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Resumen y conclusiones

Las técnicas de ingenieria genética (modificacion genética) han evolucionado rapidamente en los tltimos
5-10 afios, y junto con ellas la cada vez mayor capacidad de realizar cambios mas profundos y complejos
en la composicidn genética y las rutas metabdlicas de los organismos vivos. Esto ha originado la
emergencia de dos nuevos campos de la ingenieria genética que se solapan entre si: la biologia sintética y
las llamadas Nuevas Técnicas de Mejora o Nuevas Técnicas Biotecnoldgicas (NBTs).

En lo que respecta a las NBTSs, resulta preocupante constatar que buena parte de las iniciativas parecen
tener como objetivo principal el evitar tener que pasar el proceso regulatorio obligatorio para los OMG,
eligiendo nombres que hacen dificil que el publico vea que se esta utilizando ingenieria genética
(modificacion genética). Paralelamente se dirigen los esfuerzos a debilitar el principio de precaucidn, que
sirve para protegernos contra la adopcidn de tecnologias que puedan dar lugar a impactos negativos
sobre la salud humana o ambiental en el futuro.

En la actualidad existe una lista de siete "nuevas" técnicas de ingenieria genética que han sido
presentadas a la Comisidn Europea, que en la actualidad esta decidiendo si los productos de estas
técnicas, al ser aplicados en plantas, deben ser cubiertos por la legislacion europea sobre OMG. Entre las
afirmaciones realizadas por la industria estdn la de que no son OMG segun la definicidn legal actual de
OMG, que se han obtenido mediante técnicas exentas de esta legislacion o que el producto final, aunque
haya sido obtenido utilizando ingenieria genética en algin momento de su desarrollo, no contiene
material modificado genéticamente y por tanto ya no es un OMG. La CE, asi como muchos abogados de la
industria y la sociedad civil, estd trabajando en estos momentos en una interpretacién legal. Es
importante ser consciente - tanto en términos de interpretacion legal como de riesgos - de que algunas de
estas técnicas pueden combinarse también entre si, o que la misma técnica puede utilizarse varias veces
en el mismo organismo para conseguir el efecto deseado.

Este documento examina estas siete técnicas desde un punto de vista cientifico, no legal, y busca ayudar a
los lectores a comprender mejor las técnicas y los riesgos inherentes asociados con ellas. Al examinar los



probables efectos imprevistos se ha hecho evidente que todas estas técnicas, supuestamente muy
precisas, tienen en realidad efectos en sitios no diana cuyas consecuencias son impredecibles. De hecho,
la llamada precisidon es en realidad un concepto muy impreciso, que no puede equipararse con la
predictibilidad.

En conclusidn, cada una de estas siete nuevas técnicas de ingenieria genética conocidas como NBTSs tiene
sus propios riesgos e incertidumbres. Mientras que muchas siguen siendo las mismas que con las técnicas
de ingenieria genética previas, existen algunas preocupaciones adicionales graves, como los posibles
impactos para el medio ambiente y la salud de la metilacion de ADN dependiente de ARN (RADM). De
igual modo, la utilizacidn de técnicas de edicién génica (como las ZFN y la ODM, asi como CRISPR y
TALENSs) afiade un nuevo grado de incertidumbre. Este documento concluye que existen razones
cientificas para clasificar todas estas técnicas como modificacién genética, asi como para regular su uso
con el mismo rigor que las técnicas de modificacion genética anteriores.

Las siete técnicas a analizar son:

Tecnologia de Nucleasas de Dedos de Zinc (ZFN-1/2/3)

Mutagénesis Dirigida por Oligonucleétidos (ODM)

Cisgénesis/Intragénesis

Metilacién de ADN dependiente de ARN (RADM);

Injerto (sobre un patrén modificado genéticamente);

Mejora Inversa (RB);

Agro-infiltracion (tanto Agro-infiltracidn "sensu stricto" como Agro-inoculacion)

El grupo de trabajo de la CE considerd una octava técnica: Gendmica sintética. Sin embargo, esta es
considerada en general como un campo dentro de la biologia sintética. Ademas, no se conoce ningun

programa de mejora vegetal que la esté utilizando en la actualidad, aunque se esta investigando su
aplicacion, por ejemplo, en microorganismos.

1) Nucleasas de Dedos de Zinc (ZFN) de tipo -1, -2 y -3 (Técnicas de edicidn génica)

Las técnicas que utilizan ZFN son técnicas de ingenieria genética que buscan realizar cambios deliberados
en la composicion genética y rasgos de un organismo. También se conocen como técnicas de edicién
génica. En la actualidad existen otras técnicas de edicion génica que estan adquiriendo relevancia, pero en
la lista de la UE sélo se mencionan las ZFN.

