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EL ORIGEN DE CRISPR

Los primeros nombres que se relacionan con “CRISPR”
suelen ser los de Jennifer Doudna y Emmanuelle
Charpentier, premio Nobel de Quimica en 2020,
coinventoras de la tecnologia CRISPR-Cas9. Sin embargo, el
mecanismo CRISPR fue descubierto originalmente en los
anos 90 por Francisco Mojica, microbidlogo y profesor de la
Universidad de Alicante!!).

En 1992, Mojica estaba trabajando en su tesis
secuenciando el ADN de microorganismos haldfilos
pertenecientes a la familia Archaea. Al replicar su ADN,
descubrieron que poseian una serie de repeticiones
espaciadas regularmente en zonas concretas, a las que
llamaron “repeticiones en tandem”. No fue hasta 2001
cuando Mojica acuid el término CRISPR, denominando a
estas zonas como “Repeticiones Palindromicas Cortas
Agrupadas y Regularmente Interespaciadas”.

En la década de los 2000, al secuenciar una cepa
particular de E. coli, Mojica descubridé que entre esas
regiones espaciadoras de CRISPR existian fragmentos de
ADN virico. Estas secuencias de ADN virico protegian a los
organismos procariotas de ser infectados por virus gque
llevaban la misma secuencia en su genoma; el virus
simplemente no podia infectar la célula®®.

Entonces Mojica se dio cuenta de que habia
descubierto un mecanismo adaptativo del sistema
inmunoldgico de los procariotas. El estudio finalmente se
publico en el Journal of Molecular Evolution en 2005.



La tecnologia CRISPR se ha convertido en una
verdadera revoluciéon en el campo de la edicidon génica,
permitiendo editar o corregir una regién del genoma de
cualquier célula con una gran precision y exactitud. Esta
tecnologia fue aplicada por primera vez en 2012 y desde
entonces el numero de nuevas aplicaciones no ha parado de
crecer.

¢QUE ES CRISPR?

CRISPR es una técnica de edicion génica que permite
cortar el ADN en un sitio especifico para después editarlo.
Como explicabamos antes, el nombre CRISPR es un
acronimo de Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (Repeticiones Palindromicas Cortas
Agrupadas y Regularmente Interespaciadas). Esto significa
gue CRISPR son segmentos de ADN con repeticiones cortas
de secuencias de bases nitrogenadas separadas
regularmente por otras secuencias en medio llamadas
espaciadores.

La tecnologia CRISPR deriva del sistema inmune
natural de los procariotas, en los que actua como una
defensa innata. Este mecanismo de defensa se basa en que
cuando un virus infecta a un microorganismo, el ADN viral es
fragmentado dentro de la célula e incorporado al genoma
del microorganismo, pero no es incorporado al azar, sino
qgue lo hace entre las repeticiones CRISPR.

Como consecuencia, los pequeiios fragmentos de ADN
del virus quedan “almacenados” en el genoma del
microorganismo, y posteriormente, son transcritos como



pequeitios ARNs (acidos ribonucleicos). Estos ARNs son
usados como guia de CRISPR, como se vera después en la
figura 1, para dirigir la degradacion de acidos nucleicos en
infecciones virales posteriores, haciendo que la informacién
genética del virus se destruya y, por lo tanto, no pueda
continuar su ciclo de vida dentro de la célula‘®,

En resumen, cuando un virus infecta a una
bacteria, su ADN se fragmenta y se incluye en el
genoma del microorganismo, para después dar
lugar a pequeiios ARNs (mediante el proceso de

transcripcion), que van a actuar como guias de
CRISPR, para que este sistema reconozca y
destruya el ADN del virus en una infeccion
posterior

¢COMO FUNCIONA CRISPR?

Cuando un virus desconocido infecta a una bacteria se
crea un espaciador (fragmento de ADN derivado del virus)
gue es incorporado al genoma de la bacteria entre otros
espaciadores existentes (que derivan del ADN de virus que
han atacado previamente a la bacteria).

La secuencia CRISPR es después transcrita para
generar moléculas de ARN-CRISPR. Cuando se produce una
nueva infeccién viral, este ARN-CRISPR guia a la maquinaria
molecular hasta la secuencia de ADN viral que coincide con
la que tiene la bacteria en el espaciador. Al unirse, |la propia




maquinaria celular destruye
infeccidn (figura 1).
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Figura 1. Pasos de la _inmunidad mediada por el sistema CRISPR. Las

regiones CRISPR estdn compuestas por repeticiones de ADN pequefo
(representadas por los rombos negros) y espaciadores (representados por
cuadrados de colores). Figura adaptada de Molecular Cell 54, April 24, 2014

(5).

