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Capitulo 1 - Descargo de responsabilidades y prefacio

Descargo de responsabilidades

La firma Monsanto ha cedido generosamente la informacion provista en varias de las
presentaciones regulatorias del evento MON810 como herramienta de practica. Notese, sin
embargo, que con el propdsito de incrementar la utilidad del caso de estudio como herramienta
de préactica, se han tomado ciertas libertades con respecto a la informacién provista en las
solicitudes originales. La informacién presentada en este estudio es s6lo una parte de la
presentada en realidad. El caso de estudio no constituye de forma alguna una solicitud
completa ni debe ser considerado como una evaluacién de riesgo completa. Por eso, el uso de
esta informacién como herramienta de practica no constituye una aprobacién de la informacion
ni del producto, ni debe ser considerada como un fiel reflejo de las presentaciones originales.

Prefacio

Este mddulo educativo ha sido desarrollado como una herramienta para proveer a los
organismos reguladores (y sus miembros) de un entrenamiento practico en la evaluacién de la
seguridad ambiental de las plantas transgénicas. Los conceptos de evaluacién de riesgo, tal
como se discuten en este texto, no reflejan el enfoque regulatorio de ningan pais en particular,
sino que mas bien han sido formados en base a documentos de consenso internacional, como
los emitidos por la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OECD), la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) de las naciones Unidas (ONU).

Con el fin de proveer informacion similar a la usualmente presentada para avalar la evaluacion
ambiental, se ha desarrollado un caso de estudio usando el evento MON810 de maiz (Zea
mays), obtenido por técnicas de ingenieria genética, y su progenie. El contenido del estudio
incluye extractos de solicitudes presentadas ante autoridades regulatorias de Japon, Union
Europea, Reino Unido, y Estados Unidos (EE.UU.).

La linea MON810 de maiz (nombre comercial YieldGard®) fue desarrollada por medio de una
modificacién genética especifica para que sea resistente al ataque del barrenador europeo del
maiz (Ostrinia nubilalis), un insecto plaga del maiz de gran importancia agronémica. La nueva
variedad produce una version truncada de la proteina insecticida, Cry1Ab, derivada de Bacillus
thuringiensis. Las delta-endotoxinas, como la proteina CrylAb expresada en MONB810, actian
uniéndose selectivamente a sitios especificos localizados en las microvellosidades del epitelio
del intestino medio de especies de insectos susceptibles. Luego de la unién, se forman poros
permeables a cationes que alteran el flujo idnico en el intestino medio, causando asi la paralisis
y posterior muerte del insecto susceptible. CrylAb presenta actividad insecticida so6lo contra
insectos lepidépteros, y su especificidad de accion se atribuye directamente a la presencia de
sitios de unién especificos (receptores) en los insectos blanco. No existen dichos sitios de
unién a delta-endotoxinas de B. thuringiensis en la superficie de las células intestinales de
mamiferos, por lo tanto, ni el ganado ni el hombre son susceptibles a estas proteinas.

El evento MONB810 recibié su primera aprobacién regulatoria en EE.UU. en 1995 (USDA,
Departamento de Agricultura de EE.UU), y desde entonces ha sido aprobado para liberacion al
medioambiente y para uso en alimentacién animal y/o humana en varios paises, incluyendo
Argentina, Canada, Japon, Sudafrica y Union europea (Tabla 1).
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Tabla 1. Situacién de aprobaciones regulatorias del maiz resistente a insectos evento MON810

Pais Ambiental Alimentacién humana y/o animal ~ Comercializacion

(AR0) (Afo) (Aho)

Argentina 1998 1998

Australia 2000

Bulgaria 2000 2000

Canada 1997 1997

Union Europea 1998 1998

Japon 1996 1997

Rusia 2000

Sudafrica 1999 1999

Suiza 2000

Reino Unido 1997

Estados Unidos 1996 1996

Nota aclaratoria sobre los estandares de calidad para la documentacién de las
solicitudes de aprobacidn regulatoria

La evaluacion de una solicitud para liberacion ambiental es comparable a la revisién exhaustiva
por profesionales expertos de un manuscrito para su publicacién en una revista cientifica. Por
consiguiente, la calidad del texto y de la informacién presentada debe estar a un nivel acorde
con ello.

Los procedimientos experimentales se deben describir en detalle suficiente (o citados en forma
acorde) como para que la metodologia pueda ser repetida. La redaccion y estilo idiomatico
deben ser estandar y se debe evitar el uso de la jerga de laboratorio. Se recomienda la
adopcion de nomenclatura estandar internacional, como las descriptas en los International
Union of Biochemistry and Molecular Biology’s Biochemical Nomenclature and Related
Documents (1992) 2nd Ed. Portland Press, Inc., Chapel Hill, NC, los cuales contienen las reglas
de nomenclatura de la Unién Internacional de Biogquimica (International Union of Biochemistry)
para aminoacidos, péptidos, &cidos nucleicos, polinucleétidos, vitaminas, coenzimas, quinonas,
acido félico y compuestos relacionados, corrinoides, lipidos, enzimas, proteinas, ciclitoles,
esteroides, carbohidratos, carotenoides, hormonas peptidicas, e inmunoglobulinas humanas.
Se deben utilizar los nhombres quimicos correctos y se deben especificar las cepas de los
organismos. Se deben identificar los nombres comerciales. Cuando sea posible, se deben usar
los simbolos y unidades del Sistema Internacional.

Las ilustraciones, tablas y figuras deben ser claras y legibles. Se aceptan ilustraciones
originales, fotografias de alta calidad o impresiones laser, pero no las reproducciones de baja
calidad que usualmente son el resultado de impresiones fotocopiadas. Particularmente, las
reproducciones de geles o transferencias (blots) deben ser de una calidad suficiente como para
mostrar en forma clara los resultados.
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Historicamente, el mejoramiento de plantas y animales se ha llevado a cabo sobre la base de
prueba y error. En el caso de las plantas, esta seleccion artificial se basaba en la apariencia
saludable, en el crecimiento vigoroso, en mayores rendimientos, y en la apariencia, aroma y
sabor deseados para la parte comestible. Esta situaciéon cambié hacia fines del siglo XIX y
principios de XX cuando el mejoramiento vegetal evolucion6 de arte cualitativo a ciencia
cuantitativa. Los avances en las técnicas de mejoramiento vegetal fueron acompafiados por la
introduccion segura de variedades de cultivos para fibra y alimentacion con un mayor
rendimiento y con caracteres mejorados para caracteristicas de calidad y de tolerancia a
estreses bidticos y abidticos. El largo historial de uso seguro, asociado con la introduccion de
nuevas variedades vegetales indica: i) que los cultivos presentan bajos riesgos ambientales, ii)
gue los ensayos a campo previos al uso comercial y la evaluacién y toma de decisiones
institucionales acerca de qué variedades cultivar han sido medidas apropiadas, y/o iii) que las
practicas de manejo en cada sitio han sido suficientes para mitigar cualquier riesgo asociado a
una nueva variedad (Cook, 1999). Casi sin excepcion, las nuevas variedades se han
introducido al sistema comercial en forma segura con muy poca, o nula, evaluaciéon de las
consecuencias ambientales debidas a su establecimiento.

En los ultimos 20 afios, la aplicacion de herramientas de biologia molecular ha permitido
obtener plantas con caracteres que no podrian haber sido introducidos por técnicas de
mejoramiento tradicional. A pesar de que la biotecnologia moderna amplia las posibilidades de
cambios genéticos que se pueden introducir en las plantas, no origina en particular plantas que
sean menos seguras que las producidas con técnicas mas convencionales (NAS, 1987; NRC,
1989). No existen evidencias que indiquen que el método utilizado para producir una nueva
variedad vegetal (tanto sea producto del mejoramiento convencional o de ingenieria genética)
pueda ser usado como indicador efectivo a priori del impacto ambiental o seguridad alimentaria
de dicha planta. No obstante, el uso de tecnologias de ADN recombinante para producir
plantas mejoradas por ingenieria genética ha conducido al desarrollo de sistemas regulatorios
gubernamentales/institucionales en todo el mundo que se aplican especificamente para evaluar
la bioseguridad de dichas plantas.

En 1993, la Organizacion para el Desarrollo y Cooperacion Econdémica (OECD por sus siglas
en inglés Organization of Economic Cooperation and Development) publicé los principios
generales que sus paises miembros concluyeron deberian aplicarse a la produccion y
comercializacion a gran escala de plantas mejoradas por ingenieria genética. Segun la OECD:

“La bioseguridad en biotecnologia se consigue por medio de la aplicacion apropiada del
andlisis de riesgo/seguridad y del manejo del riesgo. El andlisis de riesgo/seguridad
comprende la identificacion del riesgo vy, si se identifica algun riesgo, el andlisis también
comprende la evaluacién de dicho riesgo. El analisis de riesgo/seguridad se basa en las
caracteristicas del organismo, la caracteristica introducida, el medioambiente en el cual el
organismo serd introducido, la interaccion entre ellos, y el uso propuesto. El andlisis de
riesgo/seguridad se realiza con anterioridad a la accion deseada y es tipicamente un
componente de la rutina de investigacion, desarrollo y evaluacion de nuevos organismos,
tanto se lleven a cabo en un laboratorio 0 a campo. El andlisis de riesgo/seguridad es un
procedimiento cientifico que no implica ni excluye la supervisién regulatoria ni tampoco
implica que cada caso sera necesariamente revisado por una autoridad nacional o de otro
tipo.”

En resumen, la evaluacion de riesgos de plantas obtenidas por ingenieria genética deberia
basarse en evidencias cientificas sélidas y deberia aplicarse “caso por caso”.
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Familiaridad

Para poder evaluar la seguridad ambiental de una planta modificada por ingenieria genética, se
debe estar familiarizado con la biologia de la propia planta, como asi también con las practicas
agricolas o de silvicultura que se emplean para su cultivo. Este concepto de familiaridad es un
enfoque clave usado en la identificacion y evaluacién de riesgos ambientales que puedan estar
asociados con la liberacion al ambiente de la planta modificada por ingenieria genética y
también es un concepto clave para proveer informacion sobre practicas de manejo que puedan
ser necesarias para tratar los riesgos reconocidos. La familiaridad considera la biologia de las
especies vegetales, la caracteristica introducida, y las practicas agricolas usadas en la
produccién del cultivo, cada una de las cuales se presentan brevemente a continuacién, y son
tratadas en mayor detalle en los capitulos siguientes.

La biologia de las especies vegetales

Una de las herramientas de referencia mas utilizada, a la hora de realizar una evaluacion de
seguridad ambiental de una planta transgénica, es una monografia detallada que describa la
biologia de la especie en estudio. En particular, puede ser (til para identificar caracteristicas
especificas de cada especie que se puedan ver afectadas por la caracteristica nueva como
para permitir que la planta transgénica se comporte como maleza invasora de habitats
naturales, o resultar perjudicial de algin otro modo para el medioambiente. La monografia
también puede brindar detalles sobre interacciones significativas entre la planta y otras formas
de vida que deban ser evaluadas en el analisis de impacto. Normalmente dicho documento
incluye lo siguiente:

e Descripcion taxonémica
¢ Usoy consumo de la planta
e Su cultivo a nivel regional/nacional, produccion de semilla y practicas agronémicas

¢ Biologia reproductiva de la especie, incluyendo detalles sobre la polinizacion, los
mecanismos de dispersién del polen y las semillas, y cualquier otro medio de flujo génico

e Ocurrencia y viabilidad de hibridos intraespecificos, interespecificos e intergenéricos.
o Detalles sobre el centro de origen y diversidad genética de las especies vegetales

o Detalles sobre la ploidia de la especie cultivada, sus progenitores y cualquier especie
sexualmente compatible

e Distribucion y ecologia de especies relacionadas o biotipos silvestres, incluyendo
cualquier evidencia de potencial de maleza

o Enfermedades y plagas comunes

e Interacciones potenciales con otros organismos tales como polinizadores, hongos
formadores de micorrizas, animales herbivoros, aves, microbios e insectos del suelo

Los documentos consenso detallados que describen la biologia de las siguientes especies
cultivadas han sido desarrollados por la OECD (ver http://www.oecd.org/ehs/cd.htm): Oryza
sativa (arroz), Triticum aestivum (trigo panadero), Solanum tuberosum (papa) y Brassica napus
(canola argentina). Analogamente, la Agencia de Inspeccién Alimentaria Canadiense
(Canadian Food Inspection Agency) ha publicado monografias sobre la biologia de B. napus
(canola argentina), B. rapa (colza o canola de Polonia), Linum usitatissimum (lino), Zea mays
(maiz), S. tuberosum (papa), Glycine max (soja) y T. aestivum (trigo panadero) (ver
http://www.inspection.gc.ca/english/plaveg/pbo/biodoce.shtml). Estos documentos pueden ser
utilizados tanto como fuentes confiables de informacidon acerca de las especies en estudio,
como también de modelos para la preparacién de monografias. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que mayormente el valor biolégico de los documentos se encuentra en la
informacion especifica provista por cada pais acerca de las especies vegetales. Los
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documentos consenso como los publicados por la OECD deben ser complementados de modo
que reflejen las condiciones de cada regién.

La nueva caracteristica

La ingenieria genética permite introducir elementos genéticos nuevos que pueden resultar en la
expresion de una nueva caracteristica o la modificacion de una caracteristica existente. El
riesgo ambiental asociado a la liberacion de una planta genéticamente modificada, sin
embargo, no esta determinado por lo novedoso del elemento genético usado para
transformarla, sino por lo novedosa que resulta la planta en si misma. Se puede obtener
informacion til al evaluar si una caracteristica expresada en una planta transgénica es similar
a caracteristicas ya introducidas en esa misma especie. Por ejemplo, el impacto potencial de
introducir un gen de resistencia a hongos con respecto a la persistencia de una planta
transgénica puede ser analizado, en parte, evaluando el efecto que tuvieron, cuando fueron
liberadas, las variedades con la misma caracteristica de resistencia fungica pero mejoradas
convencionalmente.

Practicas agricolas o de silvicultura

Los cambios en las practicas agricolas asociados a la introduccion de la nueva variedad
vegetal, incluyendo (pero no limitados a) las plantas transgénicas, pueden tener impactos
ambientales significativos. El amplio cultivo de B. napus (canola) tolerante a herbicidas (TH) en
las praderas de Canada les permitié a los productores agropecuarios cambiar al sistema de
siembra directa (o “labranza cero”). Los productores pueden sembrar canola TH directamente
sobre el rastrojo del cultivo previamente cosechado sin necesidad de laboreo previo. Esta
situacion es beneficiosa tanto para la conservaciéon del suelo (el rastrojo del cultivo anterior
retiene la capa superior del suelo en su lugar) como también para la conservacion del agua (la
capa de rastrojo permite una mejor retencion del agua e impide su evaporacion).

Las plantas transgénicas que expresan genes de tolerancia a estrés son de gran interés,
particularmente para la produccién en suelos dafiados por salinizacién o alcalinizacion, o en
ambientes donde el agua es un factor limitante para la produccién de alimentos. La tolerancia
al estrés también puede ser utilizada para extender las zonas tipicas de produccién de un
cultivo. Por ejemplo: la tolerancia al frio es considerada una caracteristica deseada ya que
puede usarse para limitar el dafio a los cultivos causado por las heladas y, consecuentemente,
extender en el tiempo las estaciones de produccion. La tolerancia al frio también puede permitir
la introduccion de nuevas plantas en areas donde previamente no se las ha cultivado. Esta
situacion se asemeja a la introduccién de una especie exética y, por lo tanto, requiere del
mismo examen exhaustivo para determinar la potencial perturbacion del ecosistema.

Equivalencia sustancial

Al realizar la evaluacién del impacto ambiental de las plantas transgénicas, el concepto de
familiaridad esta unido al de equivalencia sustancial. Este ultimo esta basado en el principio de
que las nuevas plantas pueden ser comparadas con sus contrapartes no transformadas, que ya
cuentan con un historial de uso seguro establecido. El objetivo es determinar si la planta nueva
presenta algun riesgo nuevo 0 mayor en comparacion con su contraparte tradicional, o si puede
ser usado indistintamente a su contraparte tradicional sin afectar negativamente el
medioambiente en el que se lo cultive. El proposito no es establecer un nivel absoluto de
seguridad, sino mas bien un nivel relativo de seguridad, de modo que haya una certeza
razonable de que no resultara un riesgo indebido para el medioambiente a partir del cultivo de
la nueva planta bajo las condiciones previstas de produccion.

La aplicacién de equivalencia sustancial requiere que se disponga de suficiente informacion
analitica en la literatura o que se genere por medio de la experimentacion, de modo de permitir
la comparacion efectiva entre la nueva planta y su contraparte tradicional. En este contexto, se
evidencia un problema, ya que en términos generales no se han establecido factores de riesgo
para las variedades vegetales obtenidas por cruzamiento tradicional, y, por lo tanto, existe muy
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poca informacién de base acerca del riesgo ambiental asociado a su introduccién. Este hecho
sugiere una limitacion béasica en el concepto de equivalencia sustancial: la dependencia de un
comparador (o par), y de la informacion disponible o que se pueda generar para el comparador,
significa que una evaluacién positiva de seguridad esta relacionada a los componentes
evaluados para el comparador en particular. La eleccion del comparador es, por lo tanto, crucial
para la aplicacion efectiva del concepto de equivalencia sustancial.

Consideraciones sobre la seguridad

El objetivo de la evaluacion de riesgo ambiental de las plantas genéticamente modificadas es
identificar y evaluar el riesgo asociado a la liberacion y cultivo de estas plantas en comparacion
con una contraparte que tiene un historial de uso seguro. Entre los paises que tienen
programas regulatorios establecidos para la evaluacion de riesgo ambiental de las plantas
transgénicas, existen incumbencias en comun sobre bioseguridad que deben ser evaluadas
caso por caso previamente a la comercializacién de un nuevo cultivo (OEDC, 2000). Ademas
de la informacién sobre el organismo receptor (descripta en parrafos anteriores) y sobre el
organismo dador, particularmente si el organismo dador u otros miembros de su género
normalmente muestran caracteristicas de patogenicidad o toxicologia ambiental, o tienen otras
caracteristicas que afecten la salud humana, estas incumbencias incluyen:

e Caracterizacion molecular y estabilidad de la modificacion genética
e Transferencia génica a plantas emparentadas

e Transferencia génica a plantas no emparentadas

e Potencial de comportarse como maleza

e Efectos adversos secundarios e indeseados
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Capitulo 3 - La Biologia de Zea mays L. ssp. Mays

Se presenta una revision detallada sobre la biologia de Z. mays en el Apéndice 1: La biologia
de Zea mays y su cultivo en el sudeste de Asia.

CASO DE ESTUDIO MON810

Variabilidad genética y fenotipica

El comportamiento y las caracteristicas de la linea de maiz MON810 han sido estudiados en un
cierto rango de ambientes a campo en Estados Unidos y Europa desde 1992. La evaluaciéon de
la interaccion de MONB810 con el entorno ha incluido estudios sobre: susceptibilidad a insectos
y enfermedades, capacidad de supervivencia (plantas guachas o espontaneas), capacidad de
multiplicacién de las semillas (rendimientos), expresiéon de la proteina CrylAb en hojas y grano,
analisis composicional de la semilla, inocuidad para aves y mamiferos. No se han observado
diferencias significativas entre esta linea y otras variedades de maiz, aparte de la proteccion
contra ciertos insectos lepidépteros.

Modos y/o tasa de reproduccion

Las exhaustivas observaciones registradas por los co-operadores de campo en los ensayos a
campo en 1993, 1994 y 1995 demostraron que el modo y la tasa de reproducciéon de MON810
son las tipicas de otras variedades de maiz. Esta linea de maiz sigue exhibiendo las mismas
caracteristicas de inflorescencias estaminadas o masculina (panoja) y pistiladas o femenina
(mazorca) por separado. El polen se produjo enteramente en la inflorescencia estaminada con
la antesis (dispersion del polen) en sincronia con la emergencia de las barbas (pistilos). No se
han observado diferencias en la madurez de la semilla o la planta. En algunos ensayos, las
plantas no protegidas contra insectos maduraron mas rapidamente debido a la senescencia
prematura causada por el dafio de perforacion del tallo por los insectos.

Niveles de expresion de las proteinas CrylAb, CP4 EPSPS, GOX y NPTII

La expresion de las proteinas en hoja joven, grano, planta entera y polen cosechados de seis
localidades experimentales en 1994 se determiné por medio de ensayos de inmunoabsorcion
ligada a enzima (ELISA) (Harlow & Lane 1988) y de Western blot (Matsudaira 1987). Los
resultados se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de los niveles de proteinas especificas medidos en tejidos de MON810" (ug/g de peso
fresco)

Proteina Hoja Grano Planta®® Polen?
Cryl Ab 9,35 0,31 4,15 0,09
CP4EPSPS ND* ND ND NA®
GOX ND ND ND NA
NPTII NA NA NA NA

1.Los valores son medias calculadas del analisis de seis muestras vegetales, una de cada uno de los seis sitios (a
menos gue se indique lo contrario)

2.La media se calcul6 del analisis de muestras vegetales de un sitio

3.Los valores son medias calculadas del andlisis de dos muestras vegetales réplicas de un sitio

4.No detectado.

5.No analizado.
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Caracteristicas de rendimiento

Las comparaciones de rendimiento para MON810 y lineas controles representativas se
evaluaron hasta en nueve localidades de Estados Unidos. La comparacion entre un hibrido no
transgénico y el mismo hibrido con un parental obtenido por retrocruza derivada de la linea
MON810 no mostré diferencias significativas entre dichos hibridos en lo que respecta al
rendimiento (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion del rendimiento entre las versiones no transgénica y MON810 del mismo hibrido

Rendimiento
(bushels/acre)?

Control 147,1
MON 810 1549
Diferencia (pos-neg) 7,8

Error estandar +/- 4,5
Valor t 1,738
Valor p 0,089
Diferencia significativa NO

NUmero de pares comparados 44

Susceptibilidad a enfermedades y plagas

MONS810 fue evaluado en EE.UU. en mas de sesenta plantaciones, en al menos diez estados,
ademas de Puerto Rico. El monitoreo detallado para la determinacion de susceptibilidad a
enfermedades y plagas de esta linea versus plantas controles no transgénicas se llevo a cabo
en 1993 y 1994. El examen de las plantas no se limitd6 a plantas con sintomas obvios de
enfermedad; las plantas con aspecto saludable fueron examinadas para detectar crecimientos
anormales y el desarrollo de sintomatologia de enfermedad sub-crénica. No se detectaron
diferencias significativas entre MON810 y las plantas no transgénicas en lo que respecta a
calidad agronémica y susceptibilidad a insectos y enfermedades, mas alla del control sobre el
barrenador europeo del maiz. Las enfermedades observadas incluyeron el tizén foliar del Norte
(Exserohilum turcicum), tizon foliar del Sur (Bipolaris maydis), pudricion foliar bacteriana
(Erwinia stewartii), el carbén comun del maiz (Ustilago maydis), virus del estriado del maiz
(MStV) y la roya comun del maiz (Puccinia sorghi).

Los hibridos de maiz protegidos contra insectos seran manipulados por los productores de la
misma manera con que manejan el cultivo y la produccion de otros hibridos de maiz en la
actualidad, con la excepcién de que se espera que a cada productor se le solicite que
implemente un plan de manejo de resistencia de insectos (ver Manejo de Resistencia de
Insectos). El objetivo del plan de manejo de insectos es retardar o impedir que los insectos
blanco (susceptibles) desarrollen resistencia a la proteina Cry1Ab.

#NT: 1 bushel de maiz pesa 25,4 kg; 1 acre equivale a 0,405 hectareas
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Capitulo 4 — El organismo donante

La informacién sobre la historia natural del organismo donante es necesaria, particularmente si
el donante u otro miembro de su género muestran normalmente caracteristicas de
patogenicidad o toxicidad ambiental, o poseen otras caracteristicas que afecten la salud
humana.

CASO DE ESTUDIO MON810

Los genes de los organismos donantes
MONB10 contiene secuencias de ADN derivadas de los siguientes organismos donantes:

e Gen crylAb de Bacillus thuringiensis. ElI gen crylAb utilizado para producir las lineas
MON810 de maiz protegido contra insectos es una version modificada del gen crylAb
aislado del ADN de B. thuringiensis subsp. kurstaki cepa HD-1. Originalmente se lo designé
crylA(b), segun la nomenclatura de Hofte y Whitely (1989), pero luego de una revisién, se lo
llamé crylAb (Crickmore et al.,, 1998). [En este mddulo se usa la nomenclatura de
Crickmore et al. (1998)]. El gen nativo de longitud completa que codifica para la proteina
CrylAb y su secuencia nucleotidica completa fueron descriptos por Fischhoff et al. (1987).

e Promotor 35S potenciado del virus del mosaico de la coliflor (CaMV). El promotor del
transcripto 35S del virus del mosaico de la coliflor (Odell et al. 1985) con la region
potenciadora (enhancer) duplicada (Kay et al. 1985).

e Elintron del gen hsp70 de maiz (heat shock protein o proteina de choque térmico). El gen
hsp70 que codifica para la proteina hsp70 provee niveles de transcripcién incrementados
(Rochester et al. 1986).

e Laregion 3’ no traducida del gen nopalina sintasa (3’ nos) del plasmido Ti de Agrobacterium
tumefaciens. La secuencia 3' nos provee la sefal de poliadenilacién para la expresion
estable del transgén (Fraley et al., 1983).

Ninguna de las secuencias insertadas posee actividad patogénica o caracteristicas
perjudiciales. Las siguientes secuencias también estaban presentes en el/los plasmido/s
usados en el proceso de transformacion, pero NO se integraron al genoma de MON810:

e Gen marcador de seleccién cp4 epsps. El gen que codifica para la enzima CP4 EPSPS de
Agrobacterium sp. cepa CP4 fue utilizado como marcador de seleccién vegetal para
identificar las pocas células de maiz que originalmente recibieron el gen cry1Ab introducido,
responsable de la proteccidén contra insectos, en las etapas iniciales de seleccion en el
cultivo in vitro en el laboratorio, luego de la transformacién. Las proteinas EPSPS
producidas naturalmente por las plantas se encuentran en el cloroplasto. Por lo tanto, la
secuencia que codifica para el péptido sefial de transito a cloroplasto, ctp2 del gen epsps de
Arabidopsis thaliana (Klee & Rogers, 1987), fue fusionada al extremo amino de la proteina
CP4 EPSPS con el fin de que la CP4 EPSPS sea dirigida a los cloroplastos, el sitio de
actividad de EPSPS y de accion del glifosato (Kishore & Shah, 1988).

e Gen marcador (gox) codificante para la enzima glifosato oxidasa. El gen gox, clonado de
Achromobacter sp. cepa LBAA, también fue utilizado como marcador de seleccién. La
proteina GOX es dirigida a los plastidos por medio de la secuencia péptido sefial de transito
a cloroplasto ctpl, derivada del gen ssulA de Arabidopsis thaliana (Timko et al., 1988).

e Gen marcador de seleccion bacteriano que codifica para la enzima neomicina
fosfotransferasa 1l (nptll). EI gen marcador de seleccion bacteriano, nptll, aislado del
transposon procariota Tn5 (Beck et al., 1982), codifica para la enzima neomicina
fofotransferasa Il, la cual confiere resistencia a los antibidéticos aminoglucésidos (ej.:
kanamicina, neomicina) que se utilizan para la seleccion de Escherichia coli recombinantes
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gue contienen el plasmido de transformacién. El promotor de este gen es activo Unicamente
en células bacterianas.

e lac Z. Una secuencia parcial codificante del gen lacl de E. coli, el promotor Plac, y una
secuencia parcial codificante para la proteina beta-galactosidasa o LacZ, provenientes de
pUC119 (Yanisch-Perron et al., 1985).

e ori-pUC. Origen de replicaciéon de los pladsmidos pUC que permiten la replicacion del
plasmido dentro de E. coli (Vieira & Messing, 1987).

e CTP2. Secuencia del péptido sefal de transito al cloroplasto, correspondiente a la EPSPS
de Arabidopsis thaliana (Klee & Rogers, 1987), e incluida para dirigir la proteina CP4
EPSPS al cloroplasto, el sitio de sintesis de los aminoacidos aromaticos.

Patogenicidad potencial del organismo donante

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (B.t.k.) es una bacteria gram-positiva formadora de
esporas y estructuras cristalinas, que ha sido utilizada comercialmente durante los ultimos 30
afios para controlar insectos plaga. Estos microbios se encuentran naturalmente en el suelo en
todas partes del mundo. Esta cepa controla insectos plaga por medio de la produccién de
proteinas insecticidas cristalinas conocidas como delta-endotoxinas. Para ejercer su actividad
contra el insecto blanco, la proteina debe ser ingerida. En el intestino del insecto la proteina se
une a receptores especificos del intestino medio, se inserta en la membrana de las células
intestinales y forma poros permeables especificamente a iones. Este evento interrumpe el
proceso digestivo y causa la muerte del insecto.