El objetivo es ser capaces de modificar la secuencia de ADN para eliminar, sustituir o insertar secuencias
de ADN en lugares predeterminados del genoma. En este aspecto, sus objetivos no son diferentes de los
de cualquier otra técnica de ingenieria genética. En el caso de las técnicas "de edicidn", esto puede
significar la realizacion de pequefios cambios, de 1 a 10 nucledtidos2(ZFN-1y 2) o grandes inserciones de
genes completos, incluyendo transgenes (ZFN-3)

Para esto es necesario "cortar" en primer lugar la molécula de ADN en un sitio especifico. Las ZFN son
proteinas disefiadas especificamente y utilizadas con este propésito. El componente de "dedo de zinc"
(ZF) puede reconocer una pequefia secuencia especifica de ADN (de 9 a 12 bases), donde el componente
nucleasa (N)3 realizard el corte. Hacen falta dos ZFNs - que se colocan diagonalmente en torno a la doble



cadena de ADN - para cortar las dos hebras. Este corte del ADN pondra en marcha uno de los dos
mecanismos de reparacion del ADN, para asi volver a unir los dos extremos, con distintos posibles
resultados.

Existen tres categorias de ZFNs:

ZFN-1: pequeiios cambios aleatorios en un sitio especifico del ADN, ya sean pequeias deleciones,
sustituciones o inserciones de nucleétidos. En este caso, la célula "reparara" la rotura de forma aleatoria,
utilizando un mecanismo de reparacion llamado "NHEJ" (unién de extremos no homalogos).

ZFN-2: pequeiios cambios en un sitio especifico del ADN, como "mutaciones puntuales" (cambio de un
nucledtido). En este caso la reparacion seguira las instrucciones de un "molde" de ADN que se afiade (una
secuencia de ADN con la misma secuencia que el sitio diana excepto por una o dos pequenas alteraciones
0 una insercion corta). En este caso el mecanismo de reparacion utilizado se denomina "HR"
(recombinacién homéloga)

ZFN-3: grandes inserciones de genes o secuencias reguladoras en un sitio especifico. En el proceso de
ingenieria genética se afadira un molde de ADN, al igual que en ZFN-2, pero el molde contendrd ademas
una secuencia larga de ADN (por ejemplo uno o mas genes) para su integracion.

1 http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/legislation/plant_breeding/index_en.htm

2Los nucledtidosson los bloques con los que se construye el ADN y el ARN, el material genético al que
también se denominadcidos nucleicos. Los nucledtidos que forman el ADN se denominan A, C, Gy T
(Adenina, Citosina, Guanina y Timina); y los del ARN se denominan A, C, G y U (Adenina, Citosina, Guanina
y Uracilo). La secuencia de estas "letras" es la que determina qué proteina se produce o qué instruccion es
la que se da.

3Nucleasa: enzima capaz de cortar el ADN.

El gen que da lugar a las ZFNs disefiadas especificamente se introducird en la planta, generalmente
mediante ingenieria genética (utilizando técnicas de transformacién estandar), por lo que en esta etapa el
organismo seria un OMG. Una vez que las proteinas ZFN se han expresado y han hecho su trabajo, se
seleccionardn las lineas vegetales que no contengan el transgén para la sintesis de ZFN. De forma
alternativa, en un intento declarado de evitar ser designados como OMG, se han desarrollado sistemas de
expresion en virus vegetales, en los que se pretende que el gen ZFN permanezca dentro del sistema de
expresion viral. La idea es que el transgén ZFN no se integre en el ADN de la planta - y por tanto no se
transmita a las generaciones futuras.

Aplicaciones Comerciales de las ZFN-1, 2: La eliminacién, cambio o insercion de un solo nucleétido
(mutacién puntual) puede bastar para modificar rasgos de la planta, como: tolerancia a herbicidas,
esterilidad masculina o femenina, color de la flor, maduracion retrasada del fruto.

Cambios imprevistos y riesgos:
Efectos fuera del sitio diana: La tecnologia ZFN es conocida por su unién no especifica a ADN no-diana,

gue provoca un nivel significativo de mutaciones fuera del sitio diana en el genoma. Estas mutaciones
pueden a) suponer cambios en la funcion de algunas proteinas, si se dan en secuencias codificantes, o b)



si se dan en secuencias reguladoras, alterar la expresion génica, pudiendo producir el aumento de la
presencia de toxinas vegetales, la ausencia de proteinas importantes para la nutricidn, alteraciones en los
sistemas de defensa vegetal o en los de resistencia a enfermedades, etc.

