética”.

. el método que mas se emplea utiliza la bacteria conocida como
Agrobacterium. Esta transfiere el vector con los componentes crisPr dentro de

las células de las plantas. Este método no usa complejos RNP.
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el método usa el compuesto PEG, que se mezcla

con el vector o los complejos RNP para permitir su entrada a células sin

pared celular (por ejemplo, protoplastos).

Veamos estos métodos en la figura 9.

Bacterias

AR[\‘ Vector
ula CcrisPR-Cas
Vector 9

CRISPR-Cas

Caso Vector
tijeras CRISPR-Cas

moleculares

T Agrobacterium H
Biolistica Quimico
RNP RNP
ARN guia
Vector Particulas
CRISPR-Cas de oro
Vector  ARN
) CRISPR-Cas gufa
Cas o tijeras Caso
moleculares . tijeras
Pistola moleculares
genetica Protoplastos
Células de la planta con los
componentes CRISPR-Cas
introducidos

Figura 9. Métodos de introduccidon de los componentes CRISPR-Cas en plantas.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez
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C. ;.Como se logra la edicidn
de genes después de introducir los
componentes CRISPR-Cas en plantas?

Después de introducir el vector o los complejos rRNP a la célula vegetal por
cualquier método, se utilizan medios y condiciones apropiadas para el
cultivo in vitro para inducir callos y regenerar plantas. Estas son evaluadas

para detectar si contienen la edicidon deseada usando su ADpN (figura 10).

4 N
Célula de la planta Induccién Plantas Deteccidn
con los componentes de callos regeneradas de la edicidon
CRISPR-Cas
introducidos
N J

Nota: Se ilustra un ejemplo de cambios en la secuencia de nucledtidos que conforman el Abn en plantas editadas por
adicion (+1) o eliminacion (-1) de un nucledtido comparado con plantas no editadas (0).

Figura 10. Proceso para lograr la edicién de genes en plantas.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez

La seleccion de uno u otro método depende del cultivo. Por ejemplo, en arroz se
pueden regenerar plantas editadas a partir de callos a los que se les introduce
el vector usando Agrobacterium o a partir de embriones inmaduros a los que
se les introduce el vector o los complejos rRNP por medio del uso de biolistica.
En papa, se pueden regenerar plantas editadas a partir de protoplastos a los
que se les introduce el vector o los complejos RNP mediante el uso de PEG 0 de

Agrobacterium.
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D. ;Queé tipos de plantas editadas
se pueden obtener?

Hay dos tipos de plantas editadas que se pueden obtener:

. Estas plantas contienen en su ADN la edicion deseada y el
ADN foraneo; es decir, elementos del vector como la Cas (figura 11). CRISPR-Cas
se puede usar para introducir AbN foraneo intencionalmente, pero este AbpN
también se puede eliminar mediante el cruce de una planta con ella misma o con
otra planta, lo cual puede dar lugar a plantas libres de AbN foraneo en siguientes
generaciones. Esto es factible en cultivos de ciclo corto de reproduccion sexual

como el arroz.

(es decir, sin vectores) en las plantas. Estas contienen
en su genoma la edicidon deseada Unicamente (figura 11). Aqui no hay integracion
de ADN fordneo en su genoma. Los complejos RNP se degradan en las células de las
plantas, lo cual es conveniente para cualquier cultivo, en particular, para los de ciclo

largo o de reproduccién asexual.
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Vector RNP

CRISPR-Cas
Plantas editadas _ Plantas
sin ADN fordneo Plantas editadas sin editar

con ADN foraneo
Cruzamientos
SF’Ianta ’Fglerar,]te ala seqwa.l Planta tolerante a la Planta susceptible
e consideraria convenciona segufa no convencional a la sequia

en Colombia vy otros paises

Gen para tolerancia Componentes CRISPR-Cas

a sequia editado

o

Figura 11. Tipos de plantas que se pueden obtener en un proceso de edicidén con CRISPR.
Fuente: Gina Alessandra Garzon-Martinez
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:.Convencional o transgénico?