Como se puede ver en la figura 1, el funcionamiento del
sistema inmune CRISPR se puede resumir en tres procesos

fundamentales (©):

- Proceso de adaptacion: cuando un ADN de un virus que

ha infectado

la bacteria es cortado en segmentos

pequefios que son insertados en la secuencia CRISPR

COmMO nuevos espaciadores.

- Proceso de produccion de ARN-CRISPR: las repeticiones
CRISPR vy los espaciadores del ADN de la bacteria pasan
por un proceso de transcripcion para dar lugar a una




cadena de ARN complementaria. Este ARN resultante se
corta en fragmentos que reciben el nombre de ARN-
CRISPR.

- Proceso de focalizacion (o targeting): los ARN-CRISPR
guian a la maquinaria molecular para destruir el material
viral. Actuan como guias ya que al ser complementaria de
la regidn espaciadora de la bacteria, también lo sera del
genoma del virus.

A modo de resumen, los espaciadores derivados de
genomas de virus que han infectado a una bacteria
sirven como una “memoria genética”, por lo que, en
un ataque del mismo virus, el sistema CRISPR actua
como defensa cortando cualquier ADN viral que

corresponda con la secuencia espaciadora,
protegiendo asi a la célula de una nueva infeccion. Si
un virus “nuevo” ataca a la bacteria, se crea un
nuevo espaciador que se inserta en las secuencias
CRISPR

¢QUE ES CRISPR-Cas y CRISPR-Cas9?

CRISPR-Cas es el nombre que recibe el sistema
formado por CRISPR y las proteinas asociadas Cas (en inglés,
CRISPR-associated) que confiere inmunidad adaptativa
contra elementos exdgenos como virus en muchas bacterias
y la mayor parte de las arqueas. Las proteinas Cas son
nucleasas que cortan el ADN de forma especifica guiadas
por secuencias de ARN ©),




Los sistemas CRISPR-Cas son muy diversos, ya que cada
bacteria y cada arquea tiene el suyo propio. Por ello, se ha
creado una clasificacidon en la que los sistemas se dividen en
dos clases, que a su vez contienen diferentes tipos, que se
diferencian segun las caracteristicas de las nucleasas.
Destacan los sistemas que pertenecen a la clase Il, ya que
han sido modificados por ingenieria genética para actuar de
forma mas robusta con el fin de realizar modificaciones mas
eficaces en el genoma de multiples sistemas eucariotas,
como por ejemplo las células humanas 7).

CRISPR-Cas9 es uno de los sistemas que se encuentra
dentro de los de clase Il, y deriva de una bacteria llamada
Streptococcus pyogenes. Este sistema que ha sido adaptado
para la edicion de genomas esta compuesto por la proteina
Cas9 (nucleasa asociada a CRISPR) y un sgARN (single-guided
RNA) gue actia como ARN guia dirigiendo a Cas9 al sitio
diana. Este sgARN es de pequeio tamafio, ya que esta
compuesto por tan solo 20 nucledtidos ©). La nucleasa y el
ARN guia o sgARN funcionan asociados formando un
complejo (figura 2).
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Figura 2. Representacion esquemdtica del sistema CRISPR-Cas
9. El protoespaciador es la region del ADN que se quiere




modificar y aparea con el sgARN correspondiente. La secuencia
NGG, base nitrogenada cualquiera-guanina-guanina, se
encuentra siempre tras la secuencia del sgARN, y recibe el
nombre de PAM (en espafol, Motivo Adyacente al
Protoespaciador). Las tijeras representan los lugares de corte
de Cas9. Figura adaptada de The Journal of Eukaryotic
Microbiology 63, September, 2016 (9).

Una vez formado el complejo y reconocido el ADN que
se quiere modificar por el sgARN (ya que como se ve en la
figura 2 son complementarios y aparean), Cas9 produce un
corte de |la doble cadena de ADN en lugares concretos de la
secuencia.

Posteriormente, la rotura del ADN es reparada por
distintos mecanismos de la propia célula. Hay tres
mecanismos principales, cada uno resulta en un tipo de
mutacién diferente, (figura 3), que pueden ser indels
(inserciones o deleciones de pequefio tamafio), inserciones
o deleciones ©).,
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Figura 3. Representacion esquemdtica de los posibles mecanismos de
reparacion del ADN y sus resultados. El ADN donador puede ser afiadido de
manera artificial para consequir la insercion de un gen de interés. Figura
adaptada de The Journal of Eukaryotic Microbiology 63, September, 2016

(9).