No existen receptores para las delta-endotoxinas de B. thuringiensis en la superficie de las
células intestinales de mamiferos, por lo tanto los humanos no son susceptibles a estas
proteinas. Esto se ha confirmado en numerosos estudios de bioseguridad llevados a cabo en
animales de laboratorio, que son tradicionalmente sustitutos experimentales de humanos. Los
resultados de algunos de estos ensayos se han publicado en revisiones cientificas (Ignoffo,
1973; Shadduck et al., 1983; Siegel & Shadduck, 1989). Los resultados no publicados de los
ensayos de bioseguridad generados por firmas que registraron las preparaciones comerciales
de B. thuringiensis, han sido igualmente resumidas en los Estandares de Registro para
Formulaciones de Bt de la Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU. (Environmental
Protection Agency, EPA 1988). Una formulacién tipica estd compuesta por esporas Bt y
endotoxinas proteicas Bt, consistiendo estas Ultimas en hasta un tercio del peso de las
esporas. Los insectos blanco son susceptibles a dosis orales de proteinas Bt, mientras que, por
su parte, no existe evidencia de efecto téxico alguno en mamiferos, peces o aves de
laboratorio, a los que se les suministraron dosis equivalentes de hasta 10 ug de proteina por
gramo de peso corporal. No se observaron efectos negativos en insectos no blanco con dosis
mas de 100 veces superior a la necesaria para controlar insectos plaga (EPA, 1988). Ademas
de la falta de receptores para las proteinas Bt, la ausencia de efectos adversos en animales no
blanco es mayor aun por la poca solubilidad y estabilidad de las proteinas Bt en el medio acido
del estébmago. Las condiciones &cidas estomacales y la presencia de &cidos biliares
desnaturalizan las proteinas Bt, facilitando su rapida degradacion (EPA MRID no. 43439201).
Las delta-endotoxinas activadas enziméaticamente in vitro resultan también no toxicas cuando
se administran oralmente a animales de laboratorio. Incluso si las toxinas proteicas Bt activadas
pudieran ingresar al tracto digestivo de mamiferos, no existen receptores en la superficie del
tejido gastrointestinal que permitan la adhesion de la toxina proteica a la superficie celular.
Estas consideraciones cientificas demuestran el historial de uso seguro de las preparaciones
de B. thuringiensis. Basandose en la informacion cientifica disponible, la EPA y otras
instituciones cientificas regulatorias en todo el mundo han determinado que el uso de productos
de B. thuringiensis registrados no supone riesgos significativos para la salud humana u
organismos no blanco.
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Tabla 1. Endotoxinas Bt y sus actividades contra determinadas especies de insectos®

Insectos blanco principales

Proteina  Origen

Cry (subespecies Bt) Orden’ Nombres comunes

CrylAa  kurstaki L gusano de seda, polilla del tabaco, barrenador europeo
del maiz

CrylAb berlineri L,D polilla del tabaco, polilla del repollo, mosquito

CrylAc kurstaki L gusano cogollero del tabaco, gusano falso medidor del
repollo, isoca del algoddn

CrylAdl aizawai L varios lepidopteros

CrylAel alesti L gusano cogollero del tabaco

CrylBal thuringiensis L gusano del repollo

CrylBc2 morrisoni L,D varios lepidépteros

CrylCa3 entomocidus L oruga de la hoja del algodonero, mosquito

CrylCbl galleriae L oruga militar

CrylDal aizawai L oruga militar, polilla del tabaco

CrylE kenyae L oruga de la hoja del algodonero

CryEbl  aizawai L varios lepidépteros

CryFa aizawai L barrenador europeo del maiz, oruga militar

Cry2Aa  kurstaki L,D lagarta peluda, mosquito

Cry2Ab kurstaki L lagarta peluda, gusano falso medidor del repollo, polilla
del tabaco

Cry2Ac shangai L polilla del tabaco, lagarta peluda

Cry3Aa  sandiego C escarabajo de la papa del Colorado

Cry3Aa3 tenebrionis C escarabajo de la papa del Colorado

CryBa tolworthi C escarabajo de la papa del Colorado

Cry7Aa  N/D® C escarabajo del pepino

CrydAa israelensis D mosquito (Aedes y Culex)

CryBa israelensis D mosquito (Aedes)

Cry9Aa  galleriae L polilla de la cera o falsa tifia

Cry9Ba  galleriae L polilla de la cera o falsa tifia

1. Adaptado de Krattiger (1997)
2. L: Lepidoptera; C: Coleoptera; D: Diptera
3. N/D: No disponible
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Capitulo 5- Método de transformacion

Se requiere una descripcion detallada de las caracteristicas moleculares de la planta
transgénica para demostrar que el obtentor ha analizado criticamente dicha planta y sus
productos, incluyendo todos los genes y proteinas nuevas. El método por el cual se introduce la
nueva caracteristica en la planta receptora determina, en parte, los requerimientos de
informacién para la evaluacién de la biologia molecular de la planta. Los dos métodos
principales para introducir nuevo material genético en células vegetales son el bombardeo con
microparticulas y la transformacién mediada por Agrobacterium. Cada una de estas técnicas,
descriptas en mayor detalle a continuacion, presenta cuestiones especificas que deben ser
tratadas.

Transformacién mediada por Agrobacterium

Agrobacterium es un microorganismo fitopatégeno del suelo que usa procesos de ingenieria
genética para “dominar” parte de la maquinaria metabdlica de la célula vegetal hospedadora,
de modo de derivar algunas de las fuentes de carbono y nitrégeno de la célula hospedadora
para la produccién de nutrientes bacterianos (opinas), los cuales pueden ser catabolizados
especificamente por la bacteria invasora (Tempe & Schell, 1977). Las células parasitadas son
también inducidas a proliferar, y el tumor resultante en la enfermedad “agalla de la corona” es
el resultado directo de la incorporacion de una region del ADN transferido, ADN-T, derivado de
un megaplasmido circular Ti (inductor de tumor, 150-250 kB) de A. tumefaciens, en el genoma
de la planta hospedadora.

La comprension de este proceso natural de transformacion, junto con la idea de que cualquier
porcion de ADN fordneo colocada entre las secuencias borde del ADN-T puede ser transferida
a células vegetales, llevd a la construccion del primer vector y sistema bacteriano de
transformacion vegetal (para una revisién bibliografica ver Hooykaas & Shilperoort, 1992).
Desde el primer informe de una planta transgénica de tabaco que expresaba genes foraneos
(Fraley et al., 1983), se ha logrado un gran progreso en el conocimiento a nivel molecular del
proceso de transferencia de genes mediada por Agrobacterium. A. tumefaciens infecta
naturalmente sélo especies dicotiledéneas, aunque los métodos de transformacion mediada
por Agrobacterium también se han aplicado a plantas monocotiledéneas recientemente. Tal es
el caso del arroz (Hiei et al. 1994; Cheng et al. 1998), banana (May et al., 1995), maiz (Ishida et
al., 1996), trigo (Cheng et al., 1997) y cafia de azUcar (Enriqguez-Obregén, 1997 y 1998;
Arencibia et al., 1998). Se ha publicado un analisis exhaustivo de las estrategias para la
aplicacion practica de esta metodologia (Birch, 1997).

La transformacién de tejido vegetal mediada por Agrobacterium resulta generalmente en un
bajo numero de copias, minimos rearreglos, y una eficiencia de transformacién superior a la
obtenida por métodos de transformacion directa, como el bombardeo con microparticulas
(Pawlowski & Somers, 1996; Gelvin, 1998).

Hasta 1995 se pensaba que las secuencias comprendidas entre el borde izquierdo y derecho
del ADN-T eran los Unicos elementos transgénicos que se transferian a la célula receptora.
Ramanathan y Veluthambi (1995), Wenk et al. (1997) y Kononov et al. (1997) demostraron que
hay secuencias del vector por fuera de los bordes del ADN-T que también podian ser
integradas junto con los genes de interés. Los ensayos de Kononov et al. (1997) demostraron
que las secuencias plasmidicas podian integrarse al genoma receptor acopladas a las
secuencias del borde izquierdo o derecho, o como una unidad independiente, no ligada al
ADN-T. Matzke & Matzke (1998) establecieron que las secuencias plasmidicas que se unen al
ADN-T y al ADN receptor parecen ser especialmente deletéreas para la expresion génica, y
esta observacion fue avalada por el hallazgo, por parte de los mismos autores, de que
fragmentos plasmidicos separados del ADN-T se correlacionaban con transgenes expresados
en forma estable.
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Las plantas que se transforman en forma independiente con el mismo plasmido tendran
comunmente diferentes niveles de expresion, un fenémeno que no siempre se correlaciona con
el nimero de copias (Gelvin, 1998). En cambio, la expresion diferencial de los transgenes ha
sido atribuida por algunos autores a “efectos posicionales”, donde la posicién del sitio de
integracion del ADN-T en el genoma receptor afecta el nivel de expresién del transgén. Sin
embargo, otras investigaciones han indicado que otros factores, ademas -o mas alla- de la
posicidn del sitio de integracion, contribuyen al nivel de expresion del transgén (Gelvin, 1998).
Esto es particularmente cierto para los arreglos variables que las secuencias transgénicas
pueden sufrir en el genoma receptor.

El ADN-T se puede integrar en el genoma receptor en patrones alternativos al de copia Unica
en un unico sitio. También pueden ocurrir multiples copias o repeticiones invertidas y otros
patrones complejos. La presencia de insertos de ADN-T multiméricos, especialmente
estructuras repetidas invertidas, se correlaciona fuertemente con el fendbmeno de
silenciamiento del transgén (Gelvin, 1998).

La expresion variable de los transgenes o el silenciamiento génico es un fendmeno ubicuo en
las plantas transgénicas, asi hayan sido producidas por métodos de transformacion directa o
mediada por Agrobacterium. El silenciamiento génico puede ser el resultado de las
interacciones entre las multiples copias del transgén y genes enddgenos relacionados, y esta
asociado con mecanismos basados en homologia de secuencia que actian tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional (Matzke & Matzke, 1998). El silenciamiento que es
resultado del impedimento de la iniciacién de la transcripcién esta usualmente asociado a la
metilacion de las citosinas y/o a la condensacion de la cromatina (Fagard & Vaucheret, 2000),
mientras que el silenciamiento post-transcripcional (co-supresion) involucra una incrementada
degradacién del ARN en el citoplasma (Matzke & Matzke, 1998).

Una tercera categoria de silenciamiento ha sido propuesta para las consecuencias de los
efectos posicionales, donde el ADN vegetal flanqueante y/o la localizacion cromosdmica
desfavorable ejercen un efecto de silenciamiento sobre el transgén (Matzke & Matzke, 1998).
Acorde a Matzke & Matzke (1998), este tipo de silenciamiento refleja el estado epigenético de
las secuencias enddgenas flanqueantes al sitio de insercién o la tolerancia de regiones
particulares del cromosoma para la insercién de ADN foraneo.

Bombardeo con microparticulas

El bombardeo con microparticulas (también conocido como biobalistica o aceleracion de
particulas) es una técnica usada para hacer llegar ADN en forma directa al genoma receptor, y
se comprob6 que es (til para la transformacion de especies recalcitrantes a la infeccién por
Agrobacterium. En resumen, el ADN plasmidico o lineal con el/los gen/es de interés se fija a
particulas de tungsteno u oro (microparticulas o microcarriers), las cuales son impulsadas hacia
las células receptoras a alta velocidad para que logren penetrar en sus nucleos. Dentro del
nucleo, el ADN se separa de la microparticula y se integra al genoma receptor. El bombardeo
con microparticulas se puede utilizar para transformar tejidos de la mayoria de las especies
vegetales, sin embargo, comparado con Agrobacterium es relativamente ineficiente para
producir células vegetales transformadas en forma estable.

La transformacion de tejidos vegetales por biobalistica da como resultado patrones de
integracion de los transgenes que generalmente muestran al transgén integrado en su longitud
completa, rearreglos del transgén que difieren en tamafio con el inserto de longitud completa,
concatenacién ocasional del pladsmido introducido que lleva el transgén, y variacién en el
namero de copias entre los elementos transgénicos de longitud completa y parcial (Pawlowski
& Somers, 1996). El nUmero de copias del transgén puede variar desde 1 hasta 20. Las copias
multiples usualmente co-segregan como un locus transgeénico, indicando que las secuencias se
han integrado en loci cercanamente ligados o0 en un unico locus, en vez de haberse integrado
aleatoriamente a lo largo de todos los cromosomas (Pawlowski & Somers, 1996).

La caracterizacion molecular de las plantas transgénicas obtenidas por bombardeo con
microparticulas ha evidenciado grandes rearreglos de las secuencias transgénicas (Pawlowski
& Somers, 1996). Estos rearreglos pueden observarse en analisis de Southern blot como
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fragmentos de hibridacién de tamafio distinto al inserto de longitud completa. Los fragmentos
mayores son indicativos de concatenacién (en la misma direccién o en direccion invertida). Los
concatémeros de insertos de ADN se pueden deducir al digerir al ADN genémico con una
enzima de restriccion que corte en un Unico sitio dentro del elemento transgénico. Asi, se
resolveran multiples copias del inserto de ADN por Southern blot. Los concatémeros se pueden
formar por recombinacién homéloga del ADN transformado o por ligacién de extremos romos
obtenidos a partir de extremos cohesivos producidos por una actividad exonucleasa limitada
(Folger et al., 1982 y Rohan et al., 1990 en Pawlowski & Somers, 1996). Los fragmentos
menores al de longitud completa son evidencia de deleciones o truncamientos.

Los fragmentos de ADN transgénico mayores al de longitud completa también pueden
ocasionarse por intercalacion del ADN insertado con ADN del receptor. Powlowski y Somers
(2998) informaron que cada una de las 13 lineas de avena transformadas usando bombardeo
con microparticulas tenia copias intactas del transgén, ademas de fragmentos mdltiples,
rearreglos y/o transgenes truncados. Los sitios de insercion variaron entre 2 y 12, y todos los
fragmentos de ADN transgénico cosegregaron. Los autores determinaron que el ADN
transgénico estaba intercalado con ADN gendémico receptor/endégeno. Este mismo fendmeno
también ha sido informado para arroz (Cooley et al., 1995).

CASO DE ESTUDIO MON810

Descripcion del método de transformacion

El ADN plasmidico se introdujo por el método de aceleracion de particulas de Klein et al. (1987)
en la linea Hi-ll de maiz, derivada de las lineas endocriadas A188 y B73 (Armstrong et al.,
1991). Estas son lineas endocriadas publicas desarrolladas en EE.UU. por la Universidad de
Minnesota y la Universidad Estatal de lowa, respectivamente. El ADN plasmidico se precipité
sobre microparticulas de tungsteno u oro usando cloruro de calcio y espermidina. Una gota de
las particulas recubiertas fue colocada sobre un proyectil (macrocarrier) plastico, el cual fue
acelerado a alta velocidad a través del cafién de aceleracion por la fuerza explosiva de una
descarga de pélvora. Las células vegetales blanco fueron incubadas en un medio de cultivo de
tejidos suplementado con 2,4-D para permitir el desarrollo de callos.

A pesar de que la solucién de ADN utilizada para la transformacion contenia genes codificantes
para la tolerancia a glifosato (genes cp4 epsps y gox), que permiten la seleccién de las células
transformadas en medios de cultivo adicionados con glifosato, estos genes no estan presentes
en las plantas MON810. La célula que dio origen a la linea MONB810 fue probablemente un
escape a la seleccion con glifosato. Las células en el entorno a la que origind MON810
pudieron haber degradado el glifosato disponible, permitiendo que la célula en cuestion
sobreviva. Las plantas fueron subsecuentemente regeneradas a partir de tejido de callo en
ausencia de glifosato y fueron evaluadas para determinar la expresion de la proteina CrylAb.

La construccién

La linea MON810 de maiz se obtuvo transformando el genotipo Hi-Il de maiz con una solucion
de ADN que contenia dos plasmidos, PV-ZMBKO7 y PV-ZMGTIO. El plasmido PV-ZMBKO7
contiene el gen crylAb y el plasmido PV-ZMGTIO contiene los genes cp4 epsps y gox. Ambos
plasmidos contienen el gen nptll bajo el control de un promotor bacteriano necesario para la
seleccion de las bacterias que contengan cualquiera de los dos plasmidos, y un origen de
replicacién del plasmido pUC (ori-pUC) necesario para la replicaciéon del pldsmido dentro de la
bacteria. Una descripciéon de los elementos de ADN incluidos en PV-ZMBKO7 se encuentra en
la Tabla 1. Aunque también se proveen los detalles del vector PV-ZMGTIO, ninguna de las
secuencias de ADN provenientes de dicho vector estan presentes en MON810.
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Tabla 1. Resumen de los elementos genéticos del plasmido PV-ZMBKO07

Elemento  Tamafio Funcion

genético (kb)

E35S 0,61 Promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Odell et al 1985) con la
region potenciadora (enhancer) duplicada (Kay et al 1985)

intron 0,80 Intrén del gen hsp70 (proteina de choque térmico) del maiz para aumentar

hsp70 los niveles de transcripcién (Rochester et al 1986)

CrylAb 3,46 Gen que codifica la proteina Cry1Ab idéntica a la natural (Fischloff et al
1987)

NOS 3 0,26 Region 3’ no traducida del gen de la nopalina sintasa que termina la

transcripcion y dirige la poliadenilacion (Fraley et al 1983)

lacz 0,24 Una secuencia codificante parcial del gen lacZ de E. coli, el promotor Plac y
la secuencia codificante parcial de la proteina beta galactosidasa de pUC119
(Yanisch-Perron et al 1985)

ori-puC 0,65 Origen de replicacion para el plasmido pUC que permite la replicacion en E.
coli (Vieira & Messing 1987)
nptll 0,79 Gen de la enzima neomicina fosfotransferasa tipo Il. Confiere resistencia a

antibiéticos aminoglicésidos y asi permite la seleccién de bacterias que
contienen el plasmido (Beck et al 1982)

Vector PV-ZMBKO7 de expresion en planta: El vector plasmidico PV-ZMBKO7 (7,794 pb; Fig.
1) contiene el gen crylAb proveniente de B. thuringiensis bajo el control del promotor
potenciado del transcripto 35S del CaMV (E35S) (Kay et al., 1985; Odell et al., 1985), de
aproximadamente 0,6 kb. Localizado entre el promotor E35S y el gen crylAb, se encuentra el
intrén de 0,8 kb del gen hsp70 (heat shock protein) de maiz, incluido para incrementar los
niveles de transcripcion del gen (Rochester et al., 1986). El intron hsp70 se encuentra seguido
por el gen crylAb de 3,47 kb (Fischhoff et al. 1987). El gen crylAb esté unido a la secuencia 3’
no traducible de 0,27 kb del gen nopalina sintasa, 3’ nos (Fraley et al., 1983), la cual provee la
sefial de poliadenilacion del ARNm.

El gen crylAb tiene una longitud de 3.468 nucledtidos y codifica para la proteina CrylAb [B-t-k.
HD-1] completa de 1156 aminoé&cidos (Fischhoff et al., 1987), la cual, al ser sometida a tripsina,
da como producto una proteina activa resistente a tripsina de aproximadamente 600
aminodcidos en planta e in vitro (EPA MRID no. 43533203). La secuencia del gen crylAb fue
modificada para aumentar los niveles de expresion en maiz (Perlak et al., 1991). El gen crylAb
en la linea MON810 de maiz codifica para la proteina CrylAb idéntica a la de la naturaleza
(Fischhoff et al. 1987). La secuencia aminoacidica deducida para la proteina CrylAb se
encuentra en la Fig. 2.

La region alfa del gen lacZ, que codifica para la enzima beta-galactosidasa, se encuentra
presente en el plasmido PV-ZMBKO7 bajo el control de un promotor bacteriano. Esta regién
contiene un sitio de mdltiple clonado (polylinker) que permite el clonado de los genes deseados
dentro del vector (Vieira y Messing, 1987). La region alfa del gen lacZ esta seguida por un
origen de replicacion plasmidico de 0,65 kb funcional en E. coli (Vieira y Messing, 1987).

A continuacién de la regién ori-pUC se encuentra el gen que codifica para la enzima neomicina
fosfotransferasa tipo 1l (nptll). Esta enzima confiere resistencia contra antibiéticos
aminoglucdsidos (por ej.: kanamicina y neomicina) y fue utilizado para la seleccion de bacterias
transformadas durante la etapa de construccion del plasmido. La secuencia codificante del gen
nptll deriva del transposén procariota Tn5 (Beck et al., 1982) y se encuentra bajo su propio
promotor bacteriano.
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1 MDNNPNINEC IPYNCLSHNPE VEVLGGERIE TGYTPIDISL SLTQFLLSEFR
51 VPGAGEFVLGL VDIIWGIFGP SCOWDAFLVOI EQLINQRIEE FARNOATISRL
101 EGLSNLYQIY AESFREWEAD PTNPALREEM RIQFNDMNSA LTTAIFLFAV
151 QNYQVPLLSV YVQAANLHLS VLRDVSVFGQ RWGFDAATIN SRYNDLTRLI
201 GNYTDHAVEW YNTGLERVWG PDSRDWIRYN QFRRELTLTV LDIVSLEFNY
251 DSRTYPIRTYV SQLTREIYTN PVLENFDGSF RGSAQGIEGS IRSPHLMDIL
301 NSITIYTDAH RGEYYWSGHQ IMASPVGFSG PEFTFPLYGT MGNARPQQRI
351 VAQLGQGVYR TLSSTLYRRP FNIGINNQQL SVLDGTEFAY GTSSNLPSAV
401 YRKSGTVDSL DEIPPQNNMNV PPRQGFSHRL SHVSMFRSGE SNSSVSIIRA
451 PMFSWIHRSA EFNNIIPSSQ ITQIPLTEST NLGSGTSVVE GPGFTGGDIL
501 RRTSPGQIST LRVNITAPLS QRYRVRIRYA STTNLQFHTS IDGRPINQGN
551 FSATMSSGSN LQSGSFRTVG FTTPENFSNG SSVFTLSAHV FNSGNEVYID
601 RIEFVPAEVT FEAEYDLERA QKAVNELFTS SNQIGLKTDV TDYHIDOQVSN
651 LVECLSDEFC LDEKKELSEE VEHAKRLSDE RNLLODPNFR GINRQLDRGH
701 RGSTDITIQG GDDVFEENYV TLLGTFDECY PTYLYQKIDE SKLEAYTRYQ
751 LRGYIEDSQD LEIYLIRYNA KHETVNVPGT GSLWPLSAPS PIGKCAHHSH
801 HFSLDIDVGC TDLNEDLGVW VIFKIKTQODG HERLGNLEFL EGRAPLVGEA
851 LARVERAEKK WRDKREKLEW ETNIVYKEAK ESVDALFVNS QYDRLOARDTN
901 IAMIHAADKR VHSIREAYLP ELSVIPGVNA AIFEELEGRI FTAFSLYDAR
951 NVIENGDFNN GLSCWNVKGH VDVEEQNNHR SVLVVEEWEA EVSQEVRVCE
1001 GRGYILEVTA YKEGYGEGCV TIHEIENNTD ELKFSNCVEE EVYFNNTVTC
1051 NDYTATQEEY EGTYTSRNRG YDGAYESNSS VPADYASAYE EKAYTDGRRD
1101 NPCESNRGYG DY¥TELPAGYV TEKELEYFPET DEVWIEIGET EGTFIVDSVE
1151 LLLMEE

Fig. 1. Mapa del plasmido PV-ZMBKO7. Se Fig. 2. Secuencia de aminoécidos deducida de la proteina
muestran los sitios de restriccibn (y sus CrylAb.

localizaciones en pares de bases) usados en el

analisis de Southern blot

Vector PV-ZMG10 de expresién en planta: Esta descripcion de las funciones de las
secuencias contenidas en PV-ZMG10 es netamente informativa, ya que ninguna de las
secuencias génicas de este vector se ha detectado en MONS810. El plasmido PV-ZMG10
contiene los genes gox y cp4 epsps fusionados a los péptidos sefial de transito a cloroplasto
ctpl y ctp2, respectivamente. Ambas regiones codificantes se encuentran bajo el control del
promotor 35S potenciado, el intron de hsp70 de maiz y la secuencia terminadora 3’ nos. El
vector PV-ZMG10 contiene las mismas regiones alfa lacZ, ori-pUC y nptll descriptas para PV-
ZMBKO7.

El gen cp4 epsps fue aislado de Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 (Barry et al., 1992) y se
ha demostrado que tiene el potencial de otorgar alta resistencia a la inhibiciéon por glifosato
cuando se lo introduce en plantas (Padgette et al. 1993). El glifosato se une y bloquea la
actividad de su enzima blanco, EPSPS, una enzima de la ruta biosintética de los aminoacidos
aromaticos. La proteina CP4 EPSPS representa una de las tantas formas distintas de proteina
EPSPS que se encuentran en la naturaleza (Schuls et al., 1985). CP4 EPSPS es altamente
tolerante a la inhibicion por glifosato y tiene una alta eficiencia catalitica, comparada con la
mayoria de las proteinas EPSPS (Barry et al., 1992; Padgette et al.,, 1993). Las células
vegetales que expresan la proteina CP4 EPSPS son tolerantes al glifosato cuando se
encuentra presente en los medios de crecimiento, ya que la accién continua de la enzima CP4
EPSPS logra cumplir la funciéon necesaria para la sintesis de los aminoacidos aromaticos. El
gen cp4 epsps no se encuentra presente en la linea MON810.

El gen cp4 epsps presente en PV-ZMGT10 contiene un péptido de transito a cloroplasto, ctp2,
aislado del gen epsps de Arabidopsis thaliana (Klee & Rogers, 1987), el cual dirige a la
proteina CP4 EPSPS al cloroplasto, que es la localizacion de la proteina EPSPS en las plantas
y el sitio de la sintesis de los amino&cidos aromaticos (Kishore and Shah, 1988). El gen cp4
epsps con su ctp2 tiene una longitud aproximada de 1,7 kb. El casete del gen cp4 epsps
(promotor hasta secuencia de terminacién 3’) esta unido al casete gox.

El gen gox, que codifica para la enzima glifosato oxidoreductasa (GOX) que metaboliza al
glifosato, fue clonado a partir de Achromobacter sp. (nuevo género Ochrobactrum anthropi)
cepa LBAA (Hallas et al., 1988; Barry et al., 1992; Barry et al., 1994). La proteina GOX se dirige
a los plastidos con un péptido sefial de transito a cloroplasto, ctpl. La secuencia ctpl deriva del
gen que codifica para la subunidad pequefa de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (ssula) de
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Arabidopsis thaliana (Timko et al., 1988). La enzima GOX degrada el glifosato convirtiéndolo en
acido aminometilfosfonico (AMPA) y glioxilato (Padgette et al., 1994). El gen gox no se
encuentra en la linea MON810.

Referencias

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Arencibia, A.D., Carmona, E.R., Tellez, P., Chan, M.T. Yu, S.M., Trujillo, L.E. & Oramas, P. (1998).
An efficient protocol for sugarcane (Saccharum spp. L.) transformation mediated by Agrobacterium
tumefaciens. Transgenic Research 7, 1-10.

Armstrong, C.L., Green, C.E. & Phillips, R.L. (1991). Development and availability of germplasm with
High Type Il culture formation response. Maize Genetics Corporation Newsletter 65, 92-93.

Barry, G., Kishore, G., Padgette, S., Taylor, M., Kolacz, K., Weldon, M., Re, D., Eichholtz, D., Fincher,
K. & Hallas, L. (1992). Inhibitors of amino acid biosynthesis: strategies for imparting glyphosate
tolerance to crop plants. pp. 139 - 145. In: Biosynthesis and Molecular Regulation of Amino Acids in
Plants. Singh et al. (eds.). American Society of Plant Physiologists.

Beck, E., Ludwig, G., Auerswald, E.A., Reiss, B. & Schaller, H. (1982). Nucleotide sequence and
exact localization of the neomycin phosphotransferase gene from transposon Tn5. Gene 19, 327-336.

Birch, R.G. (1997). Plant transformation: Problems and strategies for practical application. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 48, 297-326.

Cheng, M, Fry, J.E., Pang, S.Z., Zhou, H.P., Hironaka, C.M., Duncan, D.R., Conner, W. & Wan, Y.C.
(1997). Genetic transformation of wheat mediated by Agrobacterium tumefaciens. Plant Physiology
115, 971-980.

Cheng, XY, Sardana, R., Kaplan, H. & Altosaar, . (1998). Agrobacterium-transformed rice expressing
synthetic crylAb and crylAc genes are higly toxic to striped stem borer and yellow stem borer. Proc.
of the Natl. Acad. of Sci. 95, 2767-2772.

Cooley, J., Ford, T. & Christou, P. (1995). Molecular and genetic characterization of elite transgenic
rice plants produced by electric-discharge particle acceleration. Theor. Appl. Genet. 90, 97-104.

Enriquez-Obregén, G.A., Vazquez-padron, R.l., Prieto-sansonov, D.L., de la Riva, G.A. & Selman-
Housein,G. (1998). Herbicide resistant sugarcane (Saccharum officinarum L.) plants by
Agrobacterium-mediated transformation. Planta 206, 20-27.

Enriquez-Obregon, G.A., Vazquez-Padrén, R.l., Prieto-Samsoénov, D.L., Pérez, M. & Selman-
Housein, G. (1997). Genetic transformation of sugarcane by Agrobacterium tumefaciens using
antioxidant compounds. Biotecnologia Aplicada 14, 169-174.

EPA MRID no. 43533203. Lee, T.C., Bailey, M. & Sanders, P.R. .Compositional Comparison of
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-I Protein Produced in ECB Resistant Corn and the
Commercial Microbial Product, DIPEIXY., Study Number 94-01-39-12, an unpublished study
conducted by Monsanto Company.

Fagard, M. & Vaucheret, H. (2000). (Trans) gene silencing in plants: How many mechanisms? Annu.
Rev. Plant. Physiol. Plant Mol. Biol. 51, 167-194.

Fischhoff, D. A., Bowdish, K.S., Perlak, F.J., Marrone, P.G., McCormick, S.M., Niedermeyer, J.G.,
Dean, D.A., Kusano-Kretzmer, K., Mayer, E.J., Rochester, D.E., Rogers, S.G. & Fraley, R.T. (1987).
Insect tolerant transgenic tomato plants. Biotechnology 5, 807-813.

Fraley, R.T., Rogers, S.G., Horsch, R.B., Sanders, P.R., Flick, J.S., Adams, S.P., Bittner, M.L., Brand,
L.A., Fink, C.L., Fry, J.S., Galluppi, G.R., Goldberg, S.B., Hoffmann, N.L. & Woo, S.C. (1983).
Expression of bacterial genes in plant cells. Proc. Natl. Acad. Sci. 80, 4803-4807.