Hay diferentes técnicas de mejoramiento de plantas, desde la seleccidn clasica
hasta la edicion de genes (figura 12), las cuales incluyen métodos convencionales
como los cruzamientos, la induccién de mutaciones con uso de agentes quimicos
o fisicos, la transgénesis o la seleccion asistida gracias al conocimiento de la

secuencia de nucledtidos del Abn (figura 3).

Basadas en los mecanismos creados por la naturaleza, las técnicas mas
recientes incluyen la edicién de genes que permite una mayor precision en
comparacidn con otras técnicas. Asi, los cruzamientos dentro de la misma
especie de cultivo o con especies silvestres pueden introducir de miles a
millones de cambios en el AbN; de igual forma, la induccion de mutaciones
guimicas puede introducir miles de cambios, mientras que la edicién de genes
bien disefada puede introducir un Unico cambio en una ubicacién precisa y

predeterminada del AbN (Graham et al., 2020).

;Sabias que para que una planta editada se
considere convencional en Colombia y Argentina

no debe tener AbN de otra especie?



Las técnicas como la transgénesis, por la cual se generan los transgénicos
u organismos genéticamente modificados (oGMm), insertan AbN fordaneo que
normalmente no se puede introducir por cruzamiento tradicional; por su parte,
la técnica de edicion de genes permite generar organismos libres de AbN de otra

especie (figura 11).

Como la edicidn de genes que genera productos sin ADN foraneo es similar a los
cambios en el ADN que podrian ocurrir de manera natural o convencional, las agen-
cias reguladoras en varios paises (como el Instituto Colombiano Agropecuario
[ica] en Colombia, con la Resolucion 00022991 de 2022) consideran los cultivos

generados con esta técnica como cultivos convencionales.

:Qué técnicas de mejoramiento de cultivos existen?

Alolargodelossiglos, el serhumano hatransformado las especies
silvestres de plantas en variedades agricolas con caracteristicas
utiles, como mayor rendimiento, mejor sabor y tamano del fruto,
mayor calidad nutricional o menor contenido de sustancias toxicas,
ademas de tolerancia a sequia o a diferentes enfermedades.
Este proceso se ha llevado a cabo mediante diferentes técnicas,

algunas de las cuales se muestran en la figura 12.
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SELECCION
Es reproducir
variedades que
posean atributos
genéticos superiores y
condiciones especificas
de mejoramiento.

Un ejemplo es la variedad
Andina de uchuva,
desarrollada por AGROSAVIA
(NUfiez Zarantes et al., 2016)

Un ejemplo es el hibrido OxG de
palma, desarrollado por AGROSAVIA
(Bastidas Pérez et al., 2020)

MUTAGENESIS
Esta técnica implica
cambios en el material
genético de una
planta, inducido por
radiaciones o agentes
quimicos.

CRUZAMIENTO
TRADICIONAL
Consiste en cruzar dos plantas
con caracteristicas deseadas
para obtener una nueva planta
que combine las caracteristicas

deseables de ambas. Un ejemplo es el uso de

sustancias quimicas y

rayos gamma para producir
diferentes variedades de

Un ejemplo es el algodén BT
sembrado en Colombia, que
contiene un gen de una bacteria
que le confiere accidn insecticida
(Hardee et al., 2000)

EDICION DE GENES
Consiste en modificar los
genes de una planta de
manera precisa con el fin
de eliminar o mejorar
una caracteristica.

ORGANISMO
GENETICAMENTE
MODIFICADO
Consiste en insertar ADN
fordneo de una especie en
cualquier sitio del genoma de
una planta, para conferirle una
caracterfstica deseada,

como resistencia a insectos. Un ejemplo es la papa
resistente a golpes, la cual
se desarrolld en el INTA.

arroz resistente a herbicidas

Figura 12. Técnicas de mejoramiento de plantas.
Fuente: Gina Alessandra Garzon-Martinez
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:Qué aplicaciones hay en la
alimentacion y agricultura?