El ADN molde (en el caso de las ZFN-2 y 3) podria integrarse en lugares aleatorios del genoma, como
hacen las inserciones transgénicas, ya sea de forma completa o parcial, alterando genes y secuencias
reguladoras o, potencialmente, alterando proteinas. Esto podria conducir a una disminucién del
rendimiento, mayor susceptibilidad ante las plagas, acumulacion de toxinas y residuos, aumento de la
alergenicidad, etc.

Procesos de transformacion y transfeccién4, asi como el cultivo celular5 que se utilizan para la produccién
de plantas modificadas genéticamente mediante ZFN. Se sabe que estos procesos provocan mutaciones
adicionales (con riesgos como los descritos anteriormente).6

Conclusion: Las tres técnicas de ZFN son técnicas de ingenieria genética, cuyo objetivo es la realizaciéon de
cambios deliberados a la composicion genética y rasgos de un organismo. Las tres son propensas a
ocasionar mutaciones en sitios no-diana debido a la actividad ZFN y al proceso de ingenieria genética (que
por si solo ocasiona cientos de mutaciones con los consiguientes efectos imprevistos). Ademas, en la
actualidad no se comprenden completamente los mecanismos de reparacién de la planta, lo que genera
incertidumbres adicionales. Debido a este proceso, las modificaciones y los riesgos, los organismos
obtenidos mediante ZFNs son OMG y requieren un analisis de riesgos completo.

Otras técnicas de edicién génica:
Existen otra serie de técnicas de edicidn génica, como TALENS, las meganucleasas o CRISPR/Cas.7

Aunque los detalles varian, todas consisten en nucleasas dirigidas a secuencias especificas de ADN, donde
cortan la hebra de ADN y provocan/ponen en marcha un sistema natural de reparacién dentro de la
célula, como los descritos anteriormente.

4 La transformacidn de las células vegetales es el proceso mediante el que se introduce el ADN externo en
la célula y este se incorpora en el ADN de la planta. El término transfeccion de plantas es mas comun
cuando se utilizan virus en el proceso o cuando no se pretende que el ADN externo se integre.

5 El cultivo celular es la utilizaciéon de medios de crecimiento para el cultivo de células vegetales fuera de
la planta. Mediante la utilizacién de nutrientes, compuestos especiales, enzimas y varias hormonas de
crecimiento, las células pueden 1) alcanzar el estadio correcto para su transformacion (insercién de la
nueva secuencia génica) y 2) ser inducidas a formar de nuevo una planta completa. Se sabe que el cultivo
celular - especialmente el tipo utilizado para la transformacién de plantas - provoca mutaciones en todo el
genoma.

6 Ver Wilson et al. (2006), en las referencias al final de este documento.

7 TALENSs (nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcién), MN (meganucleasas) y CRISPR/CAS
(repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) - ver también Agapito-

Tenfen (2015)en las referencias al final de este documento.
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Las mismas consideraciones que llevan a clasificar las técnicas de ZFN como productoras de OMG son a su
vez aplicables a estas técnicas de edicidn génica. Es decir, buscan cambios deliberados de la composiciéon
génica y rasgos de un organismo; son técnicas de laboratorio y son propensas a la aparicién de efectos en
sitios no-diana, asi como efectos imprevistos del proceso de ingenieria genética.

2) Mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (ODM);

El objetivo es crear cambios pequefios y predefinidos en sitios muy especificos de los genes, ya sea para
cambiar la funcién del producto génico o para parar su produccién. Para llevar a cabo la ODM se sintetiza
un oligonucleétido,8 una secuencia corta de un acido nucleico de cadena simple, compuesto por un
pequefio nimero de nucledtidos.

Se disefia para ser practicamente idéntico a la secuencia de ADN del gen diana, excepto por 1-4
nucleédtidos. Esto crea una no-coincidencia en la secuencia, cuando el oligonucleétido se une al gen diana,
lo cual induce un cambio del ADN (mutacidn) en un sitio especifico una vez que se pone en marcha el
propio mecanismo de reparacion de ADN de la célula, provocando que se conserve la secuencia del
oligonucledtido en lugar de la secuencia original.

Cambios imprevistos y riesgos:

Efectos en sitios no-diana: el oligonucleétido puede unirse a otros sitios del ADN con los que tenga una
coincidencia suficiente, donde es probable que produzca mutaciones imprevistas. Esto puede ocasionar a
su vez cambios o pérdida de funcién de las proteinas, o cambios en la expresion génica, lo que conduce a
problemas como el aumento de la presencia de toxinas vegetales.