Gelvin, S.B. (1998). The introduction and expression of transgenes in plants. Current Opinion in
Biotechnology 9, 227-232

Hallas, L. E., Hahn, E. M. & Komdorfer, C. (1988). Characterization of microbial traits associated with
glyphosate biodegradation in industrial activated sludge. J. Industrial Microbiol. 3, 377-385.

Harrison, L.A., Bailey, M.R., Leirngruber, R.M., Smith, C.E., Nida, D.L., Taylor, M.L., Gustafson, M.,
Heeren, B. & Padgette, S.R. (1993). Characterization of microbially-expressed protein: CP4 EPSPS.
Study Number 92-01-30-14, MSL-12901, an unpublished study conducted by Monsanto Company.
EPA MWD no. 43643301.

Hiei, Y., Ohta, S., Komari, T. & Kumashiro, T. (1994). Efficient transformation of rice (Oriza sativa)
mediated by Agrobacterium and sequence analysis of the boundaries of the T-DNA. The Plant
Journal 6, 271-282.

20



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Capitulo 5 — Método de transformacion

Hooykaas, P.J.J. & Shilperoort, R.A. (1992). Agrobacterium and plant genetic engineering. Plant
Molecular Biology 19, 15-38.

Ishida, Y., Saito, H., Ohta, S., Hiei, Y., Komari, T. & Kumashiro, T. (1996). High efficiency
transformation of maize (Zea mays L.) mediated by Agrobacterium tumefaciens. Nature
Biotechnology 4, 745-750.

Kay, R., Chan, A., Daly, M. & McPherson, J. (1985). Duplication of CaMV 35S promoter sequences
creates a strong enhancer for plant genes. Science 236, 1299-1302.

Kishore, G. & Shah, D. (1988). Amino acid biosynthesis inhibitors as herbicides. Ann. Rev. Biochem.
57, 627-663.

Klee, H. J. & Rogers, S. G. (1987). Cloning of an Arabidopsis gene encoding 5-enolpyruvylshikirnate-
3-phosphate synthase: sequence analysis and manipulation to obtain glyphosate-tolerant plants. Mol.
Gen. Genet. 210, 437-442.

Klein, T.M., Wolf, E.D., Wu, R. & Sanford, J.C. (1987). High velocity microprojectiles for delivering
nucleic acids in living cells. Nature 327, 70-73.

Kononov, M.E., Bassuner, B. & Gelvin, S.B. (1997). Integration of T-DNA binary vector “backbone”
sequences into the tobacco genome: evidence for multiple complex patterns of integration. The Plant
Journal 11, 945-957.

Matzke, A.J.M. & Matzke, M.A. (1998). Position effects and epigenetic silencing of plant transgenes.
Current Opinion in Plant Biology 1, 142-148.

May, G.D., Afza, R., Mason, H.S., Wiecko, A., Novak, F.J. & Arntzen, C.J. (1995). Generations of
transgenic Banana (Musa acuminata) plants via Agrobacterium-mediated transformation.
Biotechnology 13, 486-492.

Odell, J.T., Nagy, F. & Chua, N-H. (1985). Identification of DNA sequences required for activity of the
cauliflower mosaic virus 35S promoter. Nature 313, 810-812.

Perlak, F.J., Fuchs, R.L., Dean, D.A., McPherson, S.L. & Fischhoff, D.A. (1991). Modification of the
coding sequence enhances plant expression of insect control protein genes. Proc. Natl. Acad. Sci. 88,
3324-3328.

Powlowski, W.P. & Somers, D.A. (1996). Transgene inheritance in plants genetically engineered by
microprojectile bombardment. Molecular Biotechnology 6, 17-30.

Powlowski, W.P. & Somers, D.A. (1998). Transgenic DNA integrated into the oat genome is
frequently interspersed by host DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. 95, 12106-12110.

Ramanathan, V. & Veluthambi, K. (1995). Transfer of non-T-DNA portions of the Agrobacterium
tumefaciens Ti plasmid pTiA6 from the left terminus of TL-DNA. Plant Molecular Biology 28, 1149-
1154.

Rochester, D.E., Winer, J.A. & Shah, D.M. (1986). The structure and expression of maize genes
encoding major heart shock protein hsp70. EMBO J. 5, 451-458.

Schulz, A., Kruper, A. & Amrhein, N. (1985). Differential sensitivity of bacterial 5
enolpyruvylshikimate-3 -phosphate synthases to the herbicide glyphosate. FEMS Microbiology Letters
28, 297-301.

Tempe, J. & Schell, J. In: Translation of Natural and Synthetic Polynucleotides, A.B. Legocki, Ed.
(Poznan University of Agriculture, Poznan, Poland, 1977) p.416.

Timko, M. P., Herdies, L., de Alarneida, E., Cashrnore, A.R., Leemans, J. & Kreffers, E. (1988).
Genetic engineering of nuclear-encoded components of the photosynthetic apparatus of Arabidopsis.
In: The Impact of Chemistry on Biotechnology — A Multidisciplinary Discussion. ACS Books,
Washington, DC. pp. 279-295.

Viera, J. & Messing, J. (1987). Production of single-stranded plasmid DNA. Methods Enzymol. 153, 3-
11.

Wenck, A., Czako, M., Kanevski, I. & Marton, L. (1997). Frequent collinear long transfer of DNA
inclusive of the whole binary vector during Agrobacterium-mediated transformation. Plant Molecular
Biology 34, 913-922.20.

Yanisch-Perron, C., Vieira, J. & Messing, J. (1985). Improved M13 phage cloning vectors and host
strains: nucleotide sequences of the M13 mp18 and pUC19 Vectors. Gene 33, 103-119.

21



Capitulo 6 — Caracterizacion molecular del ADN insertado

Capitulo 6 — Caracterizacion molecular del ADN insertado

Es necesaria una descripcién detallada de las caracteristicas moleculares de la planta
modificada para demostrar que el obtentor ha analizado criticamente la planta y sus productos,
incluyendo todos los genes y proteinas nuevas. Se usa la caracterizacion de una planta
transgénica a nivel molecular para proveer informacién acerca de: la composicién e integridad
del ADN insertado; el nimero de copias del ADN insertado; el nimero de sitios de insercion; y
el nivel de expresion de la(s) nueva(s) proteina(s) a lo largo del tiempo y en los diferentes
tejidos. El conocimiento de los genes introducidos, o modificados, su regulacion y el sitio de
integracion dentro del genoma receptor en el caso de las plantas transgénicas, puede brindar
informacion sobre posibles consecuencias directas e indirectas de la modificacion genética.

Por ejemplo, el potencial de que resulten efectos adversos debido a la activacién o inactivacion
producidas por la insercion, puede evaluarse caracterizando el ADN receptor adyacente y
evitando aquellos productos que contengan transgenes en la proximidad de genes end6genos
gue se sabe que afectan la produccién de compuestos alergénicos o toxicos potenciales. Por
otro lado, la caracterizacién molecular de plantas transgénicas usualmente recibe una cantidad
desproporcionada de atencién por parte de los reguladores en relacion a la informacion que
imparte en términos de alimento humano, animal o seguridad ambiental. En parte, la razén de
esto puede ser que la informacibn generada a partir de los analisis moleculares es
normalmente menos abierta a interpretaciones que la informaciéon suministrada para responder
preguntas acerca de, por ejemplo, el impacto de una planta transgénica sobre la biodiversidad.

Mientras que la informacion sobre la integridad y el nUmero de copias del ADN insertado es
requerida normalmente por las autoridades regulatorias, no existe evidencia que sugiera que
las plantas transgénicas que contienen multiples copias del ADN insertado son menos
“seguras” que las plantas similares que contienen sélo una Unica copia. Un ejemplo de un
evento aprobado que contiene un alto nimero de copias lo representa una linea de canola
(Brassica napus, evento 23-198, 23-18), la cual fue desarrollada introduciendo un gen
codificante de tioesterasa proveniente del laurel californiano (Umbellularia californica) para
aumentar los niveles de acido laurico (12:0) y, en menor medida, acido miristico (14:0). Se
estimo que el evento de transformacién original 23 contenia 15 copias de los genes, en cinco
loci genéticos independientes, tal como lo demostraron los andlisis de Southern blot y de
segregacion.

Resulta importante enfatizar que, si bien es necesaria, la caracterizacion molecular del ADN
introducido (o modificado) no es un medio suficiente para predecir posibles consecuencias
imprevistas ni es un sustituto para las determinaciones directas de la expresién génica o
cambios en el nivel de nutrientes y antinutrientes, téxicos enddgenos o posibles alergenos.
Debido a su método de obtencion, las plantas transgénicas resultan mas sencillas para
caracterizar genética y molecularmente en forma exhaustiva que otra planta obtenida por otros
métodos de mejoramiento. En este sentido, es importante distinguir entre “necesidad de
conocer” y “curiosidad por conocer” en el contexto de evaluacion de seguridad. Este tema
es de particular relevancia en Canada, donde la regulacion de alimentos nuevos y plantas con
nuevas caracteristicas incluye productos obtenidos por métodos de mejoramiento tradicional de
los cuales no es factible suministrar informacion molecular detallada. En estos ultimos
ejemplos, resulta dificil argumentar que la evaluacién de seguridad se haya visto afectada
como consecuencia de una incompleta informacion sobre secuencias de ADN. En resumen,
cuando se sigue un enfoque basado en el producto para la regulacién y evaluacion de riesgos,
deberia haber un estandar de evidencia comparable para la seguridad de los productos
regulados en forma similar dado que éstos presentan riesgos equivalentes.
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CASO DE ESTUDIO MON810

Materiales y Métodos

Purificacion de ADN: EI ADN de las lineas MON810 y control MON818 fue purificado de tejido
foliar joven proveniente de plantas crecidas en invernadero a partir de semillas cosechadas de
ensayos a campo (Sanders & Patzer, 1995). Las hojas jovenes fueron retiradas de las plantas
de ensayo, molidas en nitrégeno liquido, y mezcladas con aproximadamente 6 ml de solucion
tamponada (buffer) CTAB precalentada a 65°C [2.6%(p:p) sorbitol, 0.22 M Tris pH 8, 21 mM
EDTA, 0.8 M NacCl, 22 mM CTAB, y 1% (p/v) N-laurilsarcosina]. Las muestras fueron incubadas
30 minutos a 60°C con inversion frecuente. Luego se separ6 por centrifugacion, se extrajo el
sobrenadante con fenol:cloroformo (1:1 v/v), cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 vi/v) y se lo
precipitd con isopropanol. Los precipitados de ADN se lavaron con etanol 70%, se secaron por
vacio, y se resuspendieron en TE (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA). El ADN fue tratado con
RNasa, cuantificado y conservado a aprox. 4°C.

Se usaron aproximadamente 10-15 pg del ADN purificado de las lineas control y MON810 para
la digestion con enzimas de restriccion. EI ADN plasmidico de PV-ZMBKO07 y PV-ZMGTIO fue
utilizado como estandares de referencia. Las digestiones fueron realizadas con enzimas de
restriccion adquiridas a la firma Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN).

Preparacion de la sonda de ADN: Se prepararon sondas homdlogas a las regiones genéticas
crylAb, cp4 epsps, gox, nptll, y ori-pUC por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o0 a
partir de ADN plasmidico de PV-ZMBKO7 y PV-ZMGTIO usando digestiébn con enzimas de
restriccion, separacion en gel de agarosa y purificacion (Gene Clean Kit, Bio 101, Vista, CA o
QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Chatsworth, CA). Todas las sondas fueron marcadas
radiactivamente con **P usando el método de cebadores al azar (random priming) (Prime-It® I
Random Priming Kit, Stratagene, La Jolla, CA).

Andlisis de Southern blot: Las muestras de ADN digeridas con enzimas de restriccion fueron
separadas por electroforesis en gel de agarosa. Ademéas de las muestras de ADN, dos
marcadores de peso molecular (MPM) se mezclaron y corrieron en el gel y se agujerearon los
sitios correspondientes a sus respectivas bandas. Luego de la transferencia, los agujeros
fueron marcados con puntos de tinta indeleble y posteriormente con tinta marcada con *S,
transfiriendo efectivamente los estandares de peso correcto. La calle que contenia las marcas
de los MPM no fue incluida en las figuras. El ADN del gel de agarosa fue transferido en buffer
SSC 20X a una membrana de nylon Hybond-N® (Amersham, Arlington Heights, IL) usando un
Turboblotter (Schleicher & Schuell, Keene, NH). EI ADN fue unido covalentemente a la
membrana con un Stratalinker (Stratagene, La Jolla, CA). La membrana con el ADN transferido
fue prehibridizada en 0,5 M Na2HP047H20, 7% SDS, hibridizada con la sonda marcada
radiactivamente durante 14-16 horas a aprox. 65°C y luego lavada con 40 mM Na2HPQ04+7H20.
Los tiempos usuales de exposicion fueron 1-3 dias.

Resultados

El ADN de las plantas MON810 fue digerido con una variedad de enzimas de restriccion y
sometido a analisis de Southern blot para caracterizar el ADN que fue transferido al genoma
del maiz durante el proceso de transformacion. Especificamente, se examind el nimero de
insertos (nimero de sitios de integracion dentro del genoma de maiz) y el nimero de copias e
integridad de cada gen. Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen del andlisis de Southern blot del ADN gendmico de MON 810

Elemento genético Maiz MON810
crylAb 1 copia
gen CP4 EPSPS ausente
gox ausente
nptll — ori puC ausente
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NUumero de insertos: Para determinar el nUmero de insertos de ADN plasmidico en la linea
MONS810 de maiz, el ADN gendmico se digirié con la enzima de restriccibn Nde I. Como los
plasmidos PV-ZMBKO07 y PV-ZMGT10 no contienen sitio de restriccion para Nde |, esta enzima
corta efectivamente por fuera de cualquier inserto, liberando un fragmento que contiene el ADN
insertado mas ADN gendmico adyacente. EI ADN de las lineas transgénica MON810 y control
MONS818 fue digerido con Nde | e hibridizado con el ADN del plasmido PV-ZMBKOQO7 como
sonda. Los resultados se muestran en la Fig. 1. EIl ADN de MON818 (calle 1) produjo una
banda muy tenue y difusa de aprox. 21,0 kb, la cual se asumi6é que era inespecifica, ya que
estd presente en el ADN de ambas lineas, MON818 y MON810. EIl ADN de MON810 produjo
una banda de aprox. 5,5 kb (calle 2). Este resultado establecié que la linea de maiz MON810
protegida contra insectos contiene un fragmento de ADN integrado.

230 — o
9,42 —
6,56 —

8 —ss5

436 -

2,32 —
203 =

tamaiio (Kb)

Fig.1. Andlisis por Southern blot del ADN de MON

1,35 = 810. Los ADN genomicos del control MON 818 (calle
1.08 1) y del transgénico MON 810 (calle 2) se digirieron
= con Ndel e hibridaron con un fragmento de

restriccion marcado con 32P del plasmido PV-

0,87 — ZMBKO7. Se indican los marcadores de peso
molecular. El simbolo (*) sefiala bandas inespecificas
(ruido de fondo).

Composicion del inserto

Integridad del gen crylAb: EI ADN de MON818 y MON810 digerido con Ncol/EcoRI fue
hibridizado con una sonda del gen crylAb. Estos resultados se muestran en la Fig. 2, calles 1-
3. El control positivo de hibridizacion produjo un Unico fragmento de 3,46 kb, correspondiente al
tamafo esperado del gen crylAb. EI ADN plasmidico no fue mezclado con el ADN de MON818,
por ello es que la banda parece mayor que su verdadero peso molecular. El ADN de MON818
(calle 2) no produjo ninguna banda, como era de esperar para esta linea control. EIl ADN de
MONS810 (calle 3) produjo una unica banda de aproximadamente 3,1 kb.
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; flici £ i Fig. 3. Andlisis por Southern blot de una mezcla de los
Fig. 2. Andlisis por Southern blot del pldsmido PV- 2
ZMBKO7 (calle 1), del ADN genémico del control ~Plasmidos PV-ZMBKO7 y PV-ZMGTI0 (calles 1y 3) y
MONB818 (calle 2), o del transgénico MON810 (calle del ADN genomico de _M_ON81O (calles 2y 4), digeridos
3), digeridos con Ncol y EcoRI e hibridizados con una con Ncol y BamHiI e hibridado con una sonda marcada

32 -
sonda marcada con P especifica para el gen con P especifica para el gen CP4 EPSPS (calles 1y
crylAb. 2) o gox (calles 3y 4).

Integridad del gen cp4 epsps: ElI ADN de los plasmidos PV-ZMBKO07 y PV-ZMGT10 y el ADN
gendmico de MON810 fueron digeridos con Ncol/BamHI e hibridizados con una sonda del gen
cp4 epsps. Los resultados se muestran en la Fig. 3, calles 1 y 2. Aproximadamente 50 pg de
una mezcla de ADN de PV-ZMBKO7 y PV-ZMGT10 (calle 1) produjo una banda de tamafio
aproximado a 3,1 kb, lo cual corresponde al tamafio esperado para el fragmento cp4 epsps
como se predice a partir del mapa del plasmido PV-ZMGT10 (Fig. 3). El ADN de MON810 (calle
2) no mostré6 sefial de hibridizacion con la sonda cp4 epsps, permitiendo establecer que
MONSB10 no contiene el gen cp4 epsps.

Integridad del gen gox: El ADN de los plasmidos PV-ZMBKO7 y PV-ZMGT10 y el ADN
gendmico de MON810 fueron digeridos con Ncol/BamHI e hibridizados con una sonda del gen
gox. Los resultados se muestran en la Fig. 3, calles 3 y 4. Aproximadamente 50 pg de una
mezcla de ADN de PV-ZMBKO7 y PV-ZMGT10 (calle 3) produjo una banda, un fragmento Nco
I/Nco | de aproximadamente 3,1 kb, que corresponde al tamafio esperado para el fragmento
gox como se predice a partir del mapa del plasmido. EI ADN de MON810 (calle 4) no mostro
sefial de hibridacion con la sonda gox, permitiendo establecer que MON810 no contiene el gen
goxX.

Integridad del resto del plasmido vector: Los ADN del plasmido PV-ZMBKO07, de la linea
control MON818, y de MONB810, fueron digeridos con Ncol/EcoRI para liberar la secuencia del
vector nptll/ori-pUC y luego se hibridizd6 con el gen nptll como sonda. Los resultados se
muestran en la Fig. 4 (calles 1-3). Aproximadamente 50 pg de ADN de PV-ZMBKOQ7 produjeron
dos bandas de 2,5y 1,8 kb (calle 1). Dichas bandas corresponden al tamafio esperado para las
secuencias del vector PV-ZMBKO7. El ADN de MON818 solo (calle 2) no produjo banda alguna,
como se esperaba para la linea control no transformada. EI ADN de MON810 (calle 3) no
mostrd bandas, permitiendo establecer que no se integraron secuencias del vector al genoma
de MONB810. El Southern blot Ncol/EcoRI fue enjuagado y vuelto a hibridar con una sonda
correspondiente a la regién genética de ori-pUC. EI ADN combinado de PV-ZMBKO7/PV-
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ZMGT10 (calle 4) produjo una banda de 1,8 kb, correspondiente al tamafio esperado para el
vector PV-ZMBKO7. EI ADN de MON818 solo (calle 5) no produjo banda alguna, como se
esperaba para la linea control no transformada. EI ADN de MON810 (calle 3) no hibrid6 con la
sonda ori-pUC, permitiendo establecer que no se integraron secuencias del vector al genoma
de MON810.

1 2 3 4 5 &
23,00 —
9,42 —
6,56 —
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- 25
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E
Fig. 4. Andlisis por Southern blot del plasmido PV-
ZMBKO7 (calles 1 y 4), del ADN genémico del 1,35 —
control MON 818 (calles 2 y 5) o del transgénico 1,08 —
MON 810 (calles 3y 6), digeridos con Ncol y EcoRI
e hibridizados con una sonda marcada con 32p
especifica para la region nptll (calles 1-3) u ori-pUC 0,87 —

(calles 4-6).

Conclusiones

La linea de maiz MON810 se obtuvo por la tecnologia de aceleraciéon de particulas con una
solucién de ADN que contenia los genes crylAb, cp4 epsps, gox y nptll. La linea de maiz
MON810 tiene una Unica copia de ADN integrado contenida en un fragmento de restriccion con
Nde | de aprox. 5,5 kb, el cual contiene el promotor E35S, el intrén hsp70 de maiz y el gen
crylAb.

Referencias

1. Sanders, P.R. & Patzer, S.S. (1995). Compositional analyses of MON8O0L1 grain and silage from
the 1993 and 1994 corn field trials. Study Number 94-01-39-08, an unpublished study conducted
by Monsanto Company.
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Capitulo 7 — Estabilidad genética de la caracteristica introducida

Se debe determinar la estabilidad y herencia de cada una de las caracteristicas introducidas y
que sean funcionales en la planta transformada. Para cada caracteristica nueva, ademas del
patrén y la estabilidad de la herencia, también debe demaostrarse su nivel de expresion.

Generalmente se utilizan técnicas serolégicas para medir la expresion de la caracteristica tanto
cualitativamente (por ej., Western blot, ELISA, etc.) como cuantitativamente (por ej., ELISA,
radioinmunoensayos, etc). Si la caracteristica nueva es de las que no producen como resultado
una proteina nueva o modificada (por ej., plantas transgénicas que contienen secuencias
antisentido insertadas, como el tomate Flavr Savr ® que contiene una secuencia antisentido
correspondiente al gen que codifica para la enzima poligalacturonasa), entonces su patrén de
herencia deberd determinarse examinando directamente el ADN insertado o midiendo la
produccion del ARN transcripto.

CASO DE ESTUDIO MON810

Andlisis de segregacién de MON810

En la Tabla 1 se presentan los datos de segregacion de las plantas BCOFI (derivadas de la
cruza de RO con una linea endocriada), BCIFI (derivadas de la cruza de BCOF con la misma
linea endocriada usada para cruzar con las plantas R0), y BCIF2 (derivadas de la cruza de
plantas BCOFB individuales con una planta de prueba no transgénica y del posterior analisis de
las generaciones subsiguientes por el sistema “espiga por surco” (ear to row). Los resultados
son consistentes con un Unico inserto activo que segrega segun la genética mendeliana.

Tabla 1. Datos y andlisis segregacional de la progenie del maiz MON 810.

Generacion Real Esperado Chi cuad.
BCOF1" 44:47 45,5:45,5 0,044*
BC1F1® 10:4 7:7 1,786*
BC1F2 progenie® 69:181:77 81,75:163,5:81,75 4,138**

1.Los datos se presentan como el nimero de plantas que expresan la proteina:plantas que no la expresan, basados
en ensayos de alimentacién en barrenador europeo del maiz.

2.Los datos se presentan como el nimero de plantas que expresan la proteina:plantas que no la expresan, basados
en ensayos de ELISA para CrylAb.

3.Los datos se presentan como el numero de hileras en la espiga con plantas homocigotas para la
expresion:numero de hileras en la espiga con plantas segregantes:nimero de hileras en la espiga con plantas
homocigotas suceptibles, basados en el ensayo de alimentacion en barrenador europeo del maiz.

*No significativo, p=0,05 (Chi cuad 3,84, 1 grado de libertad)

**No significativo, p=0,05 (Chi cuad 5,99, 2 grados de libertad)

El gen crylAb en la linea de maiz MON810 demostr6 ser estable a través de siete
generaciones de cruzamientos con un parental recurrente (B73) y seis generaciones de
cruzamientos con una segunda linea endocriada no relacionada (Mol17) (Tabla 2). Las pruebas
estadisticas de chi cuadrado para las retrocruzas con B73 y con Mol7 no mostraron
desviaciones con respecto a los valores esperados con un valor p = 0,05.

Tabla 2. Estabilidad de la transferencia génica basada en los datos de segregacién para los derivados de
las retrocruzas de MON 810 en dos lineas hibridas no relacionadas (B73, Mo17).

Generacion Real Esperado Chi cuad
BC6F1(B73)" 8:13 10,5:10,5 0,762*
BC5F1(M017)l 11:11 11:11 0,045*

1.Los datos se presentan como el nimero de plantas que expresan la proteina:nimero de plantas que no la
expresan, basados en el ELISA para CrylAb. *No significativo, p=0,05 (chi cuad=3,84, 1 grado de libertad).
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Conclusién

Los datos de segregacion y estabilidad (Tablas 1 y 2) son consistentes con un unico sitio activo
de insercién para el gen crylAb en el ADN gendémico de la linea MON810 de maiz. La
estabilidad de esta insercibn se ha demostrado a través de siete generaciones de
cruzamientos.

Estabilidad del integrén
Con el fin de demostrar la integracion estable del

gen crylAb en MON810 y su progenie, se analizé MPM i 2 3 4

por Southern blot el ADN de dos conjuntos de oeon

plantas MON810, que representaban tres 1;,,‘;._,_ o g g
generaciones (Fig.1). 6.56 = N

Se utilizaron muestras de hoja de dos conjuntos -

de plantas MON810 para evaluar la estabilidad del 4,36 = = T8

ADN insertado por medio del andlisis de Southern

blot (Southern, 1975). EI maiz MON810 plantado ' — 146
en los ensayos a campo de 1994, lote de semillas s - 3.1
MONB81000 (calle 3), representa la generaciéon F1 '¥ :“ ’
de cruzamiento con B73. El maiz MONS810 2,32

plantado en los ensayos a campo de 1995, lote de 2,03 .

semillas MON81010 (calle 4), era un hibrido
obtenido por cruzamientos adicionales (F4). La
linea control no transgénica, MON 820 (lote de

semillas MON 82010) fue corrida junto con los 1,35 =
plasmidos de transformacion (calle 1, como 1,08 -
marcador de peso molecular y control de

hibridizacion) y solo (calle 2) como control. Las 0.87 -

muestras de ADN de maiz fueron digeridas con
las enzimas de restriccion Ncol/EcoRIl e
hibridadas con una sonda correspondiente a una ) .
P Fig. 1. Analisis por Southern blot de

porcion del gen crylAb. ) MONB810. Las calles 1-4 contienen las
El ADN de MON 820 mas los plasmidos (calle 1) siguientes muestras de ADN digeridas con

muestra el fragmento crylAb de 3,46 kb tal como  Ncol/EcoRI e hibridizadas con el gen

se encuentra presente en el plasmido de dcrylAb: ADN de MON82010 con ~15 pg
-, e PV-ZMBKO7 y PV-ZMGT10 (calle 1);

transformacion. El ADN de control solo (calle 2)  Apn de MON82010 (calle 2); ADN de

muestra dos bandas tenues de fondo debidas a MONB81000 (calle 3); ADN de MON 81010

hibridacidon inespecifica (indicadas con asteriscos).  (calle 4).

Ambas muestras de ADN MON810 (calles 3y 4),

representantes de distintas lineas de

cruzamientos, contienen el mismo fragmento

Ncol/EcoRlI crylAb de 3,1 kb. (Kania et al., 1995).

Conclusién

Este andlisis por Southern blot demuestra que la integracion de crylAb fue estable a través de
tres generaciones de cruzamientos de MON810.

Referencias

1. Kania, J., Keck, P.J., Levine, E. & Sanders, P.R. (1995). Molecular analysis of insect-protected corn
line MON 810. Report Number MSL-14382, an unpublished techical report by Monsanto Company.

2. Southern, E.M. (1975). Detection of specific sequence among DNA fragments separated by gel
electrophoresis. J. Mol. Biol. 98, 503-517.
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Capitulo 8 — Material expresado / efecto

La identificacion del riesgo requiere el conocimiento de los genes introducidos, de las
caracteristicas, concentracién y localizacién de los productos expresados, y las consecuencias
de dicha expresion.

En los casos en que el resultado de la modificacion es la expresion de una nueva proteina, o
polipéptido, este material debe ser caracterizado en cuanto a: identidad, funcionalidad, v,
cuando corresponda, similitud con productos de fuentes tradicionales.

La concentracion de la nueva proteina expresada en los tejidos de la planta transgénica puede
ser muy baja, muchas veces menos del 0,1% del peso seco. Ciertos estudios, tales como la
evaluacion de toxicidad aguda, que requieren relativamente grandes cantidades de material,
suelen no ser factibles al utilizar la proteina purificada a partir de los tejidos de la planta. En
reemplazo, dichos estudios utilizan normalmente la proteina purificada a partir de sistemas de
producciéon bacterianos. En esos casos, es necesario demostrar la equivalencia funcional (es
decir, propiedades fisicoquimicas y actividades biologicas equivalentes) de las proteinas
purificadas de las dos fuentes. Cuando se demuestra la equivalencia en base a estudios de
reactividad seroldgica cruzada, es importante usar antisueros (policlonales o monoclonales)
cuya especificidad haya sido bien caracterizada.

La posibilidad de modificaciones postraduccionales (por e€j., glicosilacién) en sistemas
eucariontes también debe ser considerada, ya que puede afectar el potencial alergénico.

En los casos en los cuales la modificacion resulte en la expresion de un transcripto de ARN no
traducible nuevo, se debera establecer la sensibilidad y especificidad de la accion deseada.
Ejemplos de ello incluyen la produccion de ARNm antisentido u otras especies de ARN que
resultan en la produccion reducida de un proteina endogena (por €j., plantas transgénicas que
contienen secuencias antisentido insertadas). Al evaluar la seguridad de la planta modificada
se deberan investigar alteraciones en la regulacion o la expresion de genes endbégenos no
blanco.

CASO DE ESTUDIO MON810

Ensayos a campo

En 1994 y 1995 se realizaron ensayos a campo de MON810 en localidades de las principales
regiones maiceras de EE.UU. Italia y Francia. La identidad y los niveles de expresion de la
proteina CrylAb en las muestras de tejidos vegetales colectados en estos sitios fue
determinada por la técnica de inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) (Ledesma et al., 1995).