Hay diversos productos a base de edicion de genes para la medicina y la
industria. En la alimentacidny la agricultura, las aplicaciones van desde la mejora
de la resistencia a plagas, enfermedades, sequia, salinidad y contaminacion
por metales pesados hasta la produccion de los cultivos vy la calidad de sus

productos alimenticios.

Se han desarrollado variedades mejoradas mediante edicién de genes no sujetas
a regulacion alrededor del mundo; es decir, consideradas convencionales por
parte delasagencias gubernamentales de varios paises (Buchholzeretal., 2022).
En estos casos, se ha demostrado que las variedades no tienen apN foraneo. En
lafigura 13, se presentan seis ejemplos de variedades convencionales obtenidas

a base de crispr en Norte América y dos ejemplos en Argentina y Colombia.



Maiz Waxy de facil
digestiéon y con mayor
rendimiento que el

Waxy tradicional
(Waltz, 2018)

Sovya tolerante
a sequia y salinidad
(Waltz, 2018)

Tomate resistente
a dos tipos de virus
(cGerRT, 2023)

Vegetales con buen sabor
y mas nutritivos que la
lechuga romana. Primer

producto alimenticio
CRISPR que entra al
mercado de Norte
América
(Pairwise,, 2023; cGerT, 2023)

-

Productos mejorados a base de CRISPR
considerados convencionales

Hongo resistente
a la oxidacién.
Primer producto editado
via CRISPR-Cas

no sujeto a regulacion
(Waltz, 2016)

Camelina con alto
contenido de aceite
Omega-3
(Waltz, 2018)

Papa resistente
a golpes (Argentina)
(gonzélez et al, 2020;
GGERT, 2023)

Arroz resistente
a tizén bacteriano
(Colombia)
(Agro-Bio, 2020)

Figura 13. Ejemplos de variedades convencionales obtenidas a base de cRrISPR.

Fotos: Franklin Barrios Ortiz

Fuente: AGRosAVIA
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:Qué proyectos CRISPR-Cas

desarrollan AGROSAvIA
y el INTA en papa?

AGROSAVIA ha venido desarrollando proyectos con dos especies de importancia
para Colombia: el arroz (Barrero et al., 2022) v la papa. Para esto, ha usado la
técnica de edicién de genes CRISPR-Cas, lo cual abre las puertas para mejorar
diversos rasgos en estos y otros cultivos. A continuacién, nos enfocaremos en

el caso de la papa.

Para la papa, AGROSAVIA, en colaboracidn con el INTA de Argentina y como parte
del programa cooperativo para el Fondo Regional de Tecnologia Agropecuaria
(Fontagro), esta llevando a cabo una investigacidn para reducir la formacién de

compuestos téxicos conocidos como acrilamida.

;Como se forma la acrilamida?

El almacenamiento de los tubérculos a bajas temperaturas es necesario para
reducir la pérdida de agua, el envejecimiento, el brotado y la actividad de los
patdgenos (Sdenz-Bafos et al. 2022). Sin embargo, este proceso afecta la
calidad, ya que la sacarosa, a temperaturas mas bajas de 10 °C, es convertida
por la invertasa vacuolar a glucosa y fructosa (azlcares reductores), que se
acumulan en los tubérculos. Este fendmeno se conoce como endulzamiento
inducido por frio y altera la calidad de las papas destinadas al procesamiento y

al consumo fresco (Datir, 2020).



Durante el fritado para la produccion de papas chips o en bastdn, los azlcares
reductores reaccionan con aminoacidos como la asparagina, que generan
pigmentos de color marrén oscuro y compuestos intermedios perjudiciales para

la salud, como la acrilamida (Orsak et al., 2022).

:.Como se puede reducir la acrilamida
por edicion de genes?