El oligonucledtido puede integrarse también en el ADN vegetal, de forma similar a las inserciones
transgénicas, alterando genes y secuencias reguladoras o, potencialmente, dando lugar a proteinas
alteradas.

Se sabe que la utilizacién del cultivo de tejidos y de métodos de transformacion o transfeccion similares a
los de la transgénesis9 provocan mutaciones no intencionadas en todo el genoma.

En organismos modificados genéticamente mediante ODM se han observado mutaciones cerca del sitio
diana.

Dependiendo del oligonucleétido utilizado, existe el riesgo de que los oligonucledtidos interfieran con la
regulacidn o expresidon génica de la célula, mediante la activacidon de mecanismos de ARNi10 que pueden
conducir al silenciamiento de genes. Esto puede dar lugar a cambios heredables, que se mantengan
durante varias generaciones, y que dependen de varios factores que alin no se comprenden por
completo. Esto podria ser mds probable en oligonucledtidos que contengan

nucleétidos de ARN.

Conclusion: La ODM es una técnica de ingenieria genética que puede dar lugar a los mismos o similares
impactos negativos directos e indirectos que los OMG actuales, tanto a través de los rasgos previstos (por
ejemplo tolerancia a herbicidas, como la que consiguié CIBUS en su colza tolerante a herbicidas basados
en sulfonilurea)11, de los procesos o0 métodos utilizados y de la posible integracion de los
oligonucledtidos. Es necesaria, por tanto, una evaluacion completa de riesgos.

8Los nucledtidosson los bloques que forman el ADN y ARN, el material genético al que también se
denomina acidos nucleicos.Los nucleétidos de ADN se designan por las letras A, C, Gy T (Adenina,
Citosina, Guanina, Timina); los de ARN por A, C, G y U (Adenina, Citosina, Guanina, Uracilo).



Un oligonucledtido es una secuencia de material genético (acido nucleico) normalmente de entre 20y
200 nucleétidos de largo;pueden estar formados por ADN, ARN o nucledtidos andlogos, asi como por
cualquier combinacion de estos. Suelen ser de cadena simple, aunque no siempre.

9 ver notas al pie5y 6

Ruta del ARNi. La ruta del ARN de interferencia (ARNi) es un proceso interno de la célula mediante el que
moléculas de ARN de varias formas pueden, a través de un nimero de pasos, conducir al silenciamiento
de genes.

CIBUS esta utilizando la ODM bajo el nombre de Sistema Rapido de Desarrollo de Rasgos (RTDS™)

3) Cisgénesis e intragénesis

La cisgénesis y la intragénesis son basicamente lo mismo que la transgénesis, pero en lugar de obtener la
secuencia de ADN de una especie totalmente diferente o de inventar una secuencia nueva de ADN
sintético, la secuencia de ADN insertada se obtiene de la misma especie o de una especie emparentada,
con las que la planta deberia, al menos en teoria, ser capaz de cruzarse. En la "Cisgénesis", el ADN
insertado tendra la secuencia exacta de un gen hallado en un organismo donante emparentado.12 En la
"Intragénesis"”, la secuencia del gen insertado es un constructo, compuesto de secuencias y elementos de
distintos genes de una o mds especies emparentadas (ver nota al pie para mas detalles)13

Cambios imprevistos y riesgos:

El que la secuencia de ADN venga o no de especies emparentadas resulta irrelevante, dado que el proceso
de ingenieria genética es el mismo, con los mismos riesgos e incertidumbres que la transgénesis. Se
daran:

-integraciones aleatorias del ADN transferido, capaz de alterar otro gen o interferir con la regulacién de
genes vecinos (efectos de posicion).

-mutaciones en el sitio de insercidn y a lo largo de todo el genoma como consecuencia del proceso de
transformacién, incluyendo los efectos del cultivo celularl4. Esto puede suponer deleciones,
reordenaciones y multiplicaciones de secuencias de ADN.

-posible silencialmiento génico del gen introducido o de los propios genes de la planta si las secuencias
promotoras presentan una alta similaridad (homologia).

En relacidn a la cisgénesis: el hecho de que el gen insertado venga de una especie emparentada no es
garantia de que no vaya a haber efectos imprevistos o impredecibles, dado que este gen en concreto y su
producto no han estado presentes en este contexto genético o en esta posicién. Por tanto, podria
expresarse de forma diferente a como se expresaba en la planta de la que se ha obtenido, y/o interactuar
(por ejemplo interfiriendo) con rutas metabdlicas o de regulacion génica mas amplias. Esto puede dar
lugar a alteraciones en el comportamiento y rendimiento, mayor susceptibilidad a enfermedades, mayor
capacidad de reproducirse o de resultar invasiva, alteracién de la composicion de moléculas de
sefializacién15, nutrientes, toxinas o alérgenos.