Ensayos a campo en Estados Unidos: En 1994, los ensayos a campo se realizaron en seis
localidades distribuidas a lo largo de la principal region maicera, representando una variedad
de condiciones ambientales (Sanders et al., 1995). De cada sitio se colectaron muestras de
MONB10 y de la linea control, MON818. Los niveles de las proteinas CrylAb, CP4 EPSPS y
GOX fueron evaluados en los tejidos de maiz por ensayos de ELISA validados y especificos
para cada proteina (Tabla 1; Ledesma et al., 1995; Davies & Sanders, 1995; Elswick, 1995).
Las plantas enteras se colectaron dos semanas luego de la polinizacion. Las hojas jévenes se
recolectaron tres veces, con intervalos de dos semanas para estimar los niveles de expresion
durante la campafia de cultivo (expresion foliar a lo largo de la campafia). Debido a que el gen
nptll se encuentra bajo el control de un promotor especifico bacteriano y que la falta de su
expresion se habia demostrado previamente para MONB801 en 1993 (Davies, 1995), no se
realizaron estudios mas detallados para la proteina NPTIl en 1994,
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Tabla 1. Resumen de los niveles de proteinas es;!oecificas en tejidos de MON810 cosechados en los
ensayos de campo de Estados Unidos en 1994"

Hoja a lo largo de la campafia

Proteina Hoja Grano Planta®™® Polen’ 1° 20 30
CrylAb 9,35 0,31 4,15 0,09 9,78 8,43 491
CP4EPSPS ND° ND ND NA®

GOX ND ND ND NA

NPTII NA NA NA NA

1.Las medias se calcularon del andlisis de seis muestras vegetales, una de cada uno de los seis ensayos, a menos
gue se indique lo contrario

2.Todos los valores se expresan como g de proteina/g de peso fresco

3.Las medias se calcularon del analisis de muestras vegetales de un sitio

4. Las medias se calcularon del andlisis de dos muestras réplica de un sitio.

5.No detectado

6.No analizado

Los niveles de expresion de la proteina CrylAb en la linea MON810 de maiz fueron bajos en
relacion a la proteina total en hoja, grano y planta entera, pero resultd suficiente para otorgar
control contra el barrenador europeo del maiz durante toda la campafia. Los mayores niveles
de proteina se encontraron en hoja con 9,35 pug de CrylAb por gramo de peso fresco (pf), en
comparacion con 0,31 pg proteina/g pf en grano y 4,15 ug de la proteina/g pf en la planta
completa (los rangos fueron: CrylAb 7,93-10,34 ug/g pf en hoja joven, 3,65-4,65 pg/g pf en
planta entera y 0,19-0,39 ug/g pf en grano cosechado). Estos valores equivalen a 0,020, 0,0004
y 0,026% de la proteina por peso seco en hoja, grano y planta entera, respectivamente. La
expresion de la proteina CrylAb en el polen estuvo apenas por encima del limite de deteccion
(0,08 g de la proteina/g pf). La expresién de la proteina CrylAb en la hoja se mantuvo alta
durante los estadios de desarrollo vegetativo de la planta de maiz, tal como se detect6 en los
analisis de las muestras de hojas a lo largo de la campafa.

Las proteinas CP4 EPSPS y GOX no se detectaron en hoja, grano o planta entera de maiz
cuando se evalud por la técnica de ELISA. El andlisis molecular de la linea MON810 de maiz
también habia confirmado la ausencia de los genes cp4 epsps y gox y de secuencias de gox y
de nptll. Debido a que el gen nptll se encuentra bajo el control de un promotor especifico
bacteriano, el analisis de la proteina NPTII no se llevo a cabo.

Ensayos a campo en Europa: En 1995 se realizaron cinco ensayos a campo en las
principales regiones maiceras de Francia e Italia. Las localidades comprendieron un rango de
condiciones ambientales y de desafio por infestacibn con insectos plaga importantes
agronémicamente. Se colectaron muestras de plantas de MON810 y de la linea control,
MON820. Se colectaron muestras de hojas jévenes en todas las localidades; las muestras de
forraje y grano se colectaron de todos los sitios excepto de Mogliano Veneto TV, que fue
prematuramente destruido. En el disefio de ensayo de 1995, se colect6 forraje mas que plantas
enteras, ya que el forraje se utiliza como alimento para animales. El forraje fue cosechado en
estadio de grano pastoso. Los niveles de expresion de las proteinas CrylAb, CP4 EPSPS y
GOX se evaluaron en las plantas de maiz usando ELISAs validados especificos para cada
proteina, y se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Resumen de los niveles de proteinas especificas en tejidos de MON810 cosechados en
ensayos europeos en 1995,

Proteina (ug/g peso fresco)
Cry1Ab CP4 EPSPS® GOX?

Hoja media® 8,60 ND* ND
rango®  7,59-9,39 NA® NA
Forraje’ media 6,08 ND ND
rango 4,21-9,23 NA NA
Grano® media 0,53 ND ND
rango 0,42-0,69 NA NA

1.Todos los valores se expresan como ug de proteina/g de peso fresco

2.El analisis molecular demostré que los genes CP4epsps y gox no estan presentes en MON810
3.Las medias se calcularon del analisis de una muestra combinada (pool) de 5 sitios

4.No detectado

5.El rango indica los valores maximos y minimos del analisis de las muestras de 5 sitios.

6.No aplicable. Como la proteina no se detecta, no hay rango.

7.La media y el rango se calcularon del analisis de dos plantas combinadas (pool) de 4 sitios

Los niveles de la proteina CrylAb oscilaron entre 7,59 — 9,39 ug/g pf en hoja joven, 4,21-9,23
ug/g en forraje y 0,42-0,69 ug/g en grano cosechado. Las proteinas CP4 EPSPS y GOX no se
detectaron en los tejidos de las plantas MON810. Los niveles de la proteina CrylAb en estos
tejidos son similares a los obtenidos en las plantas crecidas en los ensayos a campo en EE.UU.
y Europa durante dos generaciones sucesivas. Los ensayos a campo se realizaron tanto en
Italia como en Francia, para producir muestras de hojas, forraje y grano para los andlisis de
expresion de los hibridos de maiz protegidos contra insectos. Los cinco hibridos de maiz fueron
desarrollados cruzando el evento MON810 con lineas endocriadas comerciales. Se usaron
versiones no modificadas de los mismos hibridos como controles. Las muestras de hoja se
colectaron solo de Italia, mientras que las muestras de forraje y grano se colectaron de ambos
sitios. Los niveles de proteina CrylAb en las muestras de maiz se evaluaron usando ELISA
validado (Tabla 3). Los ELISAs para las proteinas CP4 EPSPS y GOX no se realizaron ya que
los genes correspondientes no estan presentes en la linea MON810 (la ausencia de estas
proteinas fue confirmada en los ensayos a campo previos (Tablas 1 y 2)). Los ensayos a
campo fueron autorizados con los permisos N° B/IT/95-23 y 95.03.06 de Italia y Francia,
respectivamente. El nivel de la proteina CrylAb en la progenie de MON810 oscilé entre 8,20-
10,51 pg/g pf en hoja joven, 4,00-5,11 ug/g en forraje y 0,35-0,60 pg/g en grano cosechado.
Los niveles de la proteina CrylAb son similares a los de las platas derivadas de MON810 por
retrocruzas con B73/Mol17 (Tablas 1y 2) e hibridos comerciales (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los niveles de la proteina Cry1Ab en tejidos de la progenie de MONB810 crecida en
los ensayos europeos de 1995

Proteina Cry1Ab (ug/g peso fresco)

Hoja media® 9,26
rango® 8,20-10,51

Forraje® media 4,52
rango 4,00-5,11

Grano® media 0,46
rango 0,35-0,60

1. Cinco hibridos plantados en dos sitios. Todos los valores se expresan como ug de proteina/g de peso fresco.
2.Las medias se calcularon del analisis de alicuotas de muestras combinadas de un sitio en Italia.

3.El rango indica los valores maximos y minimos del analisis de las muestras de un sitio en Italia.

4.La media y el rango se calcularon del andlisis de una o dos plantas colectadas en ambos sitios.

5.La media y el rango se calcularon del andlisis de muestras combinadas de granos colectadas en ambos sitios.
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Conclusién

El nivel de la proteina Cry1Ab en las plantas MON810 es similar cuando las plantas se cultivan
en distintas condiciones geograficas, y cuando el gen esta presente en diferentes fondos
genéticos. El nivel de expresion se mantiene constantemente alto como para otorgar control
contra los insectos blanco plaga a lo largo de la campafia.

Andlisis por Western blot

Metodologia para la evaluacion de la proteina Cry1Ab

Las muestras para la evaluacion de la proteina CrylAb se prepararon a partir de tejido foliar
(1,0g) moliéndolo en nitrégeno liquido y posteriormente homogeneizdndolo en 5 ml de
bicarbonato de sodio 0,1 M pH 10,01 con 2-mercaptoetanol 10mM, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM
EGTA, 1 mM benzamidina-HCI, 0,5 mM PMSF, 1ug/ml pepstatina A, 40 pg/ml bestatina, 1mM
CWS y 10% (v/v) glicerol. Luego de una centrifugacion (20.000 g x 15 min) para remover los
desechos celulares, una alicuota de 2,5 ml de la solucion del sobrenadante fue desalada por
cromatografia de exclusion en gel de Sephadex PD-10 (Pharmacia). El volumen de exclusion
fue concentrado 4-5 veces usando un microconcentrador Centricon 30 (Amicon) y un volumen
de 100 pl de la solucién concentrada fue combinado 1:1 con una mezcla para muestra en SDS-
PAGE, desnaturalizado por calor (5 min a 100°C), y sometido a electroforesis utilizando el
método de Laemmli (1970).

La tripsinizacién de las alicuotas de 200 pl de cada extracto (ver mas arriba) fue iniciada con la
adicién de 7 ul de una solucién de tripsina pancreatica bovina (5 mg/ml en 50 mM Tris-HCI, pH
8.0; 20 mM CaCl,) tratada con TPCK (N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona). Las muestras se
incubaron durante ~18 horas y luego se inactivo la reaccion con 1,25 pyl de PMSF 200 mM.
Alicuotas (50 pl) de cada extracto fueron combinadas 1:1 con una mezcla para muestra en
SDS-PAGE, desnaturalizadas por calor (5 min a 100°C), y sometidas a electroforesis utilizando
el método de Laemmli (1970).

Las muestras para el andlisis de las proteinas GOX y CP4 EPSPS fueron preparadas por
homogenizacién de tejido foliar joven en una solucién tamponada [100 mM Tris, 100 mM borato
de sodio, 5 mM MgCl, pH 7.8, 0.5% (v/v) Tween-20, y 0.2% (w/v) L-acido ascérbico], seguida
por centrifugacion (como se indicé mas arriba) para remover los desechos celulares. Alicuotas
(50 pl) del sobrenadante fueron sometidas a SDS-PAGE como se describe mas arriba.

Las proteinas separadas fueron electro-transferidas a una membrana de PVDF (polivinilideno
difluoruro) (Immobilon, Millipore Corp.) y los sitios de union de proteinas no especificos fueron
posteriormente bloqueados por incubacién con una solucién TBST (0.1 M Tris base, 10 mM
borato de sodio, 0.15 M NaCl, 0.05% (v/v) Tween-20) adicionada con 5% (v/v) de leche en
polvo descremada (1 hora, temperatura ambiente). La membrana con las proteinas transferidas
fue incubada secuencialmente con antisuero de conejo contra la proteina CrylAb expresada en
E. coli (1:1000) y con anticuerpos de burro conjugados a fosfatasa alcalina contra IgG de
conejo (1:1000; Jackson Immunoresearch). El anticuerpo unido fue visualizado usando el
sistema de sustrato colorimétrico NBT/BCIP (Promega).
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Fig. 1. Andlisis de Western blot de la proteina CrylAb en extractos de tejidos de maiz. Proteina completa CrylAc
producida en E. coli, ~20 ng (calle 1); nucleo resistente a tripsina de la proteina Cry1Ab producida en E. coli, ~20 ng
(calle 2); extracto proteico de hoja de MON 818, ~28 ug (calle 3); extracto proteico de hoja de MON 819, ~24 ug
(calle 4); extracto proteico de hoja de MON 801, ~39 ug (calle 5); extracto proteico de hoja de MON 802, ~25 ug
(calle 6); extracto proteico de hoja de MON 805, ~32 ug (calle 7); extracto proteico de hoja de MON 809, ~26 pg
(calle 8); extracto proteico de hoja de MON 810, ~26 pg (calle 9); extracto proteico de hoja de MON 813, ~27 g
(calle 10); extracto proteico de hoja de MON 814, ~20 ug (calle 11); proteina completa CrylAc producida en E. coli,
~20 ng agregados a ~19 pg de extracto proteico de hoja de MON 818 (calle 12); proteina completa CrylAc
producida en E. coli, ~20 ng agregados a ~16 pg de extracto proteico de hoja de MON 819 (calle 13); nucleo
resistente a tripsina de la proteina Cry1Ab producida en E. coli, ~20 ng, agregados a ~19 pug de extracto proteico de
hoja de MON 818 (calle 14); nucleo resistente a tripsina de la proteina CrylAb producida en E. coli, ~20 ng,
agregado a 16 ug de extracto proteico de hoja de MON 819 (calle 15).

Resultados

Proteina CrylAb: El perfil para la proteina CrylAb proveniente de extractos foliares no
tripsinizados de siete lineas de maiz protegido contra insectos fue comparado con un estandar
CrylAc de longitud completa (~134 kD) y con un estandar correspondiente al nacleo proteico
resistente a tripsina de CrylA(b) (~63 kD) (Fig. 1). Se utilizé el estandar CrylAc de longitud
completa porque es aproximadamente del mismo tamafio que la proteina CrylAb de tamafio
completo (131 kD) y produce reaccion cruzada con el mismo anticuerpo (Lee et al., 1995b).
Dos lineas control, MON818 y MON 819, fueron incluidas para representar el fondo genético de
las siete lineas del ensayo. Se observaron bandas inespecificas menores en los extractos
correspondientes a las dos lineas control, MON818 y MON 819 (calles 3 y 4). Sin embargo,
estas bandas inespecificas se observaron en los extractos foliares de todas las lineas de maiz
(protegidas contra insectos y controles).

Para las lineas MON801, MON802, MONB805, y MONB809 se observd una banda concordante
con la forma de longitud completa en el sitio de peso molecular esperado (~131 kD) (calles 5-
8). La linea MONB810 contiene un gen crylAb menor al de longitud completa y por lo tanto no
muestra un producto proteico de 131 kD (calle 9, Kania et al., 1995). Del mismo modo que
comunmente se observa en los analisis por Western blot de proteinas provenientes de B.t.k.
(Lee et al., 1995b), se observaron mdltiples productos proteicos inmunoreactivos para las
lineas de maiz protegido contra insectos (calles 5-11). No hubo diferencias aparentes en el
rango de tamafos de los productos proteicos menores al de longitud completa observados en
las siete lineas de maiz protegido contra insectos producidas con el mismo gen crylAb de
longitud completa (calles 5-11).

Para los extractos tripsinizados, se observaron bandas inmunoreactivas menores en los
extractos de ambas lineas control, MON818 y MON 819 (Fig. 2, calles 3 y 4). Sin embargo,
estas bandas inespecificas se observaron para los extractos foliares de la mayoria de las
lineas de maiz (protegidas contra insectos y controles). Las siete lineas transgénicas mostraron
el nacleo proteico resistente a tripsina a la altura de ~63 kD (Fig. 2, calles 6-12), luego del
tratamiento con tripsina, como se informé anteriormente (Lee & Bailey, 1995). En la totalidad de
las siete lineas transgénicas evaluadas no se observaron diferencias cualitativas detectables
en los extractos tratados con tripsina.
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Fig. 2. Andlisis por Western blot de las proteinas CrylAb tripsinizadas de extractos de tejidos de maiz. Calle en
blanco, 1X SepraSol (calle 1); marcadores de peso molecular coloreados de Sigma (calle 2); extracto proteico de
hoja de MON 818, tripsinizado (calle 3); extracto proteico de hoja de MON 819, tripsinizado (calle 4); nucleo
resistente a tripsina de la proteina Cry1Ab producida en E. coli, ~20 ng (calle 5); extractos tripsinizados de las lineas
MON 801, 802, 805, 809, 810, 813, y 814 (calles 6-12, respectivamente); ndcleo resistente a tripsina de la proteina
Cry1lAb producida en E. coli, ~20 ng, agregado al extracto MON 818 (calle 13); nicleo resistente a tripsina de la
proteina CrylAb producida en E. coli, ~20 ng, agregado al extracto de MON 819 (calle 14); calle en blanco, 1X
SepraSol (calle 15). No se determiné la carga/calle de proteinas para los extractos. Se cargaron ~7.5 pl de cada
extracto de maiz en un volumen total de ~15 pl (calles 3-4, 6-12). Cuando se agregaron a estandares (calles 13-14),
se emplearon ~5 pl del extracto de la linea de maiz control (MON 818 y MON 819) en ~10 pl de volumen total.

Proteina CP4 EPSPS: Los extractos de
tejido foliar joven de las siete lineas de
maiz protegido contra insectos fueron
comparados con un estandar de la
proteina CP4 EPSPS producida en E.
coli (Fig. 3). No se observaron bandas
para los extractos provenientes de
cualquiera de las lineas control,
MON818 y MON 819 (calles 5y 6). No
se detectd la proteina CP4 EPSPS para
la linea de maiz MON 814 (calle 7). Los
extractos proteicos de tejido foliar joven
de las lineas MONS813, MONS8O09,
MONS805, MON802 'y MONBS801
mostraron el producto proteico de CP4
EPSPS esperado de 47,6 kD en
comparacion con el estandar de
proteina CP4 EPSPS purificada (calles
8, 10-14). La linea de maiz MON810 no
contiene el gen cp4 epsps y por lo tanto
no expresa la proteina CP4 EPSPS
(calle 9) (Kania et al., 1995).
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Fig. 3. Analisis por Western blot de la proteina CP4 EPSPS en
extractos de tejidos de maiz. Marcadores de peso molecular
coloreados de Sigma (calle 1); ~20 ng de la proteina CP4 EPSPS
producida en E. coli agregada al extracto proteico de hoja de MON
819 (calle 2); ~20 ng de la proteina CP4 EPSPS producida en E.
coli agregada al extracto proteico de hoja de MON 818 (calle 3); en
blanco (calle 4); extracto proteico de hoja de MON 819 (calle 5);
extracto proteico de hoja de MON 818 (calle 6); extracto proteico
de hoja de MON 814 (calle 7); extracto proteico de hoja de MON
813 (calle 8); extracto proteico de hoja de MON 810 (calle 9);
extracto proteico de hoja de MON 809 (calle 10); extracto proteico
de hoja de MON 805 (calle 11); extracto proteico de hoja de MON
802 (calle 12); extracto proteico de hoja de MON 801 (calle 13);
~20 ng de la proteina CP4 EPSPS producida en E. coli (calle 14);
Marcadores de peso molecular coloreados de Sigma (calle 15).
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Fig. 4. Andlisis por Western blot de la proteina GOX en
extractos de tejidos de maiz. Marcadores de peso
molecular coloreados de Sigma (calle 1); ~20 ng de la
proteina GOX producida en E. coli (calle 2); proteina
GOX aislada de la linea de maiz 423-06-01 (calle 3);
extracto proteico de hoja de MON 801 (calle 4); extracto
proteico de hoja de MON 802 (calle 5); extracto proteico
de hoja de MON 805 (calle 6); extracto proteico de hoja
de MON 809 (calle 7); extracto proteico de hoja de
MON 810 (calle 8); extracto proteico de hoja de MON
813 (calle 9); extracto proteico de hoja de MON 814
(calle 10); extracto proteico de hoja de MON 818 (calle
11); extracto proteico de hoja de MON 819 (calle 12); en
blanco (calle 13); proteina GOX producida en E. coli,
~20 ng, agregada a un extracto proteico de hoja de
MON 818 (calle 14); proteina GOX producida en E. coli,
~20 ng, agregada a un extracto proteico de hoja de
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Proteina GOX: Los extractos de tejido foliar
joven de las siete lineas de maiz protegido
contra insectos fueron comparados con un
estandar de la proteina GOX producida en
E. coli (Fig. 4). Los extractos proteicos de las
lineas de maiz MON802, MON805, MON813
y MONS814 (calles 5, 6, 9 y 10) mostraron el
producto proteico esperado de 47 kD en
comparacion con el estandar proteico GOX
purificado (calles 2, 14 y 15). La proteina
GOX no se detectd en las lineas de maiz
MON801, MON809 y MON810 (calles 4, 7 y
8). El nivel de proteina GOX en las hojas de
la linea de maiz MONB8O01 esta por debajo
del limite de deteccion para los analisis de
Western blot y ensayos de inmunoabsorcion
ligada a enzima (ELISA) (Sanders et al.,
1995). La linea de maiz MON810 no
contiene el gen gox y por lo tanto no expresa
la proteina GOX (Kania et al., 1995). Como
era de esperar, no se observaron bandas en
los extractos provenientes de las dos lineas
control, MON88 y MON819 (Fig. 4, calles 11

MON 819 (calle 15). y 12).

Conclusioén

En resumen, la proteina CrylAb en la linea MON810 muestra un producto inmunoreactivo del
tamafio esperado cuando se lo compara con un estandar proteico purificado. Las proteinas
CP4 EPSPS y GOX no estan presentes en MON810.

Equivalencia de la proteina Cry1Ab expresada en plantas y en bacterias

El bajo nivel de expresion de CrylAb en las plantas de maiz protegido contra insectos impide la
purificacibn de proteina en cantidades suficientes como para su caracterizacibn. Como
alternativa, se caracterizé la proteina CrylAb funcionalmente activa producida en células
microbianas para verificar su equivalencia estructural y funcional con la proteina expresada en
planta de modo de poder utilizar la proteina expresada en bacterias en la evaluacion de
seguridad. Como se espera que la proteina CrylAb de longitud completa (~131 kD) producida
por las plantas de maiz protegidas contra insectos sea rapidamente convertida a la forma de
ndcleo proteico resistente a tripsina (~63 kD) al ser ingerida, Monsanto propuso y la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos aceptd, que el nucleo resistente a tripsina (NRT)
de CrylAb era un material apropiado para evaluar la seguridad de la proteina de longitud
completa.

El NRT de la proteina CrylAb producida en E. coli fue purificado (Heeren et al., 1992),
caracterizado (Berberich & Lee, 1994), y evaluado para determinar su seguridad en estudios de
toxicidad aguda (Taylor, 1992). También se estudi6é el destino digestivo del NRT de CrylAb
(Ream, 1994). EI NRT de CrylAb fue purificado de la linea 754-10-1 de maiz protegido contra
insectos (Lee et al., 1995c¢) y mostrd ser equivalente al NRT de CrylAb producido en E. coli
cuando se lo estudid utilizando un conjunto exhaustivo de pruebas fisicas y funcionales (Lee et
al., 1995a). Se realiz6 una prueba adicional (andlisis por Western blot) que mostré que el NRT
de CrylAb producido en hojas y semillas de la linea de maiz MONB8O1 protegido contra
insectos (MONB80100) era equivalente al producido tanto en E. coli como también en la linea
754-10-1 de maiz protegido contra insectos, basandose en los pesos moleculares aparentes y
la inmunorreactividad especifica (Lee et al., 1995a).
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Este estudio evalud la equivalencia del NRT de la proteina Cry1Ab producida en E. coli y varias
otras lineas de maiz protegido contra insectos, incluyendo MON810. Esta evaluacién de
equivalencia sirve como justificacion para el uso de la informacién de seguridad generada con
el NRT de CrylAb producida en E. coli para avalar la seguridad de la proteina CrylAb
expresada en estas lineas de maiz.

Materiales y Métodos

La proteina CrylAb fue extraida de tejido foliar de MON802, MON805, MON809, MON810,
MONB813, y MONB814, crecidos en condiciones de invernadero. También se prepararon
extractos proteicos de hojas de plantas crecidas en invernadero de las lineas MON818 y
MONB819. Las muestras de referencia fueron el nicleo resistente a tripsina de CrylAb de ~63
kD, preparado por tripsinizacion de la proteina de longitud completa producida en E. coli
(Berberich & Lee, 1994), y el NRT de la proteina Cry1Ab extraida de la linea de maiz protegido
contra insectos MON 801 (Lee et al., 1995a).

Los extractos proteicos de tejido foliar de las lineas de prueba, de referencia, y controles fueron
preparados como se indica a continuaciébn para el subsiguiente analisis, usando el
procedimiento analitico de Western blot. Las muestras de tejido foliar fueron pulverizadas en
nitrégeno liquido, homogeneizadas en solucion tamponada TBA (100 mM Tris-HCI, 100 mM
borato de sodio, pH 7,8, 5 mM MgCl,, 0,05% (v/v) Tween-20, y 0.2% (p/v) &cido ascorbico)
usando una proporcién de 0,1 g de tejido en 1 ml de buffer, y luego se centrifugaron. Se inicié
la tripsinizacion de alicuotas de 200 ul de cada sobrenadante con la adicion de 7 pl de una
solucién de 5 mg/ml de tripsina pancreética bovina (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM CacCly,)
tratada con TPCK. Las muestras se incubaron durante ~18 horas y luego se inactivé la
reaccion con 1,25 pl de PMSF 200 mM. Una alicuota (50 pl) de cada extracto fue combinada
1:1 con una mezcla para muestra en SDS-PAGE, desnhaturalizadas por calor (5 min; 100°C), y
sometidas a electroforesis utilizando el método de Laemmli (1970).

Las proteinas separadas fueron electro-transferidas a una membrana de PVDF (polivinilideno
difluoruro) (Immobilon, Millipore Corp.) y los sitios de unién a proteinas no especificos fueron
posteriormente bloqueados por incubacién con una solucién TBST (0.1 M Tris base, 10 mM
borato de sodio, 0.15 M NaCl, 0.05% (v/v) Tween-20) adicionada con 5% (v/v) de leche en
polvo descremada (1 hora, temperatura ambiente). La membrana con las proteinas transferidas
fue incubada secuencialmente con antisuero de conejo contra el NRT de la proteina CrylAb
expresada en E. coli (1:1000) y con anticuerpos de burro conjugados con fosfatasa alcalina
contra 1gG de conejo (1:1000; Jackson Immunoresearch). El anticuerpo unido fue visualizado
usando el sistema de sustrato colorimétrico NBT/BCIP (Promega). El procedimiento analitico de
Western blot, tal como se lo utiliz6 en este estudio, provee una comparacion cualitativa, no
cuantitativa entre las muestras; por lo tanto, no se emplearon métodos estadisticos para los
andlisis de Western blot.

Resultados

Los resultados se muestran en la Fig. 5. En los extractos preparados a partir de cada una de
las lineas de maiz de prueba (MON802, MON805, MON809, MON810, MON813, y MON814)
se observé una banda inmunorreactiva con el mismo peso molecular aparente de ~63 kD que
el nucleo resistente a tripsina de la proteina CrylAb producida en E. coli utilizado como
estandar de referencia y que la linea de maiz de referencia MON801. La banda observada a la
altura del peso molecular esperado (~63 kD) en las lineas de maiz de prueba y de referencia
resultd ser la banda predominante en todos los casos. Se observaron claramente dos bandas
inmunorreactivas de menor tamafio en las lineas de prueba MON802, MON805 y MONS810
(calles 7, 8 y 10). Estas bandas indudablemente representan otros fragmentos proteoliticos de
CrylAb (calles 7, 8 y 10). Estas bandas también se encuentran presentes en otras lineas, pero
en menor intensidad. Se observé una banda de aproximadamente 20 kD en los extractos de
todas las lineas de maiz, incluyendo las lineas control MON818 (calle 3) y MON 819 (calle 4).
Esta banda representa una reactividad cruzada no especifica de fondo que no estéa relacionada
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con el NRT de CrylAb. Los resultados obtenidos en este estudio claramente demuestran que
el NRT de CrylAb producido en E. coliy en MON810 son equivalentes.
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Fig. 5. Analisis por Western blot de las proteinas CrylAb ftripsinizadas de extractos de tejidos de maiz. Calle en
blanco, 1X SepraSol (calle 1); marcadores de peso molecular coloreados de Sigma (calle 2); extracto proteico de
hoja tripsinizado de MON818 (calle 3); extracto proteico de hoja tripsinizado de MON819 (calle 4); nicleo resistente
a tripsina de la proteina Cry1Ab producida en E. coli, ~20 ng (calle 5); extractos tripsinizados de las lineas MON801,
802, 805, 809, 810, 813, y 814 (calles 6-12, respectivamente); ndcleo resistente a tripsina de la proteina CrylAb
producida en E. coli, ~20 ng, agregado al extracto de MON818 (calle 13); nlcleo resistente a tripsina de la proteina
Cryl1Ab producida en E. coli, ~20 ng, agregado al extracto de MON819 (calle 14); en blanco, 1X SepraSol (calle 15).
No se determind la carga proteica para los extractos de maiz. Se agregaron ~7.5 pl de cada extracto de maiz a ~15
pl de volumen total (calles 3-4, 6-12). Cuando se usaron a estandares (calles 13-14), se agregaron ~5 pl del extracto
de la linea maiz control (MON818 y MON819) a un volumen total de ~10 pl.