La se puede reducir apagando el gen
de la invertasa vacuolar (InvVac), que es la responsable de la acumulacién de
azUcares reductores, mediante el uso de CRISPR-Cas en variedades de interés
(figura 14).

En AGrosAvIA, se estan haciendo investigaciones respecto a apagar el gen InvVac
en dos variedades de papa de importancia para Colombia:

. La variedad se consume en fresco, ya que sus
altos niveles de azlcares reductores (0,25 mg/g de peso fresco) no la hacen
ideal para su uso en papa frita, pero si estos niveles se reducen, puede tener
potencial para el procesamiento. Por su parte, la es ideal para el
procesamiento de papas fritas y en bastén, aunque se ha reportado variacion
del contenido de azucares reductores (=0,1 mg/g de peso fresco), lo cual limita

su rendimiento (Moreno Mendoza, 2000).
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Figura 14. Papas chips cuyo proceso de produccién puede producir acrilamida.
Foto: Franklin Barrios Ortiz

Actualmente, AGRosAvIA trabaja en la generacidn del protocolo de edicidon del gen en estas
variedades, usando vector CRISPR-Cas y complejos RNP para obtener plantas libres de AbN
foraneo. Hasta el momento se ha logrado aislar protoplastos de las dos variedades y regenerar

plantas a partir de estos (figura 15).

Este proceso se realiza con de la variedad de papa seleccionada. Las
hojas se cortan en condiciones estériles y los protoplastos de hojas son aislados usando
diferentes quimicos. Los componentes para la edicion de la planta se introducen en los
protoplastos; en este caso, el vector o el complejo rnP. Después de varias semanas, las
células se multiplican en el medio adecuado y se obtienen callos. Luego, al medio de
crecimiento se le proporcionan los nutrientes y las hormonas para que a partir de los callos

se regeneren nuevas plantulas y se promueva el desarrollo de la raiz.
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Corte de hojas

Hojas que
se van a usar

Plantulas madre in vitro

Vector
CRISPR-Cas

Protoplastos 0 +

Introduccién
del vector o rRNP

Generacion
de callos

Induccién de
apices y raices

Plantulas K/
regeneradas

Figura 15. Proceso de aislamiento de protoplastos y regeneracién de plantas de papa en AGROSAVIA.
Fuente: Gina Alessandra Garzén-Martinez
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AGROSAVIA también esta trabajando en la obtencidon de plantas por medio de este
proceso, para luego verificar si en estas se logra apagar el gen InvVac; es decir,
editarlo. Para esto, se necesita y verificar plantas editadas
positivas, que se desarrollarian hasta la generacidn de tubérculos en invernadero
para realizar pruebas de fritura y medicidn de azucares reductores. Las plantas

editadas con el rasgo deseado podrian desarrollarse como nuevos cultivares.

;Sabias que AGrosAviA esta colaborando con el INTA
Balcarce de Argentina? El INTA logrd obtener una

papa Atlantic editada, con el gen InvVac apagado.

Para lograr lo anterior, el INTA inicialmente generd un

a partir de protoplastos de la variedad Atlantic y luego utilizé dos
vectores CRISPR-Cas con diferentes combinaciones de ARN guias, que fueron
introducidos en protoplastos. A partir de esto, se obtuvieron 70 lineas de
Atlantic para una de las combinaciones con un porcentaje de edicidn del 17 %
de las lineas analizadas. En una Unica linea de Atlantic, la 6A, fue posible apagar

completamente el gen InvVac.
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Se obtuvieron que fueron sometidos
a diferentes temperaturas y tiempos de almacenamiento; se utilizaron una

para evaluar el color de las papas chips luego del
almacenamiento en frio después del fritado. Ambos métodos mostraron que la
linea 6A editada presentd un buen comportamiento después del almacenamiento
en frio, en comparacion con el control sin editar. En cuanto a la carta de colores, la
linea 6A obtuvo un valor promedio de 8,5 (siendo 9 el mejor puntaje), y en el caso
del colorimetro, este no presentd diferencias para las papas almacenadas en frio

y las almacenadas a 20 °C.