En relacidn a la intragénesis: las secuencias de ADN combinadas en un gen de este tipo no habran existido
nunca en este contexto de regulaciéon. Su comportamiento e interacciones no pueden predecirse
simplemente por conocer la secuencia de ADN o por saber que estas secuencias se han obtenido de
organismos emparentados. Sélo un analisis exhaustivo y estricto de los efectos e impactos reales puede
ofrecer respuestas adecuadas.



Conclusion: en relacién a los riesgos y a los posibles efectos negativos, estas técnicas no se distinguen en
mucho de la transgénesis, por lo que se requiere una caracterizacion molecular completa y un analisis de
riesgos exhaustivo, incluyendo ensayos de alimentacién.

4) Metilacion de ADN dependiente de ARN (RdDM);

Un objetivo es el de obtener un rasgo nuevo para una serie de generaciones de semillas sin modificar las
secuencias de ADN (es decir, la secuencia de nucleétidos) en el organismo, con la esperanza de evitar ser
clasificado como OMG. Para esto se puede utilizar un proceso de RdDM 16

El ADN insertado no se obtiene directamente del organismo donante, sino que se sintetiza in vitro o se
amplifica en la bacteria E. coli.

por ejemplo el promotor, la secuencia codificante y la secuencia terminal pueden obtenerse de diferentes
genes y especies.

Cultivo celular: ver nota al pie 5

Las moléculas de sefializacidontransmiten informacion entre las células y los tejidos en organismo
multicelulares.Pueden ser moléculas simples o proteinas complejas, como las hormonas del crecimiento.
Otra categoria son los llamados semioquimicos, que transportan mensajes entre distintos individuos de la
misma especie o de especies diferentes.

La RdDM es una forma de interferencia por ARN (ARNi).
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dentro de la célula para silenciar un gen especifico, de forma que este no dé lugar a ningln producto
génico. Esto, a su vez, puede dar lugar a rasgos de interés, como un retraso en la maduracion del fruto,
flores de un color diferente, aumento del contenido de una determinada sustancia o de un nutriente
especifico, esterilidad masculina...

La metilacién de ADN dirigida por ARN (RADM) es un proceso en el que las moléculas de ARN hacen que la
célula afiada grupos metilo (grupos -CH3)17 a ciertos nucleétidos en determinada secuencia de ADN para
asi silenciar un gen (para mas informacion ver la nota al pie).18

La metilacién de la regién promotora de un gen hace que se detenga la expresion de este. Aunque este
silenciamiento no es una alteracidon permanente, se hereda durante varias generaciones. Se cree que en
plantas llega un momento en el que se pierde, pero esto no ocurre en todos los organismos, por ejemplo
en el nematodo C. elegans. En cualquier caso, no se sabe ni se comprende qué es lo que desencadena
esta reversion de la metilacién.

Cémo funciona:

Un ARN de doble cadena cuya secuencia coincida con una secuencia de ADN iniciard la metilacién de esta,
silenciando por tanto el gen asociado. Hay distintas formas de introducir secuencias especificas de ARN de
doble cadena en una célula, por ejemplo:

modificar genéticamente la planta, introduciendo un gen que dé lugar a un ARN de este tipo (con una
secuencia "invertida") - para un silenciamiento génico permanente o temporal.

Si lo que se quiere es un silenciamiento génico temporal, por ejemplo durante unas cuantas generaciones,
puede eliminarse (de-seleccionarse) el gen insertado mediante cruzamientos durante el proceso de
mejora.



Infectando las plantas con virus vegetales modificados genéticamente (que contengan la secuencia
promotora diana), lo que conduce a la metilacion y silenciamiento del gen diana. ("Silenciamiento Génico
Inducido por Virus" (VIGS) - RdDM)

Pulverizacidon de la planta con ARNdc (ARN de doble cadena).

Cambios imprevistos y riesgos:

Efectos en sitios no diana: silenciamiento de otros genes, que puede conducir a rasgos alterados, con
posibles impactos negativos como la produccién y acumulacién de toxinas y alérgenos, disminucién del
contenido nutricional, susceptibilidad a enfermedades.