Conclusién

Se demostré por analisis de Western blot que la linea de maiz MON810 contiene un ndcleo
proteico de CrylAb resistente a tripsina que es equivalente al nucleo proteico de CrylAb
resistente a tripsina producido en E. coli utilizado para los estudios de seguridad. La
equivalencia establecida por estos ensayos sirvi6 como justificacion para el uso de la
informacion de seguridad generada con el nucleo proteico de CrylAb resistente a tripsina para
avalar la seguridad del nucleo proteico de CrylAb resistente a tripsina expresado en esta linea
de maiz protegido contra insectos.
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Capitulo 9 — Transferencia génica a plantas emparentadas

La introgresion de informacion genética desde una planta hacia otra es significativa sélo si las
dos plantas son sexualmente compatibles y si su descendencia hibrida es viable. Para evaluar
el potencial riesgo ambiental asociado con el cruzamiento de las plantas transgénicas, se debe
conocer la biologia reproductiva de la planta y la distribucidon de las especies emparentadas
sexualmente compatibles, y se debe comprender el impacto de la caracteristica introducida, en
caso de que sea introgresada en otras especies vegetales. La informacién relacionada con los
primeros requisitos se puede obtener de revisiones bibliograficas sobre la biologia de las
especies vegetales, literatura cientifica que incluya relevamientos de especies vegetales
regionales, agrobiélogos extensionistas, y especialistas en malezas.

Una evaluacion de riesgo deberia siempre presuponer que la planta transgénica en revision es
capaz de realizar fecundacion cruzada con las especies sexualmente compatibles a menos que
exista fundada evidencia experimental que indigue lo contrario (por €j.: si se ha generado una
planta transgénica estéril). La importancia ambiental de la introgresion de la caracteristica
variara con cada combinacion caracteristica/planta. Por ejemplo, el flujo de la caracteristica de
tolerancia a un herbicida (TH) desde Brassica napus (canola) hacia una maleza emparentada
es considerado un bajo riesgo ambiental ya que la tolerancia a un herbicida no aumenta la
capacidad adaptativa de un hibrido TH/no-TH, o su progenie, en ausencia de la presién de
seleccién ejercida por el herbicida. Ademas, un hibrido tolerante a un herbicida que llegara a
surgir puede ser efectivamente controlado usando estrategias de control alternativas que son
parte del sistema de cultivo tradicional de canola. Contrariamente, la introgresion de un gen de
resistencia a insectos desde el algoddn transgénico hacia poblaciones de Gossypium silvestres
podria teéricamente incrementar la capacidad adaptativa de estos ultimos si el insecto blanco
fuera responsable de limitar el tamafio o la distribucién poblacional de la especie silvestre
emparentada.

CASO DE ESTUDIO MON810

La informacion del caso de estudio presentado a continuacion fue desarrollada para abordar el
cultivo del maiz MONB810 resistente a insectos en el territorio continental de EE. UU. y no
puede ser aplicado en ningun otro lado. El maiz tiene flores unisexuadas: las flores masculinas
se localizan en el extremo apical del tallo en la panoja, una inflorescencia ramificada; y las
flores femeninas se encuentran en espigas compactas localizadas en los extremos de
ramificaciones cortas cerca de la mitad del tallo. Esta disociacion de las flores femeninas y
masculinas en estructuras separadas distingue a la planta de maiz de otros cereales, y es la
razon principal por la cual el maiz es un cultivo de polinizacién cruzada. La produccién de polen
es ingente en comparacion con otras especies de cultivos domesticadas. El maiz tiene
polinizacién anemdfila (por el viento), y la distancia que puede recorrer el polen viable depende
del patrén de vientos prevaleciente, la humedad y la temperatura. El polen de maiz permanece
viable menos de 24 horas luego de su liberacion (la viabilidad promedio es inferior a las 3
horas). El polen de maiz se mueve libremente dentro de un area, se deposita sobre las barbas
del mismo cultivar o de cultivares distintos, germina casi inmediatamente luego de la
polinizacién, y dentro de las 24 horas completa la fertilizacion.

Para que ocurra el flujo génico por la via normal de transmisién sexual, deben existir ciertas
condiciones:

e Los dos parentales deben ser sexualmente compatibles,
e El periodo de fecundidad de ambos debe coincidir,

o Debe existir un vector adecuado para el polen y ser capaz de transferir el polen entre los
dos parentales, y

e La progenie resultante debe ser fértil y ecolégicamente apta para el medioambiente en el
que se situan.
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Fecundacion cruzada con especies silvestres del género Zea

El maiz (Zea mays ssp. mays) y el teosinte anual (Zea mays ssp. mexicana) son genéticamente
compatibles, ambos tienen polinizacion anemdfila, y en las areas de México y Guatemala
hibridan libremente cuando se encuentran proximas entre si. El maiz se cruza facilmente con el
teosinte, pero el teosinte no se encuentra presente en Canada o en EE.UU., excepto en
plantaciones especiales. No existen informes de casos en los que el teosinte ocurra como
maleza en los margenes de plantaciones de maiz en la zona de produccién de maiz de EE.UU.

Las preferencias de habitat de Tripsacum, un género muy emparentado a Zea, son similares a
las del teosinte, con doce de las dieciseis especies nativas de México y Guatemala. Tripsacum
floridanum (hierba de La Florida) es nativa del extremo sur de Florida. La fecundacién cruzada
con las especies del género Tripsacum no ocurre en estado silvestre y s6lo con suma dificultad
se puede cruzar al maiz con dicho género. Ademas, la progenie de cruzamientos de Zea x
Tripsacum muestran niveles variables de esterilidad (Galinat, 1988; Mangelsdorf, 1974; Russell
& Hallauer, 1980). No se conocen casos de flujo génico entre el maiz y sus especies
emparentadas en Canada o EE.UU.

Fecundacion cruzada con variedades cultivadas del género Zea

El intercambio génico entre variedades de maiz cultivadas y genéticamente modificadas sera
similar al que ocurre naturalmente en la actualidad entre las variedades cultivadas de maiz. El
polen transportado por el viento se movera entre plantas dentro del mismo campo y en campos
cercanos. La transferencia de la caracteristica transgénica a otras variedades de maiz cultivado
no impartira ningun problema de seguridad adicional a los ya identificados y abordados para el
maiz transgénico original.

Conclusién

En resumen, el flujo génico (fecundacién cruzada) desde el maiz cultivado (tanto sea
genéticamente modificado o convencional) hacia especies silvestres emparentadas no se
considera un riesgo significativo en Canada o el territorio continental de EE.UU. Aunque la
potencial transferencia de las nuevas caracteristicas desde el maiz modificado genéticamente
hacia otras variedades de maiz cultivadas origina cuestiones relacionadas con la pureza
varietal, la certificacion de semillas, o la segregacion de productos, no origina preocupaciones
adicionales sobre la seguridad ambiental. El impacto ambiental de la caracteristica nueva en el
maiz cultivado habra sido considerado en la evaluacion de riesgo ambiental de la linea
genéticamente modificada y la transferencia de la caracteristica, intencional o no, a otras
variedades no resultara en riesgos nuevos o adicionales.
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La transferencia génica horizontal (TGH) es el intercambio no sexual de material genético entre
organismos que pertenecen a la misma o distinta especie. Es un fenbmeno que ocurre
naturalmente, se demostrd por primera vez en bacterias (Veal et al., 1992; Wellington & van
Elsas, 1992; Nielsen et al., 1998), y su importancia en la evolucion del genoma procarionte se
ha inferido a partir de analisis filogenéticos (Jain et al., 1999). Como lo indican algunos estudios
recientes, la TGH, que ocurre naturalmente, no se encuentra limitada a bacterias. Se han
identificado en muchas plantas con flor genes fangicos transferidos a intrones de grupo |, que
son elementos genéticos moviles que se autoprocesan y se encuentran principalmente en
genomas de organelas y genes nucleares de ARN ribosomal (Cho et al., 1998). Ademas existe
fuerte evidencia a favor del movimiento de genes que se encuentran en elementos
transponibles entre distintas especies de insectos (Robertson & Lampe, 1995), y entre
bacterias e insectos (Hawtin et al. 1995).

La posibilidad de TGH entre plantas y bacterias en el suelo o en el intestino, particularmente ya
que esto se relaciona con la posible transferencia de genes que codifican resistencia a
antibioticos, ha sido vista como un riesgo asociado con las plantas modificadas por ingenieria
genética (GM) (Bergmans, 1993; Rissler & Mellon, 1993). La importancia de esta preocupacion
como un riesgo depende de la probabilidad de que la TGH ocurra y de la magnitud del
resultado adverso asociado (para una revision bibliogréfica reciente, ver Nielsen et al., 1998;
Droge et al., 1998). Estos dos temas son explorados dentro del contexto de evaluacion de
seguridad de las plantas transgénicas para la salud humana y el medioambiente.

Probabilidad de transferencia génica horizontal entre plantas y bacterias

La transferencia natural de material genético desde algunas bacterias fitopatégenas hacia las
plantas ya ha sido establecida. Por ejemplo, los sintomas de la enfermedad “agalla de la
corona” causada por Agrobacterium tumefaciens se deben a la transferencia e integracion
estable dentro del genoma de la planta, de genes de biosintesis de hormonas que se
encuentran presentes en un plasmido bacteriano. El proceso reverso tiene que ser adn
demostrado en un ambiente natural, sin embargo, numerosos estudios han intentado
establecer su posibilidad.

El escenario mas probable para la TGH desde plantas hacia bacterias involucra la
transformacion natural (Nielsen et al., 1998; Bertolla & Simonet, 1999) de bacterias
competentes con ADN vegetal libre liberado al suelo o al tracto digestivo de humanos o
animales. En este proceso deben ocurrir un nimero de eventos en forma separada, cuya
probabilidad de ocurrencia depende de la disponibilidad del tipo correcto de ADN, el tipo de
bacteria, la capacidad de estas bacterias para tomar ADN y para ser transformadas por ese
ADN, y la competitividad de las bacterias transformadas.

Disponibilidad de ADN

El conocimiento convencional de que los fragmentos de ADN de gran peso molecular son
rapidamente degradados en el suelo (Greaves & Wilson, 1970; Blum et al., 1997) ha sido
cuestionado por estudios recientes que demuestran que el ADN puede ser estabilizado por
adsorcion a constituyentes del suelo, tales como la arcilla (Paget et al.,, 1992), cuarzo,
feldepasto, minerales pesados, al igual que acidos humicos, y puede persistir durante semanas
0 meses (Gebhard & Smalla, 1999; Nielsen et al., 1997a; Widmer et al., 1996). Se ha informado
que este tipo de 'secuestro’ de ADN inhibe (Tebbe & Vahjen, 1993) y también mantiene, o
potencia (Pietramellara et al., 1997), la capacidad transformante. Asi mismo, también se mostré
gue el ADN puede ser preservado en tejido vegetal muerto, quizds protegido por las paredes
celulares, con capacidad transformante durante al menos algunos pocos dias (Nielsen et al.,
2000a).

Estos datos indican que, dependiendo de las variadas condiciones del suelo, tales como la
composicion, el pH, la humedad, y la actividad microbiana, el ADN vegetal puede estar
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biol6gicamente disponible para las bacterias del suelo durante periodos que oscilan entre horas
o dias, o incluso mas.

La digestion del material vegetal por los humanos o animales expone el ADN vegetal tanto a
DNasas vegetales, liberadas con la ruptura de las células vegetales, como a otras nucleasas
en el tracto digestivo (de humanos y animales) o en el rumen (del ganado). Un solo estudio,
sobre la supervivencia de ADN del bacteri6fago M13 en heces de matoén, observé que 2-4 %
del ADN administrado era detectable hasta 7 horas después de la alimentacion pero que la
mayoria de este ADN era de bajo peso molecular (< 400 pb) y que ninguno se detecto en las
bacterias intestinales (Schubbert et al., 1994).

Toma del ADN y transformacion

La toma del ADN por transformacion es un proceso controlado genética y ambientalmente. Las
células bacterianas transformables entran en un estadio de regulacion fisiolégica de
competencia para tomar al ADN exdgeno (Solomon & Grossman, 1996). Como las bacterias no
expresan constitutivamente este tipo de competencia, el desarrollo de la misma constituye un
factor limitante importante en el proceso de transformacién natural. Sélo se han detectado unas
pocas bacterias terrestres que expresan este tipo de competencia en condiciones normales de
crecimiento, y el conocimiento sobre los factores ambientales que regulan esta competencia
bacteriana es escaso (Nielsen et al., 1997b).

En la mayoria de los estudios sobre transformacién, las bacterias competentes han sido
inoculadas en el sistema de suelo en estudio (Gallori et al., 1994; Nielsen et al., 1997b; Sikorski
et al., 1998) y sélo recientemente se ha demostrado que la competencia podria ser estimulada
en bacterias no competentes del suelo luego de la adicion de nutrientes especificos (Nielsen et
al., 2000). El sistema empleado en este Ultimo estudio consistié en Acinetobacter sp. BD413
pFG4nptll que contiene una delecién de 317 pb en el gen nptll. La restauraciéon de esta
delecion luego de la recombinacién homdloga con ADN de plantas transgénicas que contenian
el gen nptll seria detectable bajo la seleccion con kanamicina. Usando este sistema, se detecto
la transformacion con ADN de cafia de azUcar transgénica en suelo estéril pero no en suelo no
estéril. El umbral estimado de deteccién fue 10° a 10™, lo que implica una frecuencia de
transformacion alin menor en suelo no estéril. En condiciones mas reales, la transformaciéon no
ocurriria via recombinacion homéloga (como se describié arriba) sino a través de
recombinacion ilegitima, una ocurrencia de mucha menor frecuencia.

La informacién cientifica existente, si bien no excluye la posibilidad de transformacion natural
de las bacterias del suelo en condiciones naturales, indica que, de ocurrir, es un evento de muy
baja frecuencia, quizas en el orden de 10’ (Schiuter et al., 1995). Andlogamente, no existen
informes de bacterias transformables naturalmente entre las especies de bacterias
predominantes en el rumen o intestino de animales, aunque se han hecho numerosos intentos
para detectar la transformacion natural de las mismas (Salyers, 1997c).

Expresion de ADN heter6logo en bacterias

La expresion exitosa de elementos genéticos transferidos requiere de la presencia de arreglos
apropiados de las secuencias regulatorias, como los promotores, y representa una fuerte
barrera adicional para una TGH efectiva. Como norma general, las secuencias promotoras
usadas para dirigir la expresién del transgén en plantas GM tienen muy poca actividad en
células procariontes. Una excepcién es el promotor del transcripto 35S del virus del mosaico de
la coliflor, usado frecuentemente, el cual es activo en E. coli (Assad & Signer, 1990). Mas aln,
la introduccién de plasmidos enteros en plantas transgénicas por biobalistica puede conducir a
la presencia de secuencias expresables en bacterias, como el gen de resistencia a ampicilina
amp (blaTEM1) localizado en pUC19. El potencial para introducir genes por ingenieria genética
en el genoma de los cloroplastos, lo cual se ha propuesto como un método para controlar el
flujo génico mediado por polen (Daniel et al., 1998), introduciria secuencias regulatorias activas
en bacterias dada la naturaleza procariota de esta organela.
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Consecuencias e impacto ambiental de la TGH

La probabilidad excesivamente baja de que ocurra la TGH no deberia ser la Unica
consideracion a la hora de evaluar su potencial impacto para la salud humana y/o ambiental.
Incluso los eventos muy poco probables pueden tener profundas implicancias. Las
consecuencias de la TGH dependeran primariamente de dos factores: hasta qué grado haya
una presién de seleccion favorable que les otorgue a las transformantes una ventaja adaptativa
0 la ocupacion de un nuevo nicho, y su importancia dentro del contexto mas amplio de
conjunto (pool) de genes existentes. En el caso de una supuesta transformacion de bacterias
del suelo por ADN de plantas transgénicas, nuestro conocimiento actual de ecologia
microbiana no es capaz de predecir o cuantificar los factores en el suelo que afecten la
seleccidn de las transformantes que reciban los nuevos genes.

La transferencia de caracteristicas de resistencia a antibioticos desde plantas transgénicas a
bacterias, tanto del suelo como del intestino, ha sido citada frecuentemente como un posible
resultado adverso de la TGH. Casi todos los organismos que producen resistencia a
antibidticos, los cuales han sido aislados principalmente del suelo, contienen resistencia al
antibiético que ellos producen. Los genes que codifican para estas resistencias evolucionaron
en paralelo con la maquinaria de biosintesis del antibiético y se han dispersado entre los
microorganismos en el medioambiente a través del intercambio intergenérico de elementos
genéticos moviles, como los plasmidos y los transposones.

Los genes de resistencia a antibiéticos cominmente usados en la investigacion con ADN
recombinante y en la produccion de plantas transgénicas (por €j., cloranfenicol, estreptomicina,
ampicilina y kanamicina) son transportados en plasmidos transmisibles y ya se encuentran
ampliamente dispersos en el medioambiente (Smalla et al. 1993), incluyendo las bacterias que
causan enfermedades humanas. Generalmente, estos genes de resistencia tienen un espectro
de accion muy estrecho y no estan asociados con problemas hospitalarios actuales (Salers,
1997b). En el caso de la resistencia a kanamicina, el gen nptll cominmente usado no confiere
resistencia a antibioticos de uso terapéutico (oral).

Cuando se ingiere comida fresca, se adquieren grandes nimeros de bacterias naturalmente
resistentes a antibiéticos (Salyers, 1997a; Smalla et al.,, 1997). Las actividades humanas,
incluyendo la aplicaciéon generalizada de antibiéticos en veterinaria y medicina humana, han
contribuido a la seleccién de poblaciones resistentes a antibiéticos, lo cual ha sido demostrado
en numerosos estudios (Levy, 1997; Tschape, 1994; Witte, 1997, 1998). Aln mas, la existencia
de bacterias resistentes a multiples drogas no es exclusiva de ambientes hospitalarios, ya que
han sido aisladas de muestras ambientales y de comida (Perreten et al., 1997), indicando un
sustancial flujo de genes de resistencia y de bacterias resistentes entre distintos ambientes.

En este ejemplo, donde los determinantes genéticos que median la resistencia a un antibiético
determinado estdn ampliamente dispersas en las comunidades bacterianas naturales, la
transferencia potencial del gen correspondiente desde las plantas transgénicas hacia las
comunidades del suelo o del intestino no agregaria nada nuevo al conjunto de genes
bacterianos. Las potenciales e incrementales consecuencias adversas de la TGH son, por lo
tanto, insignificantes comparadas con el fondo genético existente de resistencia a antibiéticos.

Conclusiones

Al evaluar las consecuencias de la TGH para el medioambiente y/o para la salud humana, la
frecuencia de ocurrencia de este fendmeno natural no deberia ser la Unica consideracion para
el evaluador de riesgo. Las propiedades de los genes introducidos, y la existencia de presion
de seleccion favorable, en el caso de que estos genes se incorporen en otros organismos,
deben ser también consideraciones de bioseguridad. Aunque el ejemplo de la posible TGH de
caracteristicas de resistencia a antibioticos desde las plantas hacia las bacterias demostro
tanto la extremadamente baja probabilidad de ocurrencia como la falta de consecuencias
significativas en caso de que ocurra, esto puede no ser asi para otros genes. Sin embargo,
también se deben moderar los cuidados al ser concientes de que la TGH es un proceso natural
de movimiento de genes entre especies responsable de efectuar cambio genético, y que los
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genes introducidos en las plantas transgénicas no tienen mayor probabilidad de ser
transferidos a otros organismos en comparacién con otros genes vegetales.
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Las malezas son consideradas un subgrupo de plantas que pueden considerarse como plagas.
El término maleza es utilizado para describir una planta que es un perjuicio en ecosistemas
controlados como las plantaciones agricolas o forestales. En términos generales, las malezas
son especies vegetales que se propagan facilmente en areas perturbadas o entre cultivos. El
potencial de “comportarse como maleza” es una medida de la capacidad de la planta para
colonizar exitosamente un ecosistema, especialmente cuando ello puede también conducir a
desplazar otras especies. Baker (1965) describié las caracteristicas ideales de las malezas,
entre las cuales se incluyen las siguientes:

e Germinacion discontinua y semillas de supervivencia prolongada,

¢ Rapido crecimiento de la plantula,

¢ Rapido crecimiento al estadio reproductivo,

e Produccién continua y prolongada de semillas,

e Autocompatible, pero no obligatoriamente autopolinizante o apomictica,

e En caso de fecundacion cruzada, usa el viento o un polinizador no especializado,

e Alto nimero de semillas en condiciones favorables,

e Germinacion y produccion de semillas bajo un amplio rango de condiciones ambientales,
e Alta tolerancia o plasticidad a la variacion climatica y edafica,

¢ Adaptaciones especiales para la dispersion,

¢ Buena competitividad lograda, por ejemplo, por aleloquimicos o por crecimiento opresivo, y

¢ En caso de ser perenne, tienen reproduccion vegetativa vigorosa, friabilidad (brittleness) en
los nudos inferiores o de los rizomas o tallos subterraneos, y capacidad de regeneracion a
partir tallos subterraneos o raices dafadas.

Aungue las caracteristicas de Baker han sido criticadas, no se ha definido ningun otro grupo de
caracteristicas ampliamente aceptadas por ecologistas (Williamson 1994), y no hay formulaciéon
claramente superior en este momento. Generalmente, la capacidad de comportarse como
maleza depende de la ventaja selectiva de muchos genes que funcionan en combinacién, que
usualmente no estan relacionados con los genes introducidos para propdésitos agronémicos.
Sin embargo, los caracteres que potencian la tolerancia a estreses ambientales tales como la
sequia, el frio o la dormancia, tienen el potencial de incrementar la supervivencia y distribucion
de la planta en ecosistemas controlados o no controlados. Ademas, los caracteres que otorgan
resistencia a estreses biéticos que juegan un rol significativo en la ecologia de la planta (por €j.,
resistencia a insectos o patégenos) podrian permitir que la planta se convierta en persistente
y/o invasiva dentro y fuera del ecosistema agricola.

Para evaluar si una planta transgénica tiene alterado su potencial de comportarse como
maleza, en comparacion con su contraparte convencional, se debe examinar lo siguiente:

e Diseminacion de la semilla

e Dormancia de la semilla

e Germinacion de la semilla / supervivencia

¢ Competitividad

e Caracteristicas agronémicas, por €j., tiempo a maduracion, resistencia a enfermedades y
plagas

e Tolerancia a estrés
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CASO DE ESTUDIO MON810

Diseminacion de la semilla

La diseminacion de las plantas de maiz ocurre exclusivamente a través de la semilla. La
caracteristica introducida también puede dispersarse por el polen. El maiz no puede sobrevivir
sin la asistencia humana debido a la seleccién pasada en su historia evolutiva (Galinat 1988).
En consecuencia, la diseminacién de la semilla de los granos individuales naturalmente no
ocurre debido a la estructura de las espigas (mazorca) del maiz. La caracteristica introducida,
proteccién contra insectos, no tuvo influencia en la morfologia reproductiva, y por lo tanto
tampoco se esperan cambios en la diseminaciéon de la semilla. MON810 sigue mostrando una
inflorescencia femenina de mdltiples filas (mazorca) sobre una espiga central firme (marlo)
envuelta en chalas (bracteas u hojas modificadas).

No se han realizado ensayos para estudiar especificamente la producciéon o dispersion del
polen. Sin embargo, basandose en el hecho de que la produccién y viabilidad del polen [acorde
a la medicion de rendimiento y germinacion (viabilidad del embrién) de la progenie] no se
encuentran alteradas por la modificacién genética, la frecuencia de fecundacién cruzada es
improbable que sea diferente para MON810 en comparacion con otras variedades.

Germinacién de la semilla

Se realizaron ensayos a campo de germinacion de MON810 y de una linea control en seis
localidades en 1994 a lo largo del centro-oeste de EE.UU. (Sanders et al., 1995). No se
encontraron diferencias significativas en la germinacion media entre las lineas MON810 y
control, y ambas lineas mostraron altas tasas de germinacion en una variedad de condiciones
ambientales (Tabla 1). Estos hallazgos avalan la conclusién de que no existen diferencias en la
germinacion o dormancia entre MONB810 y su contraparte no modificada.

Tabla 1. Resultados de la germinacién en campo para el maiz MON 810 y las lineas control

Linea Germinacion media Rango
MONS810 87,1% 71,1-94,3%
Control 90,6% 78,9-98,3%

Las observaciones desde 1993 demuestran que no existen diferencias en el vigor vegetativo o
en la adaptacién a factores de estrés ambiental incluyendo la sequia, el calor y la helada, entre
MON810 y el control parental u otras lineas de maiz de similar fondo genético.

Conclusién

MONB10 no tiene caracteristicas que le confieran una mayor probabilidad de convertirse en
maleza en ecosistemas controlados o no controlados, en comparacién con las variedades
convencionales de maiz.
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La evaluacion del riesgo ambiental debe considerar las consecuencias no intencionales de la
liberacion al medioambiente de una planta transgénica, en particular porque esto puede tener
algun impacto sobre las practicas agricolas y el agro-ecosistema. Esta discusién sobre los
potenciales efectos no intencionales, o secundarios, se ilustra usando ejemplos que aborda la
metodologia de evaluacion de riesgos de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de EE.UU.
para determinar los efectos adversos sobre los organismos no blanco. En el caso de los
pesticidas para plantas, la intenciéon del enfoque de la EPA es evaluar el riesgo potencial para
las formas de vida silvestre terrestres, animales acuaticos, plantas, e insectos benéficos. Si se
observan efectos nocivos en condiciones de laboratorio, se solicitan estudios a campo para
evaluar la abundancia real de las especies no blanco en condiciones controladas y de
experimentacion. En el campo, los insectos, por ejemplo, estdn usualmente expuestos a
cantidades de la toxina menores que en la dosis de prueba de laboratorio debido a Ila libre
eleccion de dieta y otros factores ambientales en el marco de ese campo. La eleccién de
organismos indicadores apropiados se basa en el potencial de exposicién a campo a la nueva
proteina expresada en las plantas transgénicas, lo cual depende de la especificidad de
expresion en los distintos tejidos. En el caso de los cultivos Bt, donde la exposicién a los
rastrojos es una posibilidad, la EPA ha solicitado informacion sobre la toxicidad de las delta-
endotoxinas para las aves (por ej., codorniz), peces, abejas y otros insectos benéficos (por €j.,
coccinélidos como los escarabajos “mariquitas” o “vaquitas”) e invertebrados del suelo (por ej.,
colémbolos y lombrices de tierra).

Organismos no blanco de prueba

Un organismo no blanco es cualquier planta, animal o0 microorganismo que sufre un impacto no
intencional por parte de las plantas nuevas o transgénicas. La siguiente guia para la seleccion
de organismos no blanco de prueba ha sido adaptada a partir de requisitos de informacién de
la EPA de EE.UU para pesticidas proteicos de plantas:

1. Especies aviarias de prueba: codornices jévenes (Colinus virginianus) o anades reales
(pato doméstico, Anas platyrhynchos) de 14 a 28 dias de edad al comienzo del periodo de
prueba.

2. Animales acuaticos: Esto es importante para plantas acuaticas que expresen genes Bty
gue puedan tener aplicaciones en bosques, drenado de diques, bancos fluviales y cultivos
sumergidos como el arroz. También es aplicable en el caso de cultivos que crecen cerca de
cuerpos de agua.

Especies de peces de agua dulce: La guia de la EPA determina que se seleccionen las
especies de prueba de una lista de especies recomendadas con la excepciéon del pez
dorado (o “goldfish”, Carassius auratus): especies de agua templada - pez sol (“bluegill
sunfish”, Lepomis macrochirus), bagre americano (“channel catfish”, Ictalurus punctatus) y
pez de cabeza grande (“fathead minnow “, Pimephales promelas); especies de agua fria —
trucha arco iris (“rainbow trout”, Oncorhvnchus mykiss), trucha de arroyo o de la fontana
(“brook trout”, Salvelinus fontinalis) y salmén coho (“coho salmon”, Oncorhynchus kisutch).
Estas especies son organismos de prueba convenientes por varias razones importantes: i)
se las utiliza frecuentemente para evaluar la toxicidad de pesticidas microbianos y quimicos,
i) la EPA cuenta con importante informacién de base sobre estas especies, iii) se dispone
de métodos estadndar para su cuidado y manipulacién, iv) se las encuentra ampliamente
distribuidas, v) estan generalmente disponibles, y vi) tienen cierta variedad de habitos
alimenticios y de requisitos de habitat.

48



Capitulo 12 — Efectos adversos secundarios y no intencionales

De ser apropiado, se deberia considerar la posibilidad de realizar ensayos con especies
representativas de la regidén geogréfica o ecosistema donde se cultivara la planta pesticida.
Se deberian evaluar, de ser apropiado, aquellas especies de peces que muestran
probabilidad de alimentarse de insectos intoxicados o de tejido proveniente de la planta
modificada (como el alimento para peces elaborado a partir de cultivos). A menos que
existan otras consideraciones primordiales, se recomienda la trucha arco iris como la
especie de prueba de agua dulce. Es un animal de prueba conveniente por ser
parcialmente insectivoro.

Especies de invertebrados acuaticos: El tejido vegetal mas indicado para los ensayos es
el polen. Debido al amplio espectro filogenético que puede elegir el investigador, resulta
dificil seleccionar el invertebrado acuatico mas apropiado. Se cuenta con una cantidad
considerable de informacion de base sobre Daphnia (pulga de agua), crustaceo del
suborden Cladocera, lo cual constituye una ventaja para fines comparativos. Ademas,
Daphnia muestra un efecto de bioconcentracién, el cual es resultado de su habito
alimenticio filtrador, y es una caracteristica conveniente en términos de asegurarse que el
animal de prueba ingiera el tejido que contiene la toxina. Tanto Daphnia como otros
insectos acuaticos tienen la ventaja de presentar un ciclo de vida corto y son Utiles para
evaluar los efectos reproductivos.

3. Evaluacion de insectos no blanco: La seleccién de las especies predadoras/parasitas a
ser evaluadas deberia considerar factores tales como la probabilidad de exposicién a la
proteina vegetal, proximidad filogenética de las especies de prueba con las especies blanco de
la toxina, y relaciones similares.