Estos resultados se corroboraron con la :
en la cual la linea 6A no aumentd significativamente el contenido de estos luego
del almacenamiento en frio (4 °C), mientras que el control acumuld mas azUcares
reductores en relacidon con su color oscuro. Lo anterior indica que la linea 6A
ha sido editada para el rasgo de interés; es decir, la reduccidn de azucares

reductores que son precursores de la acrilamida (figura 16).
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4 N
Chips sin almacenar Chips almacenados Chips almacenados
(20°C) 15 dias a 4°C 2 meses a 4°C

°

-+

c

o

% El control al tener malos
= valores a los 15 dfas, no se
o evalud a los dos meses.
<

0,26 mg azUcares 3,37 mg azUcares
reductores/g peso fresco reductores/g peso fresco

Atlantic Control

0,15 mg azucares 0,18 mg azlcares

0,05 mg azucares
reductores/g peso fresco reductores/g peso fresco reductores/g peso fresco
%

.

Nota: La linea editada (Atlantic 6A), luego del almacenamiento en frio y sin coloracién oscura, es indicativa de reduccién de
acrilamida; en comparacion, la linea sin editar (Atlantic Control), desarrolla color oscuro, indicativo de acumulacion de acrilamida.

Figura 16. Comparacion de coloracidn y acumulacidn de aztcares reductores en chips de lineas editada y sin editar.
Fuente: Gabriela Massa
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Otro rasgo que ha mejorado el INTA en |a papa es la
; esto quiere decir que si las papas se golpean no generan los

tipicos moretones subsuperficiales que alteran su calidad.

La durante la cosecha o el transporte activa una enzima
denominada polifenol-oxidasa (PPO), la cual oxida un componente del tubérculo;
esto se traduce en moretones subsuperficiales que disminuyen el valor nutritivo
y econdmico de la produccidn. Las plantas tienen muchas PPO. El INTa identific
el gen que funciona principalmente en el tubérculo de la papa y mediante edicién
génica (CRISPR-Cas) fue inactivado.

Elresultado de este trabajo puede verse en lafigura 17, que muestra papas sin editar
a la izquierda y papas mejoradas por edicion a la derecha; ambas papas recibieron
golpes de hasta 100 veces la fuerza de gravedad (g) durante cinco minutos. La piel

de la papa que se muestra a la derecha indica que los moretones no se producen.

4 N

\_ /

Nota: A la izquierda se ve el control sin editar y a la derecha, la papa mejorada, editada con CRISPR.

Figura 17. Papas editadas para mejorar su resistencia a los golpes.
Foto: Sergio Feingold

44

Edicién de genes en plantas: definiciones y aplicaciones en el cultivo de la papa en AGRosAviA y el INTA



Conclusiones y perspectivas

La tecnologia CRISPR-Cas se utiliza en diversos paises para mejorar los cultivos
de plantas y para muchas otras aplicaciones en agricultura, medicina e industria.
Varios paises a nivel mundial, incluyendo Colombia y Argentina, consideran
que las variedades editadas son convencionales cuando se demuestra que no

contienen AbN fordneo (ver anexo).

Los estudios de caso en papa ilustrados en Colombia y Argentina son un ejemplo
de las diversas aplicaciones de la tecnologia para contribuir al desarrollo de
la agricultura. CRISPR-Cas es una tecnologia innovadora, precisa y de corto

tiempo, que se puede usar sola o combinada con otros métodos de mejoramiento.

;Revolucionara la agricultura? Es una pregunta que nos hacemos todos. El desa-
rrollo de variedades mejoradas usando CRISPR—Cas, que aporten a la sostenibilidad
ambiental, seguridad alimentaria y nutricional, beneficiara a los agricultores y con-
sumidores a nivel mundial. Mediante esta tecnologia, es posible reducir la inversion
econdmica por parte de los pequefios agricultores en plaguicidas y fertilizantes, lo
cual disminuye los costos de produccion vy los efectos adversos al medio ambiente,
y aseguralainocuidad delos alimentos al consumidor. Ademas, su potencial para
el desarrollo de cultivos con mayores rendimientos, que se adapten a eventos
extremos a causa del cambio climatico, puede ayudar a reducir la expansion
agricolay, por ende, la conservacion de la biodiversidad y el retorno econémico

a los pequenos agricultores.