El silenciamiento del gen diana puede no sélo detener la sintesis del producto génico (una proteina), sino
que dependiendo de la posible funcion de esta proteina en otras rutas metabdlicas se pueden producir
otros efectos imprevistos (conocidos generalmente como efectos pleiotrdpicos). Las consecuencias
podrian afectar a cualquier elemento relacionado con estas rutas metabdlicas, por ejemplo factores de
crecimiento, mecanismos de defensa y sefializacion, acumulacién de compuestos, etc.

Especifico del ARNdc: Dependiendo de la metodologia utilizada, la presencia de moléculas de ARNdc en la
cadena alimentaria y el medio ambiente podria provocar efectos adversos sobre otros organismos
expuestos mediante la ingestion o el contacto, por ejemplo en el caso de las pulverizaciones. Pueden
transmitirse a través de la cadena tréfica, y podrian amplificarse y conducir a la inactivacién de genes
vitales, lo que podria tener importantes consecuencias ecolégicas y sanitarias. Este es el resultado
previsto, por ejemplo, de los ARNdc insecticidas producidos por plantas modificadas genéticamente. Esto
supone una dimension de riesgo nueva y muy grave en comparacion con los OMG producidos hasta la
fecha.

Conclusion: La cuestion primordial no es si el producto final (la planta) contiene o no secuencias de ADN
insertadas mediante ingenieria genética, sino mas bien que la RADM es una tecnologia muy nueva y poco
estudiada, con posibles impactos perjudiciales graves tanto para los consumidores como para el medio
ambiente. Es una tecnologia de ingenieria genética que, dados los riesgos, requiere una regulacion y
evaluacidn de riesgos exhaustiva.

Un grupo metilo (-CH3) esta formado por un carbono unido a tres &tomos de hidrégeno.
En el caso de organismos superiores, como plantas y animales, sélo puede metilarse uno de los cuatro
nucleétidos del ADN, la citosina. En bacterias también puede metilarse la adenosina.

Riesgos inherentes y necesidad de regulacion: Nuevas Técnicas de Mejora (NBTs) 6
5) Injerto: de pla o yema no modificada genéticamentel9en patrén modificado genéticamente (y vice
versa)

El injerto (por ejemplo en arboles frutales, vifias, tomates)20 es una forma de combinar el vigor u otros
rasgos de interés de dos organismos en uno, sin tener que cruzarlos, por ejemplo un patrén con
resistencia a una enfermedad y una pla o yema con un determinado sabor del fruto. Aunque en
combinacion son una quimera (un organismo compuesto por células genéticamente distintas), el injertoy
el patrén en si mismos mantienen sus identidades genéticas propias en lo que se refiere a la secuencia
basica de su ADN.



El objetivo de utilizar un patrén modificado genéticamente es obtener injertos que puedan beneficiarse
de las caracteristicas conferidas por la ingenieria genética sin ser definidas como OMG o compartir el ADN
modificado genéticamente aunque, en su conjunto, las plantas sean OMG.

Por tanto, estrictamente, el tejido del injerto no habria sido modificado genéticamente, mientras que el
patron si. Aun asi, muchas de las moléculas producidas por el patrén modificado genéticamente, ya
fueran proteinas, ciertos tipos de ARN (por ejemplo ARN de doble cadena), hormonas o moléculas de
sefializacién o defensa podrian difundirse por la planta quimérica en su conjunto.21

Cambios imprevistos y riesgos:

Impactos del patrén modificado genéticamente sobre el medio: se sabe que los procesos de ingenieria
genética, como la transformacién y el cultivo celular asociado (ver nota al pie 1) inducen mutaciones por
todo el genoma, asi como en el sitio de insercién. Estos pueden conducir a la aparicién de rasgos
imprevistos o a la alteracién de rasgos existentes, con posibles impactos negativos para el suelo y el
medio ambiente. Los efectos posicionales de los genes introducidos (por ejemplo: que afecten a la
expresion de genes vecinos) pueden a su vez provocar impactos negativos.

Los compuestos y metabolitos producidos por el patron modificado genéticamente estaran presentes en
el injerto y sus productos (por ejemplo en el fruto) y podrian alterar la composicién del fruto/producto, lo
gue a su vez podria alterar su composicién nutricional, su alergenicidad o produccién de toxinas.

Si se utilizan técnicas basadas en ARNi (ARN de interferencia) en el patrén modificado genéticamente, el
silenciamiento génico activo en el ADN del patrén podria transferirse al ADN del injerto mediante el
movimiento de pequefias moléculas de ADN de uno a otro. Esto podria silenciar genes del injerto y alterar
Sus rasgos, y vice versa.