La idea basica es que el sistema CRISPR-Cas9 funciona
gracias al complejo formado por la nucleasa Cas9 y un ARN
guia (transcrito a partir de las secuencias CRISPR). Este
ultimo reconoce a la secuencia de ADN que se quiere
modificar, y Cas9 realiza cortes en dicho ADN.

Posteriormente, la maquinaria celular repara estos cortes
y como resultado se producen mutaciones (inserciones o
deleciones). Se puede dirigir el que se produzca una
insercion de un gen determinado si se proporciona a la
maquinaria una molécula de ADN donador con el gen de
interés.

EDICION GENETICA VS MODIFICACION
GENETICA

La edicion genética (mutagénesis -CRISPR-) no es lo
mismo que la modificacion genética (transgénesis) y
conviene tener muy claras las diferencias.

Mientras que la transgénesis implica la inclusién de
material genético exégeno de otro organismo, las técnicas
de CRISPR, al igual que el resto de las técnicas de edicidn
génica, no incluyen material genético externo, sino que
modifican el material genético propio del organismo. Por lo
tanto, las técnicas CRISPR no obtienen organismos
transgénicos.

La mayoria de las aplicaciones de CRISPR,
especialmente en agricultura, producen caracteres idénticos
a los encontrados en la naturaleza, que podrian derivar de
la mejora vegetal convencional o del azar de |la propio medio



ambiente. Es practicamente imposible distinguir una
variedad convencional de una variedad editada
genéticamente con CRISPR.

Una de las grandes ventajas de las técnicas de edicidn
genética, y en especial de CRISPR, es que son mas precisas,
rapidas y baratas que la modificacion genética, abriendo un
abanico inmenso de posibilidades en muy diversos ambitos
de investigacion, desde la salud hasta la agricultura.

SITUACION LEGAL DE CRISPR

En febrero de 2017, el Grupo Europeo de Etica en la
Ciencia y las Nuevas Tecnologias (EGE) senald que el debate
sobre la edicién del genoma debe abordar no solo la
seguridad, sino también cuestiones mas amplias como la
percepcidn del riesgo que tiene la sociedad sobre esta
herramienta.

En julio de 2018, el Tribunal de Justicia de la Unidn
Europea (TJUE) dictaminé que los organismos obtenidos
mediante mutagénesis se debian regular bajo la legislacion
de los organismos modificados genéticamente o
transgénicos; y, por lo tanto, dentro del alcance de la
Directiva de Liberacion Deliberada 2001/18 / EC (20,

Como explicAbamos antes, un organismo transgénico no
es lo mismo que un organismo editado genéticamente. En el
primero se ha introducido un gen que no es propio de la
especie . En el segundo se altera la secuencia de una forma
determinada, modificando las caracteristica de un
organismo sin afadir ningun gen externo.



Equiparar legalmente ambos organismos hace que para
registrar una nueva variedad obtenida por CRISPR, por
ejemplo, sea necesario realizar un dossier de pruebas de
toxicidad que econdmicamente muy pocas empresas de
biotecnologia se pueden permitir. Si no se desarrolla en un
futuro proximo un nuevo marco legal que se ajuste mas a
la realidad, muchas empresas de biotecnologia se veran
obligadas a retirarse del mercado de la innovacion en
ingenieria genética'!).

Todas las Academias Europeas (ALLEA) han manifestado
qgue restringir la posibilidad de utilizar la edicion del genoma
mediante la aplicacion de la legislacion sobre OMG tendra
consecuencias negativas considerables para la agricultura, la
sociedad y la economia. Estar sujeto a restricciones
continuas pueden obstaculizar la seleccién de cultivos mas
productivos, diversos y resistentes al clima con una huella
ambiental reducida.

Las academias reclaman que estas plantas deberian estar
reguladas de manera similar a las obtenidas mediante
técnicas clasicas. Esta conclusion corresponde a que las
plantas que fueron sometidas a ediciones del genoma no
afaden ningun ADN extraiio y son tan seguras como estas
ultimas.