Anexo. Estado regulatorio de paises
del mundo en relacidon con cultivos

editados genéticamente

Australia Sin restricciones
Canada Sin restricciones
Chile Sin restricciones
Costa Rica Sin restricciones

Estados Unidos

Sin restricciones

Filipinas Sin restricciones
Israel Sin restricciones
Japén Sin restricciones

Argentina Aprovado caso por caso
Bangladés Aprovado caso por caso
Brasil Aprovado caso por caso
China Aprovado caso por caso

Colombia Aprovado caso por caso

Ecuador Aprovado caso por caso
Gana Aprovado caso por caso

Honduras Aprovado caso por caso
India Aprovado caso por caso
Indonesia Aprovado caso por caso
Kenia Aprovado caso por caso

Malaui Aprovado caso por caso
Nigeria Aprovado caso por caso

Pakistan Aprovado caso por caso

Paraguay Aprovado caso por caso

Uruguay Aprovado caso por caso

Corea del Sur

En debate, posible aprobacion
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Cuba En debate, posible aprobacion

El Salvador En debate, posible aprobacion
Guatamala En debate, posible aprobacion
Noruega En debate, posible aprobacion
Reino Unido En debate, posible aprobacién
Sudafrica En debate, posible aprobacion
Suiza En debate, posible aprobacién

Unién Europea

En debate, posible aprobacion

Bolivia

Prohibido o restringido

Mexico

Prohibido o restringido

Nueva Zelanda

Prohibido o restringido

Pertd

Prohibido o restringido

Rusia

Futuro regulatorio incierto

Fuente: Buchholzer y Frommer (2022) y GGerT (2024)
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Sin lugar a dudas, no debemos desconocer el gran niimero de
alcances y el uso creciente de la tecnologia; por el contrario,
la debemos aprovechar para mejorar la calidad, la inocuidad,
la tolerancia a estreses bidticos y abidticos, y otros rasgos de

interés para la agricultura moderna.

Dada su relativamente reciente incursion en el mundo, aun
hay desafios de percepcion, diseminacion a la sociedad y
propiedad intelectual que deben ser abordados, con el fin de
asegurar el buen uso e impacto de la tecnologia en escenarios

de inocuidad, seguridad alimentaria y cambio climatico.
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La presente cartilla explica de manera sencilla la edicién de genes en plantas para
la alimentacion y la agricultura, con énfasis en la tecnologia CRISPR-Cas, el método
mas utilizado actualmente. Se describen los conceptos generales, los componentes
necesarios y el proceso, desde la regeneracion de plantas hasta la introduccion de
los elementos de edicion en las plantas. También aborda las ventajas de la edicion
de genes frente a otros métodos de mejoramiento, como su precisién para generar
cultivos con mejores caracteristicas. Ademas, se presentan ejemplos de aplicaciones
en cultivos del continente americano, resaltando su impacto en la mejora de la
calidad nutricional de la papa en Colombia y Argentina. En este contexto, se destaca
el proyecto desarrollado por AGRosAVIA y el INTA, financiado por Fontagro, el cual lidera
iniciativas en edicién génica de papa con fines de mejorar su calidad nutricional e
industrial. Esta guia busca acercar |a ciencia a diferentes audiencias y mostrar cémo la
edicién de genes esta revolucionando la agricultura moderna con vision de desarrollo
de cultivos mas productivos y adaptados a los desafios y las oportunidades actuales
de producciény calidad de alimentos, para optimizar la agricultura en América Latina,
con beneficios para productores y consumidores.
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