Conclusion: Obtener la planta quimérica modificada genéticamente, por definicidn, requiere ingenieria
genética, y los riesgos asociados se deben a la ingenieria genética (la secuencia insertada, su localizacién y
los procesos de transformacion). El hecho de que el injerto no contenga ADN modificado genéticamente
no reduce necesariamente los riesgos para el medio, los ecosistemas y/o la salud humana y animal. Dado
que las moléculas/compuestos pueden viajar entre el patrén y el injerto, afectando al comportamiento y
la composicion molecular de este ultimo, tanto la planta en su conjunto como el injerto y sus productos
deberian definirse como OMG y ser sometidos a una evaluacion y regulacidn completas. Esto resulta
especialmente importante dado que la comprensién de los procesos e interaccidn entre patron e injerto
resulta ain muy pobre.

Injerto: Parte joven de una planta (brote, rama o yema) que se corta para ser injertada. NdelT: en
castellano, a veces se denomina "injerto" Unicamente a la rama, yema, etc injertados, y a veces al
conjunto de la planta (patrdn + pua/yema).

El injerto es una técnica habitualmente utilizada en plantas lefiosas desde hace mas de 2000 afios, que se
utiliza habitualmente en arboles frutales, rosalesy vifias. El injerto de vegetales es mas reciente y se utiliza
fundamentalmente en tomates y sandia, pero también en pepino y berenjena.

el transporte se produce a través del floema, un tipo de tejido vascular que transporta agua, alimento y
nutrientes hacia arriba y hacia abajo (en ambas direcciones) a las partes de la planta en crecimiento.



EcoNexus Diciembre 2015 7

6) Mejora inversa (RB)

La RB es una tecnologia de ingenieria genética que permite reconstituir lineas parentales uniformes y
puras (homocigéticas) a partir de un hibrido existente cuyas lineas parentales ya no estan disponibles o
no existen. El principal obstaculo para conseguir esto es que, cada vez que se producen gametos (células
reproductoras) los cromosomas previamente adquiridos de las lineas parentales intercambian
informacidn, durante la fase de recombinacién genética22, mezclando por tanto su ADN. Para evitar esto,
la semilla hibrida seleccionada se modifica genéticamente para evitar la recombinacién genética
(mediante ARNi). Con ayuda del cultivo celular, los gametos individuales resultantes se utilizan para
reconstituir plantas con dos juegos de los mismos cromosomas (denominadas "dobles haploides"). En una
etapa mas tardia se deselecciona el transgén y se seleccionan lineas parentales que, combinadas, daran
lugar al hibrido previsto.

Cambios imprevistos y riesgos:

Dado que se utilizan los mismos procesos de ingenieria genética, tanto para insertar como para
reconstituir plantas mediante el cultivo celular, existe el mismo potencial para la aparicion de resultados
imprevistos que con otros métodos. Por lo general, habra mutaciones en el sitio de insercién y por todo el
genoma (por ejemplo deleciones, reordenaciones, multiplicaciones) a raiz de los procesos de
transformacién, incluyendo el cultivo celular, con consecuencias impredecibles que podrian provocar
alteraciones en el rendimiento y susceptibilidad a enfermedades, acumulacion de toxinas, aumento de la
produccién de alérgenos, cambios en la composicién nutricional, etc. La gran mayoria de estas
mutaciones seguirian presentes en las lineas parentales reconstituidas, aunque el transgén en si se
deseleccione y, con él, las mutaciones mas directamente relaciondas con el sitio de insercidn en si.

El método de silenciamiento génico mediante ARNi podria provocar el silenciamiento de genes no diana,
efectos que se mantendrdn durante varias generaciones. Por tanto deben realizarse andlisis que evaluen
el rendimiento y la composicion de estos organismos, ademas de evaluaciones de riesgos completas.
Estas evaluaciones deberan tener lugar antes del cultivo inicial, pero también durante varias
generaciones, una vez que se haya eliminando el silenciamiento génico previsto y los imprevistos, y
deberia incluir ensayos de alimentacion.

Ademas, podrian haberse integrado componentes funcionales o secuencias completas del transgén en
otros lugares, ademas de la insercién primaria. Estos podrian, por tanto, no ser eliminados durante el
proceso de deseleccidén, lo que haria que pudieran seguir originando el silenciamiento génico de la regiéon
diana y de otras regiones no diana.