La evaluacion del potencial riesgo para insectos no blanco resulta complicada por un niamero
de factores. Se espera que muchos de los pesticidas vegetales sean elegidos especificamente
por su capacidad de controlar a los insectos plaga. En la mayoria de los casos, se puede
asumir que el grupo de insectos no blanco en mayor riesgo estara cercanamente emparentado
con las especies plaga. Si bien hay pocos insectos no blanco con demostrada importancia
economica para los humanos, existen muchos insectos no blanco con un rol importante en los
procesos ecoldgicos y que pueden beneficiar al hombre indirectamente.

El rango de hospedadores es un factor importante en la evaluacién de riesgo de una proteina
pesticida producida en plantas. Un problema en este contexto es que la extrapolacion, incluso a
través de lineas de especies, suele no ser confiable. Por tal motivo, se deberian llevar a cabo
ensayos con representantes de un cierto nimero de taxa de “insectos benéficos”. La EPA
recomienda que se realicen los ensayos con especies polinizadoras, como las abejas (Apis
mellifera), y otras tres especies de insectos, que representen al menos dos de los siguientes
grupos: dipteros parasiticos, hemipteros predadores, coledpteros predadores, acaros
predadores, neurépteros predadores, himendpteros parasiticos.

Los requisitos para evaluar los potenciales efectos toxicos de las proteinas pesticidas vegetales
sobre organismos del suelo representativos, como los colémbolos y las lombrices de tierra, se
basaron originalmente en la posibilidad de la exposicién a largo plazo de estos organismos al
rastrojo incorporado al suelo o dejado sobre la superficie del suelo. (La EPA de EE.UU. no
solicita dicha evaluacién para el registro de pesticidas convencionales o productos en spray de
Bacillus thuringiensis). Una de las razones de la EPA para solicitar las pruebas con
invertebrados del suelo no blanco fue la preocupacion de que los efectos adversos sobre estas
especies causaran una acumulacion de desechos vegetales en los campos de algodén. Desde
ese entonces, la EPA ha descubierto que el uso a largo plazo en el suelo de insecticidas
guimicos altamente téxicos, tales como aldicarb, terbufos, forate y carbofuranos, los cuales
poseen efectos a largo plazo sobre las especies de invertebrados del suelo, no ha resultado en
la acumulacion de detrito vegetal en el suelo, basandose en informacién disponible sobre las
practicas agrondmicas de rutina utilizadas en la actualidad. Algunos de estos materiales tienen
una vida media de 10 o mas afios. Asi, los cultivos que expresan proteinas pesticidas, que se
espera que tengan menor impacto sobre estas especies que los pesticidas quimicos altamente

49



Capitulo 12 — Efectos adversos secundarios y no intencionales

toxicos, no deberian resultar en una acumulacion incrementada de desechos vegetales. Para
avalar esta conclusion existe informacion que indica que la produccién de la toxina Bt en
plantas pesticidas cesa cuando la planta llega a senescencia en la mayoria de los cultivos de
maiz Bt registrados, lo cual permite una cierta degradacion de la proteina previa a la cosecha.
Ademas, la informacién sobre el destino ambiental indica que para los cultivos de maiz Bt
registrados hasta la actualidad sélo <1 to 90 gramos de la proteina Bt por acre® entrarian en el
suelo como resultado de la incorporacion de las plantas Bt post-cosecha. Dado que se sabe
gue las proteinas se degradan rapidamente en el suelo, no se anticipa que el cultivo de plantas
gue contienen pesticidas proteicos presente potencial de acumulacion significativa en el suelo y
de riesgo para los organismos no blanco del suelo.

Otros efectos no intencionales: encapsidacion heterélogay recombinacion

La siguiente discusién de los potenciales efectos secundarios de las plantas transgénicas
resistentes a virus (por ejemplo: alteraciones fenotipicas y recombinacioén viral) ha sido incluida
como un ejemplo de otro tipo de efecto no intencional.

Dos vistas del virus del
mosaico del tabaco, una
¢ longitudinal & lo largo del

~ eje helicoidal (abajo), 1a
 otra transversal, de frente
al eje helicaidal

Desde el primer reporte de plantas transgénicas que expresan resistencia al virus de mosaico
del tabaco, producido por Powell-Abel et al. en 1986, han sido desarrollados numerosos
cultivos transgénicos tolerantes o resistentes a un amplio rango de virus (Beachy 1997). Estas
plantas representan la primera aplicacion del concepto de resistencia derivada del patégeno
(Sanford & Johnston, 1985), en las cuales genes virales que codifican para proteinas de la
capside (CP), replicasas, proteinas defectivas de movimiento, proteasas, o componentes
auxiliadores (Lomonossoff, 1995), han sido introducidas en el genoma de la planta.
Mayoritariamente, la forma mas comuin de resistencia derivada del patégeno desarrollada por
ingenieria genética es la resistencia mediada por CP, que ha sido usada para conferir
resistencia a virus de ARN de al menos 13 géneros, que incluyen 23 especies distintas de virus
(Grumet 1995).

Las plantas transgénicas resistentes a virus y a enfermedades ofrecen muchos beneficios
agrondémicos y ecologicos potenciales. Este es claramente el caso cuando no se han
identificado los correspondientes genes de resistencia naturales del hospedador o cuando no
es posible trasladar estos caracteres a los cultivos comerciales. Ademas existe la posibilidad de
reducir el uso de pesticidas para controlar los insectos vectores de virus patégenos. Junto con
estos beneficios existen riesgos ecoldgicos potenciales que deben ser considerados. Estos
riesgos que se relacionan con la posible interaccién entre productos del transgén viral, ya sea
el ARN o la proteina, y un virus infectivo, incluyen: sinergismo, encapsidacion heterdloga, y
recombinacion (Tepfer, 1993; Robinson, 1996; Aaziz & Tepfer, 1999). Dependiendo de la

® NT: 1 acre = 0,405 hectareas
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planta hospedadora, también deben considerarse las consecuencias del pasaje de la
caracteristica de resistencia viral a especies salvajes relacionadas por medio de cruzamiento.

Efectos fenotipicos no persistentes: Existen dos preocupaciones relacionadas con la
alteracion fenotipica. La primera esta basada en la posibilidad de una interaccién sinérgica
adversa entre el ARN o la proteina producidos por un transgén y un virus infectivo heterélogo
(por ejemplo: un virus diferente al usado en la construccion de la planta transgénica, que
también infecta a la planta hospedadora) tal que produzca un aumento en la severidad de los
sintomas causados por la infeccion con el virus heter6logo. Han sido descriptas interacciones
de sinergismo entre virus coinfectantes de una planta hospedadora no transgénica para varias
combinaciones de virus. El primer ejemplo descripto, y el mejor estudiado, es con el virus X
(PVX) y el virus Y (PVY), ambos de la papa (Rochow & Ross, 1955). El mecanismo subyacente
de estos efectos sinérgicos no es bien conocido. Se han ideado sistemas experimentales para
identificar los productos de genes responsables creando plantas transgénicas que expresan
varias porciones del genoma del potivirus y examinando la expresién de sintomas luego de una
inoculacion con PVX. Basado en estos estudios, los 3.544 nucleétidos del extremo 5" terminal
del genoma de PVY, que codifica para la proteasa-1 (P1), el componente auxiliador de la
proteasa (HC-Pro) y la proteina-3 (P3), son esenciales para la expresion de los efectos
sinérgicos.

La segunda preocupacién se basa en la posibilidad de encapsidacion heter6loga (también
llamada transencapsidacion), proceso por el cual el genoma de ARN (o ADN) de un virus
heterélogo infectivo puede ser encapsidado por la proteina de cubierta codificada por el
transgén. La encapsidacion heteréloga puede resultar en una alteracién por Unica vez, ya sea
en el modo de transmisién o en el rango de hospedador del invasor. La encapsidacion
heteréloga, igualmente llamada mezcla fenotipica, también es posible en condiciones de
infeccién mixta con diferentes virus, como ha sido demostrado para el luteovirus del enanismo
amarillo de la cebada (Mathews, 1991) y miembros de los grupos potivirus (Bourdin & Lecoq,
1991) y tombusvirus (Dalmay et al., 1992). Aunque la infeccion viral maltiple es comdn en
arboles y en plantas crecidas en el campo (Abdalla et al., 1985; Falk & Bruening, 1994), pocas
transencapsidaciones han sido reportadas en situaciones de campo que involucraran
transmision viral por insectos (Falk et al., 1995). La encapsidacion heteréloga ha sido también
demostrada en plantas transgénicas que expresan la CP viral (Osburn et al., 1990; Dalmay et
al., 1992; Holt & Beachy, 1992). Por ejemplo, Lecoq et al. (1993) mostraron que cuando se
desafiaron plantas que expresaban un transgén de CP de una cepa transmisible por &fido del
Virus del Mosaico Amarillo del Zapallito con una cepa no transmisible por afido (defectiva en
factor CP de transmision por no afidos), se pudo detectar una cepa heteréloga transmisible por
afido.

Tanto el sinergismo como la transencapsidacion son efectos fenotipicos de corto plazo que se
restringen a la vecindad del cultivo transgénico y desapareceran sin efectos persistentes en el
medioambiente si la plantacion de cultivos transgénicos es detenida. Con respecto a la
encapsidacion heterdloga, “no es un problema, porque esta limitada a una Unica transferencia,
por ejemplo, una vez que el genoma encapsidado de forma heter6loga es introducido dentro de
un nuevo hospedador, revierte utilizando su propia CP” (Henry et al., 1995). En términos
generales, no se espera que los efectos del sinergismo ni los de la transencapsidacién resulten
mas serios que los impactos que puedan ocurrir en infecciones mdultiples de cultivos
susceptibles.

Recombinacién viral: La recombinacién viral ha sido propuesta como el riesgo mas
significativo asociado a plantas transgénicas resistentes a virus. Antes de dirigirnos
directamente a este tema, es importante examinar la ocurrencia y relevancia de la
recombinacion de ARN en infecciones mixtas de virus en plantas no transgénicas. La
recombinacion de ARN fue observada primeramente en coinfecciones de distintas cepas de
poliovirus portadoras de una Unica mutacion (Hirst, 1962; Ledinko, 1963), y desde entonces se
ha documentado para un nimero creciente de virus de ARN. Tanto los analisis filogenéticos de
secuencias nucleotidicas virales como los ensayos de laboratorio utilizando variantes virales no
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replicativas (virus animales) o defectivas de movimiento (virus de plantas), en los cuales el
defecto funcional puede ser restaurado a través de la recombinacion del ARN, han sido
utilizados como evidencia de la recombinacion del ARN (Tabla 1). La replicacion del genoma
en los virus de ARN involucra a una ARN polimerasa dependiente de ARN codificada por el
virus (RdRp), y el modelo mas aceptado para la recombinacién de ARN es el mecanismo de
intercambio de molde mediado por la RdRp. En este modelo, la recombinacién del ARN ocurre
durante la sintesis del ARN, si la RdRp se detiene (sobre la hebra dadora) y cambia a otro sitio
del mismo molde o a otra hebra (hebra aceptora) para reasumir la sintesis del ARN naciente

(Cooper et al., 1974; Nagy & Simon, 1997).

Tabla 1. Evidencias directas de laboratorio de recombinacion en virus ARN*

Grupo de virus

Virus

Referencia®

Animales
Picornavirus

Coronavirus
Alfavirus
Ortomixovirus

Nodavirus

Vegetales
Bromovirus

Carmovirus
Tobamovirus
Alfamovirus
Tombusvirus
Cucumovirus

Potyvirus

Bacterianos

Virus de la polio

Virus de la fiebre aftosa

Virus de la hepatitis murina
Virus de la bronquitis infecciosa
Virus Sindbis

Virus de la influenza

Virus Flock house

Virus del mosaico de Bromus

Virus del moteado clorético del caupi
Virus de la hoja arrugada del tulipan
Virus del mosaico del tabaco

Virus del mosaico de la alfalfa

Virus de la necrosis del pepino, Virus del
enanismo ramificado del tomate (ARN DI)
Virus del mosaico del pepino, virus de la
aspermia del tomate

Virus del mosaico amarillo del zucchini

3

Qbeta
phi6

Hirst (1962)

McCahon et al (1985)

Lai et al (1985)

Kottier et al (1995)

Weiss & Schlesinger (1991)
Bergmann et al (1992)

Li & Ball (1993)

Bujarski & Kaesberg (1986)
Allison et al (1990)
Cascone et al (1990)

Beck & Dawson (1990)

van der Kuyl et al (1991)
White & Morris (1004)

Fernandez-Cuatero et al (1994)

Gal-On et al (1998)

Munishkin et al (1988)
Onodera et al (1994)

1. Reproducido de Aaziz & Tepfer (1999)
2. Solo se cita la primera referencia
3. ARN DI, ARN Defectivo Interferente

Es practicamente imposible estimar la frecuencia de recombinacion de ARN en infecciones
mixtas de virus salvajes. Aunque los estudios de laboratorio realizados bajo condiciones de alta
presion de seleccion han demostrado que la actividad de virus mutantes funcionalmente
defectivos puede restaurarse a través de la recombinacion de ARN con el mismo virus salvaje o
con otro cercanamente relacionado, no se han publicado datos sobre recombinacion de ARN
entre virus salvajes coinfectivos. La recombinacion del ARN requiere que los dos virus realicen
la replicaciéon del ARN al mismo tiempo y en la misma localizacién subcelular, condiciones que
son dificiles de alcanzar. Esto se ilustra con el virus mosaico del pepino (CMV) y el virus de la
aspermia del tomate (TAV), dos miembros del grupo cucumovirus, con los cuales la coinfeccion
exitosa de plantas de tabaco es la excepcién pero no la regla, ya que generalmente CMV
excluye a TAV (Stackey & Francki, 1990).

En sistemas experimentales, conceptualmente similares a los desarrollados para demostrar la
recombinacion de ARN entre virus, se ha reportado la recombinacion de ARN entre el
transcripto de un transgén y el ARN viral infectivo para el virus del mosaico de la coliflor
(CaMV), el virus moteado clorético del caupi (CCMV) vy el virus del enanismo ramificado del
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tomate (TBSV), (Borja et al., 1999). Por ejemplo, la inoculacién de Brassica napus transgénica
que expresa el marco de lectura abierto VI del CaMV, gen que codifica para una proteina de
movimiento necesaria para la infeccion sistémica del virus, con una cepa viral defectiva para la
proteina de movimiento, dio como resultado la generacion de particulas de CaMV
recombinantes (Gal et al., 1992). De la misma manera, Greene y Allison (1994, 1996) pudieron
demostrar la recombinacién de ARN entre un transgén que codifica para la porcién 3" terminal
de la proteina de capside del CCMV y un aislamiento de CCMV carente de dicha region del gen
de proteina de cépside.

Dado que puede ocurrir la recombinacién del ARN, tanto entre virus en infecciones mixtas de
plantas no transgénicas como entre un transgén y un virus que infecta una planta transgénica,
la pregunta esencial de la bioseguridad es: ¢la recombinacion entre el ARNm de un transgén y
los virus que infecten a la planta transgénica conducira a la creacion de cepas nuevas con
propiedades mas perjudiciales? Hasta la fecha, no hay evidencia empirica que avale este punto
de argumentacién. Cuando los aislamientos de CCMV recombinantes fueron evaluados sobre
un rango de plantas hospedadoras, cuatro de siete mostraron sintomas (Allison et al., 1997),
pero ninguna de ellas resulté mas apta que las cepas parentales cuando se inocularon con el
virus salvaje (Allison et al., 1999). Otros ensayos que examinaron la sintomatologia de virus
recombinantes, creados in vitro por intercambio de segmentos de ARN entre diferentes cepas
o entre diferentes virus emparentados, también mostré cambios considerables ocasionalmente
(Ding et al., 1996; Salanki et al., 1997; Carrere et al., 1999). Sin embargo, estos estudios no
investigaron plenamente la capacidad adaptativa de los virus recombinantes en comparacion
con la de las cepas parentales.

A pesar de que existe escasa evidencia experimental, hasta la fecha no existen indicios de que
la naturaleza de los recombinantes virales que se originan de la recombinacion de ARN en
infecciones de plantas no transgénicas por mezcla de virus sea distinta de las que resulten
posibles en plantas transgénicas infectadas por un solo virus. Si este fuera el caso, es
razonable concluir que las plantas que expresan secuencias virales no presenten nuevos o
mayores riesgos en comparacion con lo que existe naturalmente en un “mundo no
transgénico”.

CASO DE ESTUDIO MON810

Potencial de comportarse como planta plaga

Una planta puede ser considerada una plaga pero no una maleza. Por ejemplo, una planta que
produce una sustancia alelopatica puede ser considerada una plaga si la toxina que produce
tiene efectos ambientales no deseados. Las plantas transgénicas que expresan nuevas toxinas
0 potenciales alergenos deben ser evaluadas en forma acorde.

No existe evidencia que indique que MONB810 tenga algun potencial de planta plaga alterado
en comparacion con su contraparte no transformada.

Efectos sobre organismos no blanco

Existe informacién exhaustiva sobre la falta de efectos no deseados obtenidos a partir de
preparaciones microbianas de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (B.t.k.) que contienen la
proteina CrylAb. La proteina CrylAb de longitud completa codificada por el gen crylAb usado
para producir MONB810, y el nlcleo proteico resistente a tripsina con actividad insecticida (HD-
1) producido en estas plantas, son idénticos a las proteinas Cry1lAb de longitud completa y sus
nucleos resistentes a tripsina contenidos en las formulaciones microbianas comerciales que
han sido utilizadas en forma segura por mas de 30 afios (Lee et al., 1995%;, EPA, 1988). Las
proteinas de B.t.k. tienen una selectividad extrema por los insectos lepidopteros (Macintosh et
al., 1990; Klausner, 1984; Aronson et al., 1986; Dulmage, 1981; Whitely & Schnepf, 1986), se
unen especificamente a receptores presentes en el intestino medio de estos insectos
(Wolfersberger et al., 1986; Hofmann et al., 1988a; Hofmann et al., 1988b; Van Rie et al., 1989;
Van Rie et al., 1990) y no tienen efectos perjudiciales sobre otros insectos benéficos o no
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blanco (Flexner et al., 1986; Krieg & Langenbruch, 1981; Cantwell et al., 1972; EPA, 1988;
Vinson, 1989; Mehn & Cozzi, 1989).

Estudios a campo: Estados Unidos

Se realizaron ensayos a campo en EE.UU. desde 1993 hasta 1995 para evaluar el impacto del
maiz protegido contra insectos sobre artrépodos benéficos. Se compararon lineas endocriadas
de maiz e hibridos que expresan la proteina CrylAb con sus contrapartes no transformadas
para evaluar la abundancia relativa de artropodos benéficos.

Métodos

Ensayos de 1993: Se plantaron cuatro lineas endocriadas de maiz en una localidad en lowa y
en una en Nebraska (8 surcos/linea/localidad): lineas MON801 y 523-06-1, protegidas contra
insectos, y dos lineas endocriadas no transgénicas. Se realiz0 un muestreo visual no
destructivo para evaluar el nUmero de artrépodos benéficos clave. Se inspeccionaron las
plantas para detectar la presencia de insectos de interés. Se hicieron las cuentas sobre la base
de 5 plantas/surco en cada fecha de muestreo.

Ensayos de 1994: Se evaluaron cuatro eventos de transformaciéon: 523-06-1, 546-09-1,
MON809 y MON801, en dos localidades en lowa. Se planté un total de 12 lineas en la primera
localidad y 8 lineas en la segunda con cuatro réplicas por localidad. Los protocolos de
muestreo fueron los mismos que en 1993.

Ensayos de 1995: Los sitios de ensayos se establecieron en dos localidades: Kentucky (6
lineas protegidas contra insectos, 6 controles) y lowa (MON810 y control). El muestreo visual
se realizo tres veces.

Resultados

1993: Los adultos de O. insidiosus fueron los Unicos predadores en abundancia consistente y
por lo tanto fueron la Unica especie evaluada. No se hicieron verdaderas réplicas, y por lo tanto
no se realizaron analisis estadisticos. La tendencia observada indic6 que no habia efectos
adversos sobre el nimero de predadores debido a la presencia de la proteina CrylAb.

1994: Los datos se presentan en la Tabla 2. Se observo una diferencia estadistica significativa
en una linea en una fecha de muestreo, cuando el numero de predadores fue mayor en el
hibrido protegido contra insectos en comparacioén con su contraparte no transformada.

Tabla 2. Conteo de Orius adultos en dos ensayos de campo en lowa, 1994

Sitio 1 Sitio 2
Hibrido 5Julio 27 Julio 5Julio 27 Julio
Hibrido H 11,25 42,25 29,0 7,5
Hibrido H/MON 809 9,25 31,25 37,0 8,0
Hibrido H/546-09-1 7,5 31,75 40,25 7,25
Hibrido H/MON 801 13,25 42,25 36,75 7,0
Hibrido G 9,75 42,5 53,5 6,25
Hibrido G/523-06-1 9,5 39,0 39,25 7,0
Hibrido G/546-09-1 10,25 36,0 48,5 3,75
Hibrido H/MON 801 7,75 37,75 45,25 7,25
Hibrido D 12,0 33,0 NP* NP
Hibrido D/523-06-1 11,75 37,75 NP NP
Hibrido D/546-09-1 17,25 41,0 NP NP
Hibrido D/MON 801 14,5 40,75 NP NP
MDS** 4,2 12,4 15,2 4,3

*No plantado, ** Menor Diferencia Significativa
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1995: Los resultados de Kentucky se muestran en la Tabla 3, y los de lowa, en la Tabla 4. En
la localidad de Kentucky se registraron tres comparaciones significativas en el nimero medio
de adultos de Orius, pero en términos generales, el nimero de Orius resultdé comparable entre
las lineas transformadas y no transformadas. En lowa, se observaron diferencias en la
abundancia de predadores en cada momento de muestreo, pero se observaron diferencias
entre las lineas de maiz protegido contra insectos y las de maiz no transformado.

Tabla 3. Numero promedio de Orius insidiosus por planta en ensayos de campo en Kentucky, 1995.

Hibrido 11 Julio 20 Julio 7 Agosto
Hibrido | 51 8,5 25
Hibrido I/MON 801 4,7 12,0 2,8
Hibrido D 4,4 10,8 2,4
Hibrido D/MON 801 4,5 14,8 2,6
Hibrido J 6,6 17,4 2,8
Hibrido JJMON 809 7,0 13,4 3,3
Hibrido A 6,3 9,5 1.2
Hibrido A/654-01-1 8,6 10,6 2,3
Hibrido H 4,5 12,5 2,8
Hibrido H/MON 801 4,1 15,0 2,6
Hibrido #1 6,1 8,8 2,7
Hibrido #1/654-02-1 6,2 11,1 2,9
MDS* 2,3 2,7 1,0

* Menor Diferencia Significativa

Tabla 4. Promedio del nimero de predadores totales y masas de huevos del barrenador europeo del
maiz (BEM) por planta en ensayos de campo en lowa, 1995."

1 Agosto 6 Agosto 18 Agosto
Linea < dispersion del polen dispersion del polen > dispersion del polen
No transgénico 2,9/0,1 3,7/0,1 4,5/0,6
MON 810 3,2/0,1 4,9/0,3 6,2/0,8

1. Los valores se expresan como el nimero de predadores/masas de huevos de BEM.

Conclusion

Los resultados observados en los ensayos a campo desde 1993 hasta 1995 demostraron que
el maiz que expresa la proteina CrylAb no tuvo efectos directos ni indirectos sobre las
especies de artrépodos benéficos estudiadas. Ademas, el conteo de insectos en lowa en 1995
mostré que el maiz protegido contra insectos no tuvo efectos sobre las arafas, los coccinélidos,
las crisopas y los nabidos, que se sabe que son predadores importantes del barrenador
europeo del maiz y de otras pestes del maiz econémicamente importantes.

Estudios a campo: Francia

En 1995 se establecieron ensayos de eficacia en dos localidades en Francia para evaluar el
impacto de MONB810 sobre las poblaciones de artrépodos benéficos en comparacién con su
contraparte no transformada (MON810/Bt-) con y sin insecticida.
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Métodos

El ensayo fue establecido como un disefio factorial completo con presencia/ausencia de tres
factores: proteina CrylAb, inoculacion con el barrenador europeo, y spray de insecticida (delta-
metrina a 20 g/ha). Ademdas de las evaluaciones de rendimiento, se evalué el numero de
artropodos benéficos en 10 plantas por cada terreno. Para asegurar el desarrollo de la
infeccion por el barrenador europeo, la mitad de los terrenos fue inoculada con el insecto plaga.

Resultados

No hubo diferencias significativas en las poblaciones de artrépodos benéficos cuando se
compararon los terrenos de MON810 y MONS810/Bt- sin tratar (Tabla 5). Se observaron
diferencias significativas en las poblaciones de artropodos benéficos cuando se compar6
MONS810 con MONB810/Bt- tratado con insecticida (Tabla 5).

Tabla 5. Artropodos benéficos (promedio/30plantas) observados sobre MON 810, MON 810/Bt- (sin
insecticida) y MON 810/Bt- (con insecticida).

Tratamiento

Lugar MON 810 MON 810/Bt- sin insecticida MON 810/Bt- con insecticida

Viraz 18,5 16 6

Pau 11,8 14,8 3,2
Conclusién

La proteina CrylAb presente en MON810 no mostré impacto adverso apreciable en las
poblaciones de artrépodos benéficos.

Estudios de laboratorio

La producciéon de proteinas insecticidas dentro de matrices vegetales puede prolongar su
persistencia en el medioambiente e incrementar la biodisponibilidad de las proteinas para
ambos grupos de invertebrados blanco y no blanco (Jepson et al., 1994). El ndcleo resistente a
tripsina de CrylAb (HD-1), en el maiz resistente al barrenador europeo, esta presente en el
tejido vegetal que queda en el suelo luego de la cosecha (rastrojo). El rastrojo del maiz
tipicamente es introducido en el suelo por la labranza pero también puede quedar sobre la
superficie del suelo hasta el proximo afio (sistema de labranza cero o siembra directa). Los
resultados de un estudio, realizado para evaluar el destino ambiental (disipacién) de la proteina
B.t.k. HD-1 en el rastrojo de maiz, determinaron que la proteina B.t.k. HD-1, como componente
del rastrojo de maiz resistente al barrenador europeo, se disipara facilmente en la superficie o
dentro del suelo (ver Apéndice 2).

Antes de la degradacion final, la proteina CrylAb puede ser consumida por invertebrados no
blanco del suelo tales como las lombrices de tierra y los colémbolos, que son componentes
criticos de los procesos de descomposicion del suelo (Calow, 1993). Asi mismo, se requieren
ensayos de toxicidad en insectos no blanco para evaluar los posibles riesgos ecoldgicos dados
por la exposicién a las nuevas variedades de los cultivos (Urban y Cook, 1986). Como las
proteinas insecticidas de B. thuringiensis son biolégicamente activas sélo luego de ser
ingeridas y unirse a los receptores especificos del intestino medio de los insectos susceptibles,
se requieren ensayos de dieta alimentaria para estudiar la respuesta toxicologica de las
especies de insecto no blanco.

Debido a que la proteina CrylAb expresada en MONB810 es rapidamente degradada por
enzimas proteoliticas digestivas luego de la ingestiéon, sus efectos toxicoldgicos fueron
evaluados usando el nlcleo proteico resistente a tripsina (HD-1) de la proteina CrylAb
expresada en bacterias y digerida con tripsina. El gen crylAb nativo de longitud completa fue
introducido en E. coli y la proteina CrylAb expresada fue sometida a digestion por tripsina,
purificada, caracterizada y utilizada para estudios de evaluacion de seguridad de insectos
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benéficos y mamiferos. Se estableci6 la equivalencia estructural y funcional del nucleo
resistente a tripsina HD-1 expresado en E. coli y la CrylAb expresada en las plantas
transgénicas MONB810, a través de un conjunto riguroso de criterios que incluyeron el peso
molecular, la inmunoreactividad, y la actividad insecticida (ver material expresado/efecto).

Los siguientes son breves resimenes de los ensayos de dieta alimentaria de especies
indicadoras no blanco clave. Los detalles de cada ensayo, con la excepcion de himendépteros
parasiticos y los escarabajos “mariquitas”, se presentan en el Apéndice 3.

Larvas y adultos de abejas: Estos estudios se realizaron para evaluar la seguridad del ntcleo
proteico resistente a tripsina de la proteina CrylAb para las larvas y los adultos de las abejas
mieleras (Apis mellifera L.), un insecto polinizador benéfico. Para estos estudios se usé una
dosis de riesgo maxima. La concentracion nominal maxima de la proteina CrylAb evaluada fue
10 veces superior al valor estimado de CrylAb necesaria para causar la muerte del 50%
(DL50) de varios lepidépteros plaga blanco (Macintosh et al.,, 1990). No se observaron
diferencias entre los tratamientos, y la DL50 para la proteina CrylAb en abejas adultas y larvas
fue mayor a 20 ppm, la mayor dosis ensayada. La concentracién en la cual no se observaron
efectos fue de 20 ppm (Maggi & Sims, 1994a, 1994b; Sims, 1994).

Crisopa verde: La crisopa verde (Chrysopa carnea) es un insecto predador benéfico que se
encuentra comunmente en el maiz y otras plantas cultivadas. No hubo evidencia de que las
larvas de crisopa verde fueran afectadas adversamente cuando se las aliment6 con huevos de
pollilas recubiertos con una concentracion nominal de proteina CrylAb de 16,7 ppm durante
siete dias. Bajo las condiciones de estudio, la DL50 fue mayor a 16,7 ppm de proteina Cry1Ab,
la dosis mayor ensayada (Hoxter & Lynn, 1992a).