Estas academias facilitaron a los responsables politicos
europeos y a la sociedad una guia con |la mejor evidencia
cientifica disponible para la legislacion que tiene
debidamente en cuenta los conocimientos cientificos mas
recientes(12),



APLICACIONES ACTUALES DEL SISTEMA
CRISPR-Cas9

Las aplicaciones de la tecnologia CRISPR-Cas9 en la
actualidad son numerosas, ya que el uso de su mecanismo
tiene potencial en todos los ambitos de la vida. Se pueden
usar los sistemas CRISPR-Cas9 para reconocer secuencias de
ADN especificas, es decir, en lugar de usar el ADN viral como
espaciador, se pueden disefar otras secuencias
espaciadoras que se transcriban dando lugar a ARNs guia,
que reconozcan determinados genes de interés por
complementariedad. Gracias a esto, se puede modificar
cualquier gen ya sea introduciendo mutaciones nuevas
como corrigiendo mutaciones existentes, o incluso
silenciando la expresién de dicho gen (figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemdtica de la_modificacion de ADN_mediante
CRISPR. La secuencia de ADN a modificar es la secuencia de un gen de interés. Las
tijeras representan los cortes de la nucleasa Cas9.

Una de las areas en las que esta tecnologia de edicidn
génica se estd usando, es en la producciéon animal, tanto
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para mejorar los productos derivados del ganado como para
mejorar la salud animal (13),

Las modificaciones genéticas permiten acelerar Ia
seleccion genética (antes basada en la mejora clasica) en
ganado ovino y porcino, mejorando el perfil nutricional de
los productos obtenidos. Por otra parte, en vacas, mediante
CRISPR se ha conseguido conferir resistencia a |la
tuberculosis, y en el caso de los cerdos, a la fiebre porcina
africana, con todos los beneficios asociados. Una mayor
resistencia a las enfermedades genéticas e infecciosas
supone una mayor productividad de las granjas y una mejor
calidad de vida animal y, en algunos casos, reduce la
posibilidad de transmisién de enfermedades a los humanos
(figura 5).
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Figura 5. Aplicaciones en Produccion animal del sistema CRISPR-Cas9 en
animales domésticos. Se indica si se ha llevado a cabo la insercion de un gen (Kl o
knockin) o inactivacion (KO o knockout) y los resultados observados (14).




Otras aplicaciones relevantes de CRISPR-Cas9 se
engloban dentro del area de la biomedicina, que es uno de
los campos junto a la agricultura donde se considera que
tiene un mayor potencial. Mediante esta técnica de edicion
de genomas se ha acelerado el proceso de generacion de
organismos modelo para el estudio de enfermedades. Esta
aplicacidon se basa en crear un modelo animal en el que se
reproduzcan mediante CRISPR-Cas9 las mismas mutaciones
encontradas en un paciente, o en una poblacion
determinada.

De esta forma, se puede estudiar con mayor precision
y seguridad tanto la enfermedad como su pronéstico 13, Un
ejemplo de esta aplicacion son los llamados “ratones
avatar”, ratones a los que se traslada una determinada
mutacidn existente en una persona, para validar en ellos la
toxicidad y la eficacia de un tratamiento determinado antes
de aplicarselo a una persona.

Por otra parte, aunque CRISPR-Cas9 se esta usando
principalmente en biomedicina como una herramienta de
investigacion de enfermedades, también se esta tratando de
aplicar su potencial para tratar desordenes genéticos. Los
ultimos experimentos llevados a cabo han conseguido
corregir enfermedades genéticas en ratones adultos, lo que
resulta alentador ya que estos resultados podrian
extrapolarse a humanos.



APLICACIONES POTENCIALES DE LAS
TECNOLOGIAS CRISPR

Gracias a su simplicidad, la tecnologia CRISPR es una de
las mas prometedoras en el campo de la modificacién de
genomas. De hecho, se considera que esta técnica ha
abierto la era de la “cirugia molecular”. A pesar de que se
esta investigando como aplicar CRISPR para el tratamiento
de numerosas enfermedades, es una técnica muy novedosa,
por lo que aldn no ha alcanzado todo su potencial 1®), Entre
las enfermedades que se quieren curar se encuentran las
causadas por la mutacion de un solo gen como la fibrosis
quistica, y las enfermedades mas complejas como el VIH, la
malaria o el cadncer 17),

La potencial aplicacion para reducir la prevalencia de la
malaria se basa en modificar poblaciones de mosquitos, para
ello mediante CRISPR se quiere insertar un gen que haga que
los mosquitos sean inmunes a Plasmodium falciparum, que
es el parasito productor de la malaria, y no lo trasmitan a
humanos.