Conclusion: Deberdn analizarse las lineas parentales, asi como los nuevos hibridos, para determinar la
presencia de secuencias transgénicas asi como de efectos imprevistos debidos al silenciamiento génico en
sitios no diana y las mutaciones inducidas por la transformacion, que tienen el potencial de, por ejemplo,
originar alteraciones del rendimiento y susceptibilidad a enfermedades, acumulacidn de toxinas, aumento
de la produccién de alérgenos, cambios en la composicidn nutricional, etc. Se requieren evaluaciones de
riesgos completas.

22La meiosis es un proceso de division celular que da lugar a los gametos, es decir, las células
reproductoras, cadauna de las cuales contiene la mitad de cromosomas (es decir, son haploides) que las
células vegetales normales (diploides), con dos juegos de cromosomas, uno de cada parental.
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7) Agro-infiltracidn: Agro-infiltracion "sensu stricto" y Agro-infeccion

Este método implica dos tecnologias diferentes. No se pretende que el transgén especifico se inserte de
forma estable y se integre en el genoma de la planta, sino que estos genes estén presentes en la planta de
forma temporal, durante un maximo de una generacion.

Para esto, se introducen en un plasmido23 de Agrobacterium tumefaciens 24 genes de proteinas
concretas o de ARNs que interfieran con los genes de la planta (por ejemplo mediante ARNi). A
continuacidn se tratan tejidos especificos de plantas vivas (por ejemplo, hojas) con estos microorganismos
para introducir los genes modificados en las células de ese tejido, donde se expresaran.

Los objetivos pueden ser: evaluar posibles transgenes; estudiar la funcidn de los propios genes de la
planta (por ejemplo mediante silenciamiento génico via ARNi); expresar y producir proteinas vegetales de
alto valor (por ejemplo farmacos); producir plantas, semillas o hibridos con rasgos alterados mediante
RdADM (Metilacion de ADN dependiente de ARN - ver seccion 4); o utilizar como sistema de introduccion
de otras herramientas NBT como las nucleasas sitio-dirigidas.

Dos tecnologias distintas:

Agro-infiltracion "sensu stricto": se pretende que la expresidn génica y el efecto del gen se mantengan
localizados, por lo que no se pretende que el constructo genético preparado y utilizado se replique en la
célula receptora.

Agro-infeccion: la intencion es dispersar el transgén por toda la planta, hacia casi todos los tejidos, pero
sin que se integre en el ADN vegetal. Para esto, ademas del gen de interés, el constructo contiene una
secuencia viral que permite su replicacion en todas las células infectadas. Se pretende que el gen para el
ARN se exprese a partir del vector, no del ADN de la planta.

Cambios imprevistos y riesgos:

Aunque se aplique de forma local, el constructo génico puede dispersarse por la planta, debido a las
secuencias de Agrobacterium o virales utilizadas. Aunque se supone que seran temporales, el material
genético podria integrarse en el ADN vegetal, incluyendo los tejidos reproductores, dando lugar de forma
no intencionada a OMG y descendientes transgénicos.

La integracion podria ocurrir en lugares aleatorios del genoma, y podria implicar a su vez a cualquiera de
las secuencias de ADN introducidas, incluyendo el vector de ADN. La alteracién de genes debido a efectos
de posicidn o a secuencias presentes en el constructo génico podria ocasionar efectos negativos sobre el
rendimiento de la planta, sobre el medio y sobre la biodiversidad, asi como sobre su seguridad como
alimento.

La liberacidn accidental de Agrobacterium modificadas genéticamente al medio también podria darse (ya
sea por la dispersion o por la contaminacidén con material vegetal infiltrado que ha sido descartado o
eliminado, o simplemente por vertidos procedentes del laboratorio, invernaderos o parcelas
experimentales). Esto podria a su vez dar lugar a efectos adversos si este constructo génico se transfiere a
otras plantas o microorganismos.

La replicacién podria darse a niveles demasiado bajos para ser detectados durante largos periodos de
tiempo, lo que aumenta la probabilidad de que o bien se integre o bien sufra mutaciones que hagan al
ADN heredable de forma estable.



Conclusion: las plantas sujetas Agro-infiltracidn (incluyendo agro-infeccidn), junto con cualquiera de sus
partes o productos asi como su progenie deben ser analizadas en busca de secuencias de ADN del vector
y/o del constructo génico, asi como de la presencia y efectos del silenciamiento génico, si ese era el
propdsito inicial de la agro-infiltracidn.

Un plasmido es un anillo circular de ADN en una célula bacteriana que puede replicarse de forma
independiente del cromosoma y puede ser traspasado a otras bacterias. Aqui es donde contiene los
transgenes.

La utilizacién de Agrobacteriumes uno de los principales métodos de modificacidén genética).
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