Himendpteros parasiticos: Se realizé un estudio para evaluar la seguridad del nucleo
resistente a tripsina de la proteina CrylAb en el himendptero parasitico Brachymeria
intermedia, un parasito benéfico de la mosca casera (Musca domestics). Los himendpteros
parasiticos expuestos al ndcleo resistente a tripsina de la proteina CrylAb en una
concentracion de 20ppm en una solucién de miell/agua durante treinta dias no mostraron
mortalidad relacionada al tratamiento ni signos de toxicidad. La DL50 de proteina Cry1Ab en el
himendptero parasitico fue superior a 20 ppm, la mayor dosis ensayada. La concentracion en la
cual no se observaron efectos fue de 20 ppm (Hoxter & Lynn, 1992b).

Escarabajos mariquitas (“vaquitas”): El escarabajo mariquita (Hippodamia convergens) es
un insecto predador benéfico que se alimenta de &fidos y otros insectos de plantas que se
encuentran comunmente sobre las hojas y tallos de las malezas y plantas cultivadas. Se
expuso al escarabajo mariquita al nlcleo resistente a tripsina de la proteina CrylAb a una
concentracion de 20 ppm en una solucion de miel/agua durante nueve dias y no mostro
mortalidad relacionada al tratamiento ni signos de toxicidad. La DL50 de proteina CrylAb para
el escarabajo mariquita fue superior a 20 ppm, la mayor dosis ensayada. La concentraciéon en
la cual no se observaron efectos fue de 20 ppm (Hoxter & Lynn, 1992c).

Daphnia: Para el cladocero Daphnia magna (pulga de agua), se realizé un estudio de
evaluacion de la toxicidad aguda del polen de maiz que contiene proteina CrylAb durante un
periodo de exposicién de 48 horas bajo condiciones de prueba de estatica-renovacion. Los
dafnidos son representantes de un grupo importante de invertebrados acuaticos. El valor
estimado de DL50 de 48 ha para D. magna expuesta a la proteina CrylAb en el polen de maiz
fue >100 mg polen de prueba por litro. No se observaron efectos relacionados al tratamiento en
la concentracion limite de 100 mg de polen de prueball.

Lombrices de tierra: El objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad de la proteina
insecticida CrylAb administrada a lombrices de tierra durante una exposicion de 14 dias en un
sustrato de suelo artificial. Se determind que el valor estimado de DL50 de 14 dias para las
lombrices expuestas a la proteina insecticida Cry1Ab era superior a 200 mg/kg de suelo seco,
la Gnica concentracidn ensayada. La concentracion en la cual no se observaron efectos fue 200
mg/kg de suelo seco.
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Colémbolos: El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la proteina CrylAb expresada
en planta sobre los colémbolos, que son invertebrados que habitan en el suelo y que juegan un
rol importante en el ecosistema del suelo, ya que se alimentan de materiales vegetales en
descomposicion. Los colémbolos podrian estar expuestos a la proteina CrylAb presente en el
rastrojo de maiz. Los resultados de estos estudios indican que, incluso a dosis de tratamientos
muy elevadas, los colémbolos no fueron afectados por la exposicion cronica a CrylAb de las
plantas.

Codornices: El objetivo de este estudio fue evaluar la inocuidad de los derivados del maiz
resistente al barrenador europeo de la linea MON80187 cuando se los utiliza para alimentar
codornices (las aves se pueden alimentar de semillas de maiz que quedan sueltas en el campo
luego de la cosecha). No se observd mortalidad en las aves alimentadas con hasta 10% p/p
(nominal 100.000 ppm) de MON 80187 en la dieta. En base a los parametros medidos, la
inocuidad del alimento derivado de la linea de maiz resistente al barrenador europeo
(MONB80187) resulté comparable con la de la linea control (MONB80087) cuando se la utiliz6 en
la dieta de las codornices.
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Las delta-endotoxinas producidas por Bacillus thuringiensis (Bt) actian uniéndose
selectivamente a los receptores especificos localizados en las microvellosidades del epitelio del
intestino medio de especies de insectos susceptibles. Luego de la union, se forman poros que
permiten que el contenido del lumen se filtre hacia el fluido corpéreo, causando finalmente la
muerte. No existen receptores para estas toxinas en la superficie de las células intestinales de
los mamiferos, por lo tanto el ganado y los humanos no son susceptibles a su accion. La
actividad de las toxinas Bt ha sido explotada en la agricultura y silvicultura por mas de 30 afios
a través del uso de formulaciones microbianas en sprays. Mas recientemente, un niumero de
especies vegetales (maiz, algoddén, papa y tomate) han sido modificadas por ingenieria
genética para que expresen la toxina Bt en el tejido foliar, para poder controlar un rango de
insectos plaga incluyendo al barrenador europeo del maiz, la oruga capullera del algodén vy el
escarabajo de la papa del Colorado. Cuando se expresan en plantas, las toxinas Bt son mucho
mas persistentes y efectivas, incluso contra insectos que se alimentan en sitios dificiles o
imposibles de acceder con los sprays. Aproximadamente 11,6 millones de hectareas han sido
sembradas con cultivos Bt en el mundo en el afio 2000 (James, 2000).

A pesar del éxito comercial de los cultivos Bt, existe una preocupacion generalizada acerca de
la duracién de sus beneficios, ya que la expresién constitutiva de las toxinas Bt en plantas
llevara en algin momento a la seleccion y multiplicacién de los escasos insectos resistentes a
la toxina Bt. El potencial desarrollo de resistencia a Bt en los insectos, como consecuencia de
las plantaciones comerciales de cultivos Bt, es también una preocupacion para los productores
agropecuarios y horticolas que confian en el uso de formulaciones microbianas de Bt en
sprays, para las cuales ya se han documentado casos de adaptacion por parte de las plagas
(Tabashnik, 1994). Si bien se suele citar como evidencia de la capacidad genética de los
artrépodos de evolucionar a cepas resistentes la observacion de que mas de 400 especies de
insectos han desarrollado resistencia hacia al menos un insecticida (Georghiou, 1986), también
es igualmente importante notar que, hasta la fecha, no hay informes del surgimiento de
insectos resistentes a Bt como consecuencia directa de la introduccion de plantas Bt en la
agricultura comercial.

Los insecticidas microbianos Bt tienen un envidiable historial de uso y es por esta razén que las
autoridades regulatorias de EE.UU. y Canad& consideran que las toxinas Bt en sprays
microbianos y en plantas transgénicas estan “en el bien publico” y por lo tanto son
merecedoras de una proteccion regulatoria extra (EPA, 1999; CFIA, 1999). Dicha proteccion es
provista a través del requerimiento de implementacion obligatoria de planes de manejo de
resistencia de insectos (MRI) disefiados para mitigar el desarrollo de poblaciones de insectos
plaga resistentes a Bt.

Planes de manejo de resistencia de insectos

En Canada y EE.UU. la industria agricola ha adoptado lo que se conoce como “estrategia de
alta dosis/refugio” como manera de retardar el surgimiento de resistencia a Bt. Esta estrategia
implica exponer una porcién de la poblacion de la plaga a plantas Bt con una concentracion
extremadamente alta de la toxina [25 veces la cantidad necesaria para eliminar el 99% de los
insectos susceptibles (Gould et al., 1994)], mientras se mantiene otra parte de la poblacion en
un refugio donde las plagas no encuentran ninguna proteina Bt (Fig. 1). Esta estrategia tiene
cuatro supuestos esenciales:

e Los genes de resistencia deben ser practicamente recesivos. En otras palabras, los
individuos con una sola copia del gen de resistencia (es decir, heterocigotas RS) tienen muy
baja supervivencia en los cultivos Bt, similar a la de un individuo completamente susceptible
(es decir, homocigota SS). Estadisticamente, las tasas de supervivencia RS en plantas Bt
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debe ser menor al 5% de la supervivencia esperada para individuos verdaderamente
resistentes (es decir, homocigotas RR) para que la estrategia tenga éxito.

Los genes que confieren resistencia son poco frecuentes. Los estudios con Heliothis
virescens (Gould et al., 1997) y Ostrinia nubilalis (Andow et al., 1998, 2000) avalan este
supuesto, mientras que otros cuestionan su aplicacion uniforme (Tabashnik et al., 2000).

El refugio de plantas no transgénicas mantendr4 un numero suficiente de individuos
susceptibles (SS) para sobrepasar en nimero a los individuos resistentes (RR) durante el
apareamiento de modo que la progenie sea heterocigota RS, manteniendo asi una
poblacion que es casi exclusivamente RS o SS.

La proximidad de los refugios a los cultivos Bt es suficiente para asegurar el apareamiento
practicamente aleatorio dentro de las distancias tipicas de dispersién de los adultos.
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Fig.1 Cémo funciona la estrategia de alta dosis/refugio para retrasar la aparicion de insectos resistentes RR en la
poblacién plaga. Reproducido de Cohen et al. 2000.

Alta Dosis

Un panel de consultores cientificos de la EPA (EPA, 1998) concluy6 que para que un cultivo Bt
sea considerado de alta dosis, se deberia demostrar, por al menos dos de los siguientes
métodos, que contiene 25 veces la cantidad de toxina Bt necesaria para eliminar el 99% de los
insectos susceptibles:

Bioensayos de diluciones seriadas con dieta artificial que contenga tejidos liofilizados de
plantas Bt (usando tejidos de plantas no-Bt como controles),

Bioensayos con lineas de plantas con niveles de expresion de aproximadamente 25 veces
menor que el cultivar comercial (determinado por ELISA cuantitativo o alguna técnica mas
confiable);

Relevar grandes numeros de plantas comerciales en terrenos centinelas a campo (por
ejemplo: método del maiz dulce centinela) para atestiguar que el cultivar esté en una
DL99,9, o superior, para asegurar que el 95% de los heterocigotas sean probablemente
eliminados. Con este enfoque, los hibridos de maiz dulce Bt son usados para atraer altas
densidades de adultos del barrenador europeo del maiz y del gusano capullero del algodén
[Helicoverpa zea (Boddie)], el muestreo se puede limitar a las espigas de maiz dulce en el
terreno Bt (un bloque de aprox. ¥4-%2 acres), y se puede estimar una frecuencia de fenotipos
resistentes como la proporcion entre densidad de larvas/plantas en maiz Bt dulce y
densidad de larvas/plantas en una plantacion adyacente de maiz dulce no Bt (Andow &
Hutchison, 1998).
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e Similar al punto anterior, pero usando infestacion controlada con una cepa de laboratorio de
la plaga que tenga un valor de DL50 similar al de la cepa de campo.

e Determinar si se podria encontrar un estadio larval posterior de la plaga blanco con una
DL50 que fuera alrededor de 25 veces mayor a la de la larva neonata. De ser asi, podria
ensayarse ese estadio sobre las plantas del cultivo para determinar si el 95% o mas de las

larvas del estadio posterior son eliminadas.

Es muy importante que un cultivar Bt cumpla los requerimientos de alta dosis ya que plantas
con dosis moderadas® o bajas® podrian acelerar la seleccién de poblaciones de insectos

resistentes a Bt (Fig. 2).
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Fig. 2. Tasa de evolucion de la resistencia en insectos a plantas Bt en diferentes condiciones, segin un modelo de
genética poblacional. El ajuste de los pardmetros del modelo es la siguiente: plantas de baja dosis (panel A) y alta
dosis (panel B) matan al 100% de los insectos SS y al 0% de los insectos RR. De las plantas de baja dosis, el 5% de
los insectos RS sobrevivieron y llegaron a la madurez, mientras que en las plantas de alta dosis, sélo el 0.5% de los

insectos RS sobrevivieron. La frecuencia inicial del alelo R es 10-3. La eficacia del modelo indica gue si un cultivar
es crecido en el 90% de la superficie del campo y el resto sirve como refugio no-Bt, la resistencia a la toxina Bt
evoluciona en unas 15 generaciones de insectos. En las mismas condiciones, el cultivar de alta dosis permanece
efectivo por unas 45 generaciones de insectos. Si no se usa el refugio, la resistencia evoluciona en menos de 5

generaciones en ambos cultivares. Reproducido de Cohen et al. 2000.

Uso efectivo de los refugios

Los refugios estan compuestos por plantas no Bt del cultivo que se usan para mantener
insectos susceptibles a Bt en la poblacion. ElI gran nimero de homocigotas SS que sobreviva
en el refugio estara disponible para aparearse con cualquier insecto RR poco frecuente que
sobreviva sobre las plantas Bt. La progenie de la cruza SS x RR ser& heterocigota RS y por lo
tanto sera susceptible a la toxina Bt presente en las plantas.

Gran parte del debate actual en torno al MRI se focaliza en el tamafio necesario del refugio y el
grado en el cual se pueden implementar medidas de control de insectos dentro del refugio con
el fin de minimizar las consecuencias economicas de la depredacion de insectos. Estos
factores son variables y dependen del cultivo, la produccién y practicas de rotacion regionales,
y las fenologias de los insectos plaga primarios® y secundarios®. Por ejemplo, en EE.UU. el
algoddn Bt ha sido utilizado eficientemente tanto con un 20% de refugio de algodén no Bt que
puede ser rociado con un insecticida foliar no Bt, como con un refugio del 4% sin control de
insectos. Algunos han recomendado que si se les permite a los productores rociar con
insecticidas, entonces los refugios deberian ser tan grandes como el 50% con el fin de
mantener una poblacién suficiente de insectos susceptibles.

° Un cultivar de dosis moderada es el que expresa una concentracion de toxina que se encuentra por debajo de la dosis alta para
un insecto dado, pero inicialmente permite un control econémicamente aceptable como herramienta Gnica para el control de la

plaga (EPA 1998).

4 Un cultivar de baja dosis es el que produce una concentracién de toxina tal que reduce la capacidad de la plaga pero no resulta,
por si sélo, una herramienta econémicamente aceptable para el control de la plaga. (EPA 1998).
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Si bien se han propuesto varias estrategias de uso eficiente para retrasar el surgimiento de
resistencia, y la mayoria de ellas han sido examinadas por medio de modelos informaticos,
existen pocos datos empiricos que demuestren la eficacia de la estrategia alta dosis/refugio.
Un estudio reciente realizado por Shelton et al. (2000) ha intentado responder un ndmero de
preguntas relacionadas a la ubicacion del refugio, su tamafio, y el impacto del control de
insectos dentro del mismo. Las pruebas involucraron ensayos a campo de pequefia escala a lo
largo de dos afios usando plantas de brécoli transgénicas que expresan la toxina Bt CrylA, y
poblaciones de la polilla de las cruciferas (“diamondback moth“, Plutella xylostella) con
resistencia a esta toxina. La polilla de las cruciferas es el Unico insecto que ha desarrollado
resistencia a las formulaciones en spray de Bacillus thuringiensis a campo, y por cruzamiento
con individuos resistentes con una cepa susceptible de laboratorio, los autores pudieron
generar poblaciones con la frecuencia deseada de resistencia.
A pesar de las circunstancias Unicas de cada combinacion de especie de cultivo e insecto
plaga y los riesgos inherentes a las generalizaciones basadas en extrapolaciones deducidas de
sistemas de modelos Unicos, los hallazgos de Shelton et al. (2000), como se resumen a
continuacion, tienen importantes consecuencias para los esquemas de manejo de resistencia
de plagas:
e Basandose en el niumero de larvas sobre plantas refugio, un refugio separado de 20% fue
mas efectivo para conservar larvas susceptibles que un refugio intercalado del 20%. Los
refugios intercalados tenian las plantas no Bt asignadas aleatoriamente dentro del terreno.

e El rociado de plantas en el refugio del 20% con una formulacion de Bt relacionada (CrylC,
para la cual no hay resistencia cruzada documentada con CrylA) dio como resultado
niveles progresivamente superiores de resistencia (aproximadamente 10%) en el transcurso
de la estacion de cultivo en comparacion con la situacién de refugio sin rociar con
insecticida de ese tipo.

En las autorizaciones de cultivares de maiz y papa Bt en EE.UU. y Canada, se han incluido
condiciones similares, en lo que respecta al tamafio del refugio de un 20% y al requisito de
mantener la funcionalidad del refugio como una reserva de insectos susceptibles viables. La
diferencia relevante entre el manejo del refugio para maiz Bt y papa Bt es que la aplicacién de
los sprays insecticidas ha sido siempre necesaria para controlar las infestaciones producidas
por el escarabajo de la papa del Colorado, mientras que, en términos generales, no se han
utilizado métodos de control similares para el manejo del barrenador europeo del maiz.

Principios para el mejor manejo de cultivos Bt

Los siguientes son principios para la mejor conduccién de planes de MRI de cultivos Bt (EPA,

1999) y se encuentran reflejados en las iniciativas conjuntas de los sectores del gobierno y la

industria de EE.UU. y Canada para el maiz Bt:

o Es necesario un plan especifico de MRI para asegurar el manejo de la resistencia a largo
plazo. Elementos incluidos en el plan de MRI son: alta dosis, refugio estructurado,
informacién ecolégica y biolégica de la plaga susceptible, impacto sobre especies
secundarias, impacto sobre plagas que afectan multiples cultivos Bt, potencial de
resistencia cruzada, mecanismos de resistencia, monitoreo/vigilancia, y accién de
remediacion.

e Para asegurar un manejo de resistencia a largo plazo es necesaria una estrategia de alta
dosis/refugio estructurado.

e La educacion, adopcién y cumplimiento del productor agropecuario son esenciales para la
implementacién y el éxito a largo plazo de la estrategia de manejo de resistencia.

e Para potenciar los objetivos del manejo de plagas, los cultivos Bt se usardn como parte de
un programa de manejo integrado de plagas.

¢ El monitoreo y la vigilancia de la actuacion anual coordinada son necesarios para detectar o
hacer un seguimiento del desarrollo de resistencia.
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e Es necesaria la accion de remediacién coordinada e inmediata para los incidentes de
resistencia confirmados o sospechados.

e Las estrategias de MRI deberan ser adaptadas para abordar las inquietudes del manejo de
resistencia propias de cada region.

e Para los objetivos del manejo sustentable de plagas, es esencial el uso eficiente de las
tacticas de un plan de MRI con sus diferentes modos de accion, incluyendo pesticidas
convencionales, toxinas Bt expresadas en cultivos con distintos modos de accion, métodos
de control bioldgico, y otros métodos de control.

e Se debera realizar una investigacion continua en el manejo de resistencia para evaluar su
efectividad, y modificar, de ser necesario, las estrategias de MRI para los cultivos Bt.

Manejo de resistencia de insectos de maiz Bt en Estados Unidos

Los siguientes son los elementos del plan de MRI del sector industrial desarrollados para el
maiz Bt cultivado en EE.UU. (NCGA 1999). Para la mayor parte del area de maiz (> 90%)
donde es muy poco probable el uso de insecticidas, el plan es consistente y avalado por las
recomendaciones de otros grupos, incluyendo el Comité Regional de Investigacion sobre la
Ecologia y el Manejo del Barrenador Europeo del Maiz del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA Regional Research Committee on the Ecology and Management of
European Corn Borer) (NC-205 1997, 1998), el Subpanel del Panel Cientifico Asesor de la EPA
(EPA Scientific Advisory Panel Subpanel, 1998), y el panel de expertos del Instituto para las
Ciencias de la Vida (International Life Sciences Institute) y del Instituto de Ciencias Ambientales
(ILSI 1999). En las &reas donde los productores son mas proclives a utilizar insecticidas en el
refugio (< 10% de la superficie de maiz), el plan de MRI fue influenciado por la necesidad de
asegurar la practicidad para el productor y la adopcion por el productor de los requisitos del
plan:

e Se impondran minimos requisitos de refugio en todas las regiones maiceras de los Estados
Unidos. Se les solicitara a los productores agropecuarios que planten un minimo de 20% de
maiz no Bt en los estados que conforman la regién nucleo (“cinturén”) maicera y la porcién
norte de la regién maicera/algodonera®. En la porcién sur de la regién maicera/algodonera®
se solicitara un refugio minimo de 50% de maiz no Bt.

¢ Aunque esencialmente la region maicera/algodonera completa se sometié al requisito de
50% refugio en la campafia de 1999, los modelos de simulacién predicen que un refugio del
20% en la regién maicera/algodonera norte es mas que suficiente para proveer eficacia a
largo plazo contra los barrenadores del maiz (estos modelos asumen tres generaciones de
barrenadores/afio). Los modelos de simulacion también predicen que un refugio del 20%
mantiene la susceptibilidad de las poblaciones del gusano cogollero del maiz (Helicoverpa
zea) en la region maicera/algodonera norte debido a una menor supervivencia de
invernantes, menos generaciones/afio, menor adopcion de algodén Bt, y una mayor
proporcion de maiz a algodon en comparaciébn con la porcion sur de la regién
maicera/algodonera.

¢ Las plantaciones a campo de hibridos de maiz que producen la proteina CrylAc, derivados
del Evento DBT418, seguiran siendo restringidas a las regiones algodoneras de Estados
Unidos, segun se define en los términos y condiciones actuales de la Reg. No. 69575-2 de
la EPA.

e Hay regiones limitadas del cintur6n maicero donde histéricamente se han usado insecticidas
convencionales para controlar el barrenador europeo y el barrenador de maiz del sudoeste
(Diatraea grandiosella Dyar) (las infestaciones del gusano cogollero del maiz no han
justificado histéricamente el tratamiento del maiz a campo). Los productores tendran la
opcion de aplicar tratamientos de insecticidas convencionales en los refugios de maiz no Bt,
no obstante, se los instruird especificamente para que lo hagan sélo si el nivel de presién
de la plaga alcanza o excede los umbrales econdmicos. Ademas, a los productores de
estas areas limitadas que deseen reservarse la opcion de tratar sus refugios con
insecticidas convencionales se les solicitar4 que planten el refugio dentro de un cuarto de
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milla de sus plantaciones de maiz Bt. A los productores se los instruird especificamente
para que no usen pesticidas microbianos basados en Bt en el refugio.

Excepto por lo expuesto en el punto anterior, se fomentara que los productores planten sus
extensiones de maiz no Bt dentro del rango de distancia de un cuarto de milla de la
extension cultivada con maiz Bt, donde ello resulte factible, y se les exigird que planten el
refugio dentro de una distancia de media milla con respecto a su plantacion de maiz Bt. Los
productores necesitan este grado de flexibilidad en la ubicacion del refugio de modo que
puedan maximizar su eficiencia durante el corto periodo de tiempo que se planta el maiz en
la mayoria de las regiones del cinturén maicero.

Los productores que compren hibridos de maiz Bt firmaran un acuerdo (Stewardship
Agreement) por el cual se comprometerdn a cumplir los requisitos de MRI. A cada
comprador de maiz Bt se le entregard una copia de la “Guia de Productores de Maiz Bt”
gue contiene un conjunto uniforme de recomendaciones y requisitos del MRI.

La clave del éxito de un plan de esta naturaleza es un fuerte programa de educacién al
productor. Los productores deben entender claramente la importancia del MRI para
preservar la eficacia a largo plazo de esta tecnologia, y que su participacién en este
programa de administracion es vital para su éxito. Cada una de las compafiias semilleras
participantes de este plan se compromete a continuar con sus exhaustivos programas
continuos de educacién. El plan de la industria sera comunicado por medio de las
compafias semilleras, ademas de ser reforzado a través de esfuerzos de comunicacion y
educacion de la Asociacion Nacional de Productores de Maiz (National Corn Growers
Association), la Asociacion Americana de Protectores de Cultivos (American Crop
Protection Association), las asociaciones maiceras estatales y locales, los servicios de
extension rural de las universidades, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(USDA), la Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU. (EPA), y otros. Los esfuerzos
mancomunados de estos diferentes grupos comunicando un Plan de MRI uniforme enviaran
un fuerte mensaje a la comunidad de productores agropecuarios sobre la importancia de su
implementacion.

Las inscripciones actuales de maiz Bt requieren el monitoreo de poblaciones de insectos
(por ej.: el barrenador del maiz, el gusano cogollero) para medir los cambios en la
susceptibilidad hacia la proteina insecticida (por ej.: CrylAb, CrylAc) expresada en los
hibridos de maiz. Muchas compafiias semilleras han estado trabajando en forma
cooperativa en este esfuerzo. Bajo este plan de MRI propuesto, las poblaciones del
barrenador europeo y del gusano cogollero seguiran siendo monitoreadas en forma similar
anualmente. Hasta tanto no se disponga de métodos validados para el monitoreo del
barrenador del sudoeste, el monitoreo de las poblaciones de este insecto se iniciara segin
lo que se considere mas apropiado.

Anualmente se realizaran relevamientos para evaluar el grado de adopcion del plan de MRI
por parte de los productores. Si el grado de adopcién dentro de una regién se encuentra por
debajo de las expectativas, las industrias participantes en este plan, conjuntamente con
otras partes involucradas (gubernamentales o individuales), intensificaran los esfuerzos en
educacioén del productor en dichas areas. A los productores que ignoren repetidamente los
requisitos del plan se les restringira el futuro acceso a esta tecnologia.

Se instruird a los clientes (productores y distribuidores de semillas) para que se contacten
con el agente registrado o el distribuidor autorizado si ocurren incidentes de niveles
inesperados de dafio por el insecto blanco durante el uso de producto Bt del agente
registrado. Los agentes registrados (0 sus distribuidores autorizados) investigaran e
identificaran la causa de dicho dafio por medio de un muestreo local a campo de los tejidos
vegetales o plantas de los hibridos de maiz que expresan la proteina insecticida Bt y por el
muestreo de las poblaciones de plagas locales, seguido por ensayos apropiados in vitro y
en planta. Luego de confirmar por inmunoensayos que las plantas contienen la proteina
CrylA apropiada, se realizardn bioensayos para determinar si la poblacion de insectos
colectada muestra un fenotipo resistente.
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En caso de que se disponga y se encuentre validado para la especie plaga blanco, se
empleara un ensayo de concentracion discriminante para definir un caso de resistencia
confirmado. Para otras plagas blanco, en tanto no se establezca y valide un ensayo de
concentracion discriminante, los agentes registrados utilizaran lo siguiente para definir un
caso confirmado de resistencia de insecto:

La progenie de la poblacion muestreada sera considerada resistente si muestra AMBAS de
las siguientes caracteristicas en bioensayos iniciados con neonatos:
Una DL50 en un bioensayo dietario estandar (incorporando la proteina CrylA
apropiada) que exceda el limite superior del intervalo de confianza del 95% de la DL50
media historica para poblaciones susceptibles, acorde a lo establecido por el programa
base de monitoreo continuo,
Supervivencia > 30% y > 25% del area foliar dafiada en un bioensayo de cinco dias
usando el tejido foliar CrylA positivo apropiado en condiciones controladas de
laboratorio.
Basandose en la investigacion y experiencia continua, esta definicion practica de resistencia
confirmada puede justificar ajustes adicionales. En el caso de que los agentes registrados
encuentren apropiado modificar el criterio especificado en la definicion practica, obtendran
la aprobacién de la Agencia para establecer una definicion mas adecuada.

Los agentes registrados informaran a la Agencia todos los casos confirmados de resistencia
de plagas, acorde a lo descrito anteriormente, y dentro del plazo de 30 dias. En cuanto se
identifigue un caso confirmado de resistencia, los agentes registrados tomaran las
siguientes medidas de mitigacion inmediatas:
Notificar a los clientes y a los agentes extensionistas en el area afectada,
Recomendar a los clientes y a los agentes extensionistas del area afectada que usen
medidas de control alternativas para reducir o controlar la poblacion de plaga local, y
donde sea apropiado, recomendar a los clientes y a los agentes extensionistas en el
area afectada que el rastrojo de los cultivos sea incorporado al suelo prontamente
luego de la cosecha para minimizar la posibilidad de insectos invernantes.
Dentro de los 90 dias del caso confirmado de resistencia de plagas, como se lo describid
anteriormente, los agentes registrados procederan a:
Notificar a la Agencia acerca de las medidas mitigativas inmediatas implementadas,
Presentar a la Agencia un plan de accion de manejo de resistencia a largo plazo para
el area afectada,
Trabajar estrechamente con la Agencia para asegurar que se implemente un plan de
accion de manejo de resistencia a largo plazo para el area afectada, e
Implementar un plan de accion que sea aprobado por la EPA y que consista de
algunos o todos de los siguientes elementos, segun la justificacion:
Notificar a los clientes y a los extensionistas en el area afectada sobre la
resistencia de la plaga,
Incrementar el monitoreo en el area afectada, y asegurarse de que anualmente se
obtengan muestras de las poblaciones de las plagas blanco locales,
Recomendar medidas alternativas para reducir o controlar las poblaciones de
plagas blanco en el area afectada,
Implementar medidas de MRI locales intensificadas en el &rea afectada basandose
en los dltimos resultados de investigaciones. La implementacion de dichas medidas
sera coordinada por la Agencia con otros agentes registrados; y
Si todos los elementos arriba mencionados no resultaran efectivos para mitigar la
resistencia, los agentes registrados cesaran voluntariamente la venta de todos los
hibridos de maiz Bt sujetos al Plan de MRI en el departamento donde se haya
experimentado la pérdida de eficacia y en los departamentos linderos hasta que se
implemente un plan de manejo local efectivo aprobado por la EPA. Durante el
periodo de suspension voluntaria, los agentes registrados podran vender y
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distribuir en esos departamentos Unicamente después de haber obtenido
aprobacién de la EPA para estudiar la resistencia en dichas regiones. La
implementacion de tal estrategia sera coordinada por la Agencia conjuntamente
con los otros agentes registrados y partes involucradas.
Si la EPA acepta que se ha implementado un plan local efectivo de manejo de resistencia,
el cual logra mitigar la resistencia, entonces los agentes registrados podran reasumir las
ventas en la/s region/es afectada/s.

Los agentes registrados participantes del Plan de MRI de la Industria para el maiz Bt se
reuniran con la Agencia anualmente para discutir los resultados de los relevamientos de
adopcion por parte de los productores, de los programas de monitoreo de insectos, y de
otros temas pertinentes del plan.