En el caso del cancer se esta tratando de hacer una
terapia basada en editar con CRISPR el ADN de las células
de nuestro sistema inmune para que reconozcan y ataquen
a las células tumorales, y asi el cancer no se desarrolle. De
hecho, en octubre de 2017 un equipo de investigacidn en
China ha sido el primero en inyectar a una persona células
editadas genéticamente por CRISPR-Cas9 para luchar contra
el cdncer de pulmdn (18),



POTENCIAL DE LA TECNOLOGIAS CRISPR EN
PLANTAS

Con el sistema CRISPR se estan llevando a cabo
modificaciones dirigidas en el genoma de especies de interés
agronomico en las que las técnicas de manipulaciéon o
mejora genética convencionales eran costosas o incluso
inviables.

Por lo tanto, el uso de CRISPR en agricultura se deberia
considerar como un nuevo método de mejora ya que se
producen resultados idénticos a los que se producirian con
los métodos convencionales, pero de forma mas predecible,
rapida y barata. La mayoria de los estudios se dirigen a
itejidos o cultivos? importantes para la agricultura, y los
objetivos de las aplicaciones son mejorar caracteres como el
rendimiento, la arquitectura de la planta y la tolerancia a
enfermedades.

Tanto CRISPR-Cas9 como CRISPR-Cpfl (sistema CRISPR
procedente de la bacteria Francisella tularensis) son los dos
sistemas mejor estudiados y mas usados en plantas, pero se
estan investigando nuevas versiones de las nucleasas,
porque casi la mitad de las bacterias y la mayoria de las
argueas tienen sistemas similares de CRISPR, y actualmente
se estan usando un pequeiio numero de sistemas cuando la
variedad de herramientas disponibles en la naturaleza es
casi infinita.



Algunos de los usos prometedores en agricultura se
han mostrado en cultivos de trigo, maiz y tomate,
desarrollando variedades mejoradas en caracteres como la
defensa frente a plagas, la adaptacion a la sequia, el
rendimiento, y también la calidad y las caracteristicas
nutricionales para el consumidor (1°, Algunos ejemplos de
estos usos que se han llevado a cabo con éxito son el trigo
sin gluten apto para celiacos al silenciar los genes gque tenias
la informacion para producir las a-, y- y w-gliadinas
proteinas formadoras de gluten (figura 6).
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Figura 6. Edicion y delecion de genes mediada por CRISPR / Cas9 vs
silenciamiento de genes de gliadina mediado por ARNi en trigo (20).

Izquierda: CRISPR / Cas9 con gRNA especificos de gliadina se dirigen a
genes de gliadina, lo que resulta en la pérdida de fragmentos gendmicos que
contienen genes de gliadina completos y / o pequefias deleciones internas.

Derecha: una construccion de ARNi dirigida a genes de gliadina que se ha
insertado en el ADN del trigo produce pequerios ARN de interferencia (ARNip),
que se unen al ARNm de gliadina.

Otros ejemplos de aplicaciones mas concretos han sido
llevados a cabo en arroz y soja. En el caso del arroz, CRISPR



ha sido usado por un equipo de Syngenta para crear
deleciones en un gen llamado DEP1, teniendo como
resultado paniculas mas densas y erectas, y plantas de
menor altura, lo que conlleva un mayor rendimiento (%)

En soja, otro equipo de investigacion ha conseguido
plantas con un florecimiento tardio gracias a la induccidon de
mutaciones mediante CRISPR en un gen relacionado con el
fotoperiodo de la floracién, la variedad resultante tenia un
tamafio vegetativo mayor con un mayor rendimiento (22,
Una aplicacidén similar a esta ultima se llevd a cabo en
tomate, generando mutaciones en un gen responsable de la
supresion de la floracién llamado SP5G, consiguiendo un
crecimiento mas compacto de los tomates en campo, ya que
la floracion era mas rapida, y ademas se conseguia un
rendimiento temprano (3,

En conclusion, la mejora convencional de plantas es
poco probable que pueda hacer frente al futuro
incremento de la demanda de alimento y a otros
retos ambientales. Por el contrario, la tecnologia
CRISPR esta eliminando las barreras de la edicion

genomica y va a revolucionar la mejora vegetal.
Pero para conseguir aprovechar totalmente el
potencial que nos ofrece la revolucion CRISPR hay
que centrarse en mejorar aun mds la técnica y
resolver la incertidumbre regulatoria

P s
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