Conclusion

Es imprescindible que los planes de MRI se basen en la mejor ciencia disponible (ello puede
incluir modelos de simulacion), refleje la produccion y practicas de rotacion regionales, y tenga
en cuenta las fenologias de los insectos plaga primarios y secundarios tal como ocurren en
cada zona. Resulta de igual importancia que los planes de MRI sean claros, flexibles, practicos
y econémicamente factibles; y si no lo son, los planes de MRI simplemente seran ignorados por
los productores y se perderan los beneficios directos e indirectos de la tecnologia.
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Apéndice 1 — La biologia del maiz

Introduccion
El maiz (Zea mays L. ssp mays) se cultiva en todo el mundo, a latitudes que van desde la linea
del Ecuador hasta un poco mas alla de los 50 grados norte y sur, desde el nivel del mar hasta
una altura mayor a 3.000 metros, en climas frescos y célidos, y con ciclos de crecimiento que
duran entre 3 a 13 meses (CIMMYT 2000). Es el tercer cultivo mas importante en el mundo
luego del arroz y el trigo, con una produccién anual de 600 millones de toneladas (FAO 2000a).
Los paises en desarrollo suman el 64% del area maicera mundial y el 43% de la produccion
mundial de maiz (CIMMYT 2000). Estados Unidos es el mayor productor de maiz con una
produccion de 240 millones de toneladas en 1999 (FAO 2000a). La FAO estim6 que se
cultivaron 8.000.000 ha de maiz en el sudeste Asiatico en 1999, siendo Indonesia el mayor
productor de la region con 9,1 millones de toneladas (Tabla 1).

Tabla 1. Datos estadisticos de la produccion, rendimiento y area cosechada de maiz en paises asiaticos
en 1999 (FAO, 2000%).

Pais Area (ha)  Produccion (t) Rendimiento (hg/ha)
Camboya  50.000 50.000 10.000
Indonesia 3.452.398 9.134.404 26.458
Laos 40.730 96.110 23.597
Malasia 28.000 50.000 17.857
Myanmar 183.357 302.620 16.504
Filipinas 2.701.000 4.643.000 17.190
Tailandia  1.300.000 4.629.634 35.613
Vietham 686.900 1.751.900 25.504

1. FAO 2000. FAOSTAT Database Records
http://apps.fao.org/page/from?collectionOProductionCropsPrimary&domain=Production-
&servlet=1&language=EN&hostname=apps.fao.org&version=default

Se estima que para el afio 2020 la demanda mundial de maiz ser4 mayor que la de trigo y
arroz. El rendimiento y el area de produccion de maiz necesitaran incrementarse para
abastecer las necesidades de una poblacion mundial en aumento. Las proyecciones indican
gue Asia representard el 60% del incremento en la demanda de maiz (Calvo et al., 1999), la
cual tendrd que ser abastecida por medio de una combinacién de mayores rendimientos
regionales e importaciones suplementarias de otras naciones productoras de maiz. Lo primero
requerira la adopcion de variedades superiores, estrategias de manejo mejoradas, y donde sea
apropiado, nuevas tecnologias con el fin de optimizar la producciéon de maiz.

Consumo y usos

El maiz representa un alimento de primera necesidad para una proporcion significativa de la
poblacion mundial y suplementa la dieta de otras millones de personas (Tabla 2). En términos
generales, el 21% de la produccién mundial total de maiz se consume como alimento, con un
consumo Yy utilizacion muy variables alrededor del mundo (Morris, 1998). En México y Africa
sub-sahariana, donde el maiz ha sido tradicionalmente el principal alimento de la dieta (68%
México y 85% Africa sub-sahariana) el maiz cultivado se usa directamente como alimento
humano (Morris, 1998). A medida que el cultivo y el consumo de maiz se expandieron a otras
partes del mundo, las dietas tradicionales se fueron modificando para incorporar al maiz, pero
s6lo como un complemento de la dieta ya existente. En el sudeste asiatico, el arroz sigue
siendo el principal alimento con la excepcién de la region este de Indonesia donde el maiz es
una parte primordial de la dieta (Morris, 1998). En general, el maiz cultivado en el sudeste
asiatico representa una pequefia proporcion de la dieta y es principalmente producido con fines
de alimentacién animal.
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Tabla 2. Mayores consumos per capita en el mundo (Morris 1998%).

Pais Kg.
Malawi 137
México 127
Zambia 113
Guatemala 103
Honduras 98
Sudafrica 94
El Salvador 93
Kenia 93
Zimbabwe 89
Lesotho 87
Venezuela 68
Nicaragua 56

1. Morris, ML, 1998. Overview of the world mize economy. En: Maize Seed Industries in Developing Countries. ML
Morris (ed). Lynne Rienner Publishers, Inc. pp. 13-34.

Tipos de maiz

Zea mays ssp mays ha sido clasificado en varios grupos acorde a la estructura y composicion
del endosperma (Tabla 3; Mink & Dorosh, 1985). El diverso rango de tipos de endospermas le
otorga al maiz la posibilidad de ser utilizado en muchos estilos diferentes de cocina y para
muchos propésitos diversos.

Tabla 3. Clasificacion de Z. mays ssp. mays de acuerdo con la estructura y composicion del endosperma

(Mink & Dorosh 1985%).

Grupo

Nombre
comun

Descripcion

Z. mays indentata Sturt

Z. mays indurata Sturt

Z. mays amylaces
Sturt

Z. mays ceritina
Kulesh

Z. mays everata Sturt

Z. mays saccharata
Sturt

Z. mays tunicata Sturt

maiz dentado

maiz liso o
flint

maiz harinoso

maiz ceroso

maiz
pisingallo o
popcorn

maiz dulce

maiz tunicado
o pod

Granos que se presentan dentados al momento de madurez cuando
pierde humedad. Constituye ~75% de la produccion mundial, la mayor
parte en los paises desarrollados.

Endosperma extremadamente duro que no se presenta dentado en la
madurez, grano identificable por su gran tamafio y forma redondeada.
Constituye ~ el 15% de la produccién mundial, y es usado
principalmente para la produccién de harina.

Caracterizado por granos grandes y blandos, aptos para el
procesamiento. Comun en paises en desarrollo. Constituye ~10-12% de
la produccién mundial.

El endosperma contiene solo amilopectina, lo que le da una textura
cerosa. Su uso es limitado, se usa para determinados productos y en
reemplazo de la tapioca.

Cuando se calienta el grano el endosperma se expande y “explota”. Se
cultiva para palomitas o pochoclo, principalmente para los paises
desarrollados, pero constituye menos del 1% de la producciéon mundial.

El endosperma contiene azlcares simples, ya que le falta la enzima
para transformarlos en almidén. Su principal uso es el consumo directo
del grano es su estado lechoso. Constituye menos del 1% de la
produccién mundial.

Con granos envainados. Se lo considera un ancestro importante del
maiz domesticado, aunque no tiene actualmente ninguna aplicacion
agronomica

1. Mink, SD & Dorosh, PA 1985. An overview of corn production En: The corn economy of Indonesia. Cornell

University Press, Londres.
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Biologia de Zea mays

Descripcion general

El maiz es una graminea anual alta, monoica, con una altura que varia entre 1 y 4 metros
(Watson & Dallwitz, 1992). El tallo principal esta formado por nudos e internudos claramente
definidos. Los internudos son anchos en la base y se van estrechando hacia la inflorescencia
terminal en el extremo superior de la planta. Las laminas de las hojas se encuentran en un
patrén alternado a lo largo del tallo. EI maiz es una graminea Unica ya que ambas flores
masculinas y femeninas se encuentran en la misma planta pero localizadas en forma separada.
La panoja o inflorescencia estaminada (masculina) forma una larga panicula terminal
expandida que se asemeja a racimos tipo espigas. El polen se dispersa a partir de la panoja y
es viable durante aproximadamente 10-30 minutos, ya que es rapidamente disecado en el aire
(Kiesselbach 1980). Las plantas de maiz dispersan el polen durante un periodo de hasta 14
dias.

La fase reproductiva comienza cuando una o dos yemas laterales, presentes en las axilas de
las hojas, se desarrollan y forman la inflorescencia pistilada o flor femenina (Purseglove 1972).
La yema lateral comienza la transformacion para formar un eje central (marlo) sobre el cual se
ubicaran las flores. En cada flor comienza a alargarse el estilo hacia el extremo del eje
preparandose para la fertilizacion. Estos estilos forman largas hebras, conocidas como “barbas”
0 “sedas”. La base de la seda es peculiar, ya que se alarga continuamente hasta que ocurre la
fertilizacion (Purseglove 1972). Los estilos pueden alcanzar una longitud de 30 cm, los mas
largos conocidos en el reino vegetal. Los granos de maiz individuales, o frutos, son Unicos en el
sentido que la semilla madura no esta cubierta por bracteas florales (glumas, lemas y paleas),
como ocurre en la mayoria de las otras gramineas, sino que la estructura entera esta encerrada
y protegida por grandes bracteas foliares modificadas (chalas). El conjunto asi formado se
conoce como espiga 0 mazorca (Hitchcock & Chase, 1951). Las flores femeninas maduras
seguirdn competentes para la fertilizacion hasta dos semanas, y al final del lapso si no ocurrié
la fertilizacion, los nucleos se desorganizaran y ya no sera posible la fertilizacion (Hitchcock &
Chase, 1951).

El polen del maiz, una planta protandria, madura antes que la flor femenina esté receptiva
(Purseglove 1972). Esto pudo haber sido un mecanismo antiguo para asegurarse la
polinizacién cruzada, pero ya no se considera propicio para las practicas agricolas modernas.
Sin embargo, décadas de seleccién convencional y mejoramiento han producido muchas
variedades de maiz con madurez similar para ambas flores masculinas y femeninas, de modo
de asegurar la produccion de semillas para fines agricolas.

Reproduccion

En condiciones naturales, el maiz se reproduce s6lo por produccién de semilla. La polinizacion
ocurre con la transferencia de polen desde la panoja hacia las sedas de la espiga. Alrededor
del 95% de los 6vulos reciben polinizacion cruzada y el 5% se autofecundan (Poehiman, 1959),
aungue las plantas son completamente autocompatibles. El maiz, como una planta totalmente
domesticada, ha perdido toda capacidad de diseminar sus semillas y depende enteramente de
la asistencia del hombre para la distribucion (Stoskopf 1985). Los granos se encuentran
firmemente unidos al marlo y si las espigas caen al suelo, emergen tantas plantulas
competidoras que la probabilidad de que algun grano de maiz madure es extremadamente
baja.

El maiz no se puede reproducir asexualmente por medios naturales. Es posible reproducir el
maiz usando técnicas de cultivo de tejidos, sin embargo, este proceso ha demostrado ser
extremadamente dificil con baja tasa de éxito (Hoisington et al., 1998).

Clasificacion y filogenia del maiz
Zea es un género que pertenece a la familia de las gramineas, Poaceae, en la tribu
Andropogoneae, pero en la literatura se la cita cominmente como perteneciente a la tribu
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Maydeae®. Zea (zeia) es derivado del nombre antiguo que le daban los griegos a una graminea
alimenticia. El género Zea consiste en cuatro especies de las cuales sélo Zea mays ssp. Mays
L es econdémicamente importante. Las otras especies Zea, denominadas teosintes, son
mayormente gramineas silvestres nativas de México y América Central (Doebley, 1990). El
namero de cromosomas en Zea mays es 2n=20, 21, 22, 24 (FAO, 2000c).

La tribu Maydeae comprende siete géneros: dos de origen americano, Zea y Tripsacum, y cinco
de origen oriental que se extienden desde India por el sudeste asiatico hasta Australia, e
incluyen Coix, Sclerachne, Polytoca, Chionachne y Trilobachne (Watson & Dallwitz 1992). Se
considera que la filogenia del maiz fue principalmente determinada por los géneros americanos
Zea y Tripsacum, sin embargo se acepta que el género Coix contribuydé al desarrollo
filogenético de la especie Zea Mays (Radu et al.,, 1997). El género Manisuris de la tribu
Andropogoneae también pudo haber contribuido a la evolucion de Zea mays (Eubanks 1997a,
Radu et al., 1997).

Centro de origen y progenitores del maiz

Se ha establecido el centro de origen de Zea mays ssp. Mays como la regién Mesoamericana,
actualmente México y América Central (Watson & Dallwitz, 1992). El periodo exacto de
domesticacion y los antecesores de los cuales se origin6é el maiz no estan claros. Los registros
arqueoldgicos sugieren que la domesticacién del maiz comenz6 al menos hace 6.000 afios,
ocurriendo independientemente en regiones del sudoeste de EE.UU., México y América Central
(Mangelsdorf, 1974). Los origenes del maiz domesticado han sido dificiles de trazar ya que se
cree que los eventos de hibridacién en su evolucion han involucrado a un maiz silvestre
antecesor actualmente extinto del cual se ha encontrado poca evidencia (Eubanks 1997a).

Frecuentemente se describen a las especies Teosintes (Z. diploperennis y Z. mays ssp.
mexicana) y Tripsacum como participantes del proceso de domesticacion del maiz
(Mangelsdorf, 1974; Galinat, 1988). Una primera hip6tesis proponia que Z. mays ssp. mexicana
era el producto de una hibridacion natural entre Tripsacum y Zea (Mangelsdorf, 1974).
Posteriores cruzamientos entre el teosinte y el maiz silvestre podrian haber producido las razas
de maiz moderno. También se ha propuesto la posibilidad de la hibridacién intergenérica tanto
de Z. diploperennis o Tripsacum con un maiz silvestre extinto como el origen ancestral del Z.
mays (Radu et al., 1997; Purseglove, 1972). Eubanks (1993, 1997a) sugiere que el maiz
domesticado pudo haberse originado por medio de la seleccion humana sobre los hibridos
naturales entre Tripsacum y teosintes perennes.

Diversidad del germoplasma

Un estudio de 1992 concluyé que las razas
locales de maiz ocupaban el 42% de la tierra en
produccion de los paises menos desarrollados
(México, 1994). México y América Central son
las Unicas regiones donde se encuentran las
lineas ancestrales de maiz, como el maiz
tunicado o pod (Zea mays L. var. tunicata, Mink
& Dorosh, 1985). La supervivencia de las razas
locales de maiz se ha atribuido al rol integral del
maiz en las comup_ldades pequer_was donde tiene Fig. 1. Para aumentar la diversidad genética del maiz
usos muy especificos como alimento y Otras en Estados Unidos, el Proyecto de Mejoramiento del
funciones especiales. Estas razas locales han Germoplasma de Maiz (GEM) busca combinar
sido bien caracterizadas en América Latina y se germoplasmas exdticos, como estos maices de colores

sabe gue en esa reqion hav germoplasma que Y forma_s raras de América Latina,_ con lineas de maiz
afin ng ha sido evalugdo y 9 P 9 domésticas. Foto cortesia del Servicio de Fotografia del

Servicio de Investigacion Agricola del USDA.

¢ Se empleara en este documento la clasificacion del maiz en la tribu Maydeae debido a su uso comin en la literatura. Referirse a
Soreng et al. (2000) para ver la situacion taxonémica previa y actual de la mayoria de las especies de gramineas.
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En los paises en desarrollo hay una tendencia cada vez mayor a adoptar variedades mejoradas
de maiz, principalmente para cumplir con las demandas del mercado. En México, sélo el 20%
de las variedades de maiz cultivadas hace 50 afios se siembran actualmente (World Watch
Institute 2000). La reduccion en la diversidad genética en las variedades modernas de maiz
enfatiza la importancia de conservar las caracteristicas genéticas para futuros mejoramientos.
Liderando la preservacién del germoplasma de maiz, se encuentra el CIMMYT (Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo), que tiene la mayor coleccion mundial de
accesiones de maiz, con mas de 17.000 lineas (CIMMYT 2000). Los expertos en conservacion
han recomendado la coleccidon de especies emparentadas distantes de maiz nativas de Asia
para asegurar su preservacion para futuras investigaciones (Sharma, 1998).

Especies emparentadas del maiz

Teosintes: Las especies emparentadas mas
cercanas del maiz son los teosintes, los cuales en
su totalidad pertenecen al género Zea. Los teosintes
son gramineas silvestres nativas de México y
América Central y tienen una distribucion limitada
(Mangelsdorf et al., 1981). Las especies de teosinte
muestran poca tendencia a la dispersion mas alla
de su rango natural y la distribucion se encuentra
restringida a América del Norte, Central y del Sur.
No se ha informado su existencia en el sudeste de
Asia (Watson & Dallwitz 1992).

El teosinte emparentado mas cercanamente a Z.
mays sSsp. mays es Z. mays Ssp. mexicana
(Schrader) llitis (previamente clasificado como
Euchlaena mexicana, Zea mexicana, 2n = 20). Este
teosinte anual del centro de México es una
graminea de flores grandes, mayormente de
caracteristicas tipo maleza con una amplia
distribucion a lo largo de las colinas centrales de
México. No se dispersa facilmente. Tiene uso LFJig-bZ- \éariagén,depctﬂﬂvafis |903(|jesy Xallﬁ
imtado como foraje fresco y puede ser [nbants "eri Fee coteen e oy
problematico debido a su tendencia a comportarse  pgm.
como maleza (Doebley, 1990; Watson & Dallwitz,

1992).

Z. diploperennis lltis et al. y Z. perennis (Hitchc.)
Reeves y Mangelsd son teosintes perennes
diploides (2n=20) y tetraploides (2n=40),
respectivamente, con distribuciones limitadas en
Jalisco, México. Z. diploperennis estaba casi
extinguido cuando se lo encontré en los Ultimos
afos de la década de 1970, y desde entonces ha
sido muy utilizado para investigar el origen ancestral
del maiz (Eubanks, 1995). Se ha informado que Z.
perennis esti establecido en el sur de California,
Estados Unidos (Doebley, 1990; Hitchcock &
Chase, 1951).

Zea luxurians (Durieu et Asch.) Bird. es un teosinte
anual del sudeste de Guatemala (Doebley, 1990;
Watson & Dallwitz, 1992).

Zea mays ssp. parviglumis (litis y Doebley) es un  Fig 3. Zea diploperennis. Inflorescencia con
teosinte mayormente silvestre de flores pequefias  estilos emergentes. Foto cortesia de Hugh

del sur y oeste de México (Doebley, 1990). ﬁf;S“A&TGMU Herbarium, Universidad de
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Zea mays ssp. huehuetenangensis (lltis y Doebley) Doebley es un teosinte muy poco distribuido
de las colinas del oeste de Guatemala (Doebley, 1990).

Tripsacum: Las especies silvestres mas
cercanamente emparentadas al maiz, fuera del
género Zea, pertenecen al género Tripsacum.
El género Tripsacum est4d compuesto por 12
especies que son principalmente nativas de
México y Guatemala pero que se encuentran
distribuidas a lo largo de las regiones
templadas de Estados Unidos y Sudameérica,
con algunas especies presentes en Asia y el
sudeste de Asia (Watson & Dallwitz, 1992).
Todas las especies son gramineas perennes
de estacion templada. Las especies de
importancia econémica para la agricultura en
el sudoeste de Asia incluyen T. dactyloides (L.) TAMU Herbarium,

Ly T. laxum Scrib - Merr. Universidad de Texas A&M.
Tripsacum dactyloides (L.) L. (Eastern gamagrass o pasto gama oriental) es una graminea de
estacion templada nativa de México y Guatemala pero que se encuentra actualmente distribuida
ampliamente desde todo el hemisferio occidental hasta Malasia (FAO 2000d). El pasto gama es
una graminea perenne cespitosa vigorosa y que puede utilizarse como forraje nutritivo y
sabroso para el ganado de pastoreo. Se lo planta extensivamente en las fincas de caucho de
Malasia como un acondicionador del suelo, en pantanos drenados, y se lo utiliza como cubierta
protectora. Se lo cultiva mundialmente como forraje y generalmente se lo maneja como un
rodal.

T. dactyloides tiene un nimero haploide de cromosomas de n=18, con grados de ploidia que
oscilan desde 2n=2x=36 hasta 2n=6x=108 (deWet et al. 1982, 1983). Las diferentes
accesiones muestran ambas capacidades reproductivas, sexual y apomictica (asexual). T.
dactyloides ha sido el objeto de trabajos de mejoramiento intensos para transferir la naturaleza
reproductiva apomictica desde Tripsacum a Zea mays (Kindinger et al., 1995; Savidan et al.,
1995).

T. laxum Scrib y Merr. (pasto de Guatemala) es una graminea de estacion templada nativa de
América Central pero actualmente esta distribuida extensamente en México, América del Sur,
Sri Lanka y el sudeste de Asia hasta Fiji. Se usa como forraje en el sudeste asiatico y se han
informado usos como protector del suelo y formador de materia organica en las plantaciones de
té (FAO 2000b). Es muy persistente pero menos productivo y de menor valor nutritivo en
comparacion con el pasto elefante (elephant grass, Pennisetum pupureum). No florece
facilmente y la produccién de semillas es inusual excepto en su habitat nativo. Se ha reportado
a T. laxum como una especie de maleza importante.

T. andersonii Gray (Guatemala) es nativo de América Central y tiene 64 cromosomas. Se ha
sugerido que es un hibrido entre Zea luxurians (n=10) y Tripsacum latifolium (n=18, 3x=54)
(Talbert et al., 1990). Tiene menor importancia como forraje (Watson & Dallwitz, 1992).

T. lanceolatum se encuentra en el sudoeste de Estados Unidos y a lo largo de Sierra Madre
Occidental hacia el norte hasta Arizona. T. floridanum es nativo del sur de Florida y Cuba. A la
especie T. manisuroides se la conoce sélo de Tuxtla Gutierrez, Chiapas, México (deWet et al.,
1982, 1983).

Fig. 4. Tripsacum dactyloides.
Porciones pistiladas de la
inflorescencia con  estilos
luego de la antesis (izquierda)
y la porcién estaminada de la
inflorescencia (arriba).

Foto cortesia de Hugh Wilson,

Coix y otros géneros asiaticos: Los géneros asiaticos de la tribu Maydeae son oriundos de
un area que se extiende desde India hasta el sudeste asiatico y desde las islas de la Polinesia
hasta Australia (Watson & Dallwitz, 1992). Incluyen Coix L. (2n=10, 20 y 40), Sclerachne R. Br.
(2n=20), Polytoca R. Br. (2n=20 y 40), Chionachne R. Br. (2n=20), y Trilobachne Schenk y
Henrard (2n=20).
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Las especies de estos géneros son anuales o perennes
y se encuentran cominmente en los margenes de los
bosques. Las especies de Chionachne y Coix también
habitan en los méargenes de los arroyos, y habitats
abiertos y areas pantanosas, respectivamente (Watson &
Dallwitz, 1992).

Coix sp. es el género mas conocido e incluye varias
especies. La especie Coix lacryma-jobi Linn (lagrimas de
San Pedro o lagrimas de Job) (2n=20) es originaria del
sudeste de Asia y existe en forma silvestre y como razas
cultivadas. También se encuentra en forma silvestre en
Africa y Asia y en zonas templadas del Mediterraneo.
Tiene amplia distribucion en América del Norte, Central y
del Sur. Las razas cultivadas en el sudeste asiatico han
sido seleccionadas para la calidad de grano que se pela
facilmente. El grano se hornea y luego se puede comer
B . _ seco, usado en gachas y tortas, o procesado como
._ harina. C. lacryma jobi también se cultiva como
Fig. 5. oix |ackyma_jobi_ Foto cortesia  draminea ornamenta_l y las sem?llas se secan y usan
de Hugh Wilson, TAMU Herbarium, como perlas en alhajas. Se ha citado que las especies
Universidad de Texas A&M. del género Coix poseen cierto potencial de maleza
(Watson & Dallwitz, 1992).

Chionachne incluye varias especies nativas del sudeste de Asia. La especie C. semiteres se
cultiva como forrajera (Watson & Dallwitz, 1992).

El género Polytoca incluye unas pocas especies, de las cuales ninguna se cultiva cominmente.
Sélo una especie ha sido descripta dentro del género Trilobachne y no se conoce que se la
cultive. Ambos géneros son nativos del sudeste de Asia (Watson & Dallwitz, 1992). Se ha
citado previamente que el género Sclerachne incluye una especie (Soreng et al., 2000).

Fecundacion cruzada

El flujo génico desde el maiz puede ocurrir por dos medios: transferencia de polen y dispersion
de la semilla. La dispersion de las semillas se controla facilmente en el maiz ya que la
domesticacion ha eliminado todo mecanismo de dispersion de semilla que el maiz ancestral
pudo haber usado (Purseglove, 1972). Los granos estan firmemente sujetos al marlo y si la
espiga se cae al suelo, las plantulas competidoras limitan su desarrollo (Gould, 1968).

El movimiento del polen es la Unica via efectiva de escape génico desde las plantas de maiz. El
polen se libera de la panoja de la parte superior de la planta y es transportado por el viento
hacia las flores femeninas localizadas en el tallo. La dispersion del polen ocurre por un periodo
de 14 dias, con un pico durante los primeros 5 dias de la dispersion (Sears, 2000). Los
estigmas estan receptivos durante gran parte de este intervalo de dos semanas (Kiesselbach
1980). Se ha observado que los insectos, tales como las abejas, colectan el polen desde las
panojas del maiz, pero no juegan un rol importante en la polinizacién cruzada ya que las flores
femeninas no ofrecen ningln atractivo en particular para ser visitadas (Rayor et al., 1972). La
velocidad y direccién del viento afectan la distribucion del polen.

Las diferencias en las fechas de floracion entre las variedades de maiz comerciales son
pequefias. Puede ocurrir la polinizacién cruzada entre variedades si se las crece en campos
adyacentes. La viabilidad limitada del polen de maiz reduce el riesgo de polinizacion cruzada,
ya que la planta receptora debe ser encontrada dentro de los 30 minutos en los que el polen
permanece biolégicamente activo. La polinizacibn cruzada también es afectada por la
concentracion de polen de maiz liberado; el polen producido por un cultivo de maiz competira
exitosamente con fuentes foraneas de polen cuando se encuentre presente en concentraciones
mayores (Rayor et al., 1972).

76



Apéndice 1 - La biologia del maiz

El aislamiento de cultivos usando distancias de separacion y barreras fisicas son técnicas
comunes para restringir el flujo génico y asegurar la pureza de las semillas para fines de
produccion de semillas. La polinizacion cruzada se controla en los lotes de semilla separando
las distintas lineas. Los estandares de la OECD (Organizacion para la Cooperacion Econémica
y el Desarrollo) requieren un minimo de 200 m (660 pies) de distancia de aislamiento para la
producciéon de maiz. La distancia se ha estimado para mantener las lineas endocriadas con
una pureza del 99,9%. Las barreras fisicas, tales como los arboles o hileras de barrera,
también son efectivas para reducir la polinizacién cruzada. La androcastracién (corte de la
panoja) o la cobertura de las panojas impiden efectivamente el movimiento de polen y limita el
flujo génico.

El flujo génico desde el maiz (Zea mays) hacia otras especies del mismo género
(interespecifico) y entre géneros (intergenérico) requiere, en primer lugar, la formacion de un
hibrido intermedio viable capaz de producir progenie fértil que pueda sobrevivir en una nueva
generacién. Asumiendo que existe compatibilidad sexual, otros factores también influyen en la
probabilidad de hibridacion: la proximidad entre el cultivo y las especies emparentadas,
condiciones ambientales, y superposicion de periodos de floracién. La introgresién de genes
del maiz hacia otras especies vegetales puede requerir varias generaciones de retrocruzas
recurrentes.

Hibridacion intraespecifica: Todas las formas de Zea mays spp mays, como el maiz dentado,
el maiz dulce, el maiz pisingallo, realizan polinizacion cruzada formando hibridos fértiles
(Pursglove, 1972).

Hibridacion interespecifica: Todos los teosintes pueden cruzarse con el maiz y formar
hibridos fértiles, excepto por el tetraploide Z. perennis. Los hibridos de maiz-teosinte tienen
poca capacidad adaptativa y bajo impacto sobre la introgresion génica en generaciones
subsiguientes (Galinat, 1988). La tendencia a formar hibridos naturales difiere entre los
teosintes: Z. luxurians raramente hibrida con el maiz, mientras que Z. mays ssp. mexicana
frecuentemente forma hibridos (Wilkes 1977). La informaciéon molecular confirma que hay flujo
génico entre el maiz y el teosinte y sugiere que la introgresién de maiz y teosinte ocurre en
ambas direcciones pero a bajos niveles (Doebley, 1990).

Hibridacion intergenérica: Las especies de Tripsacum (T. dactyloides, T. floridanum, T.
lanceolatum, y T. pilosum) han sido exitosamente cruzadas a mano con el maiz para formar
hibridos. Los hibridos generalmente tienen 28 cromosomas, 10 del maiz y 18 del Tripsacum, y
son androestériles, con una fertilidad femenina limitada (Mangelsdorf & Reeves, 1939,
Mangelsdorf, 1974). La esterilidad es comun en tales cruzas lejanas a causa de las diferencias
en el nimero de cromosomas y la falta de apareamiento entre los cromosomas (Eubanks
1997b).

Los primeros intentos de producir hibridos entre Tripsacum y teosintes anuales fracasaron
(Mangelsdorf & Reeves 1939), sin embargo, hay investigaciones recientes que indican que
cruzas de Tripsacum dactyloides x Zea diploperennis producen hibridos fértiles en condiciones
controladas (Eubanks 1995, 1997a,b). La fertilidad de los hibridos F1 fue de ~ 7% cuando se
usé Zea como parental femenino y ~1% cuando se usé Tripsacum como parental femenino.
Las retrocruzas subsiguientes con Tripsacum produjeron progenie fértil. El hibrido Tripsacum-
diploperennis y la fertilidad cruzada con el maiz pueden ser un puente genético para la
transferencia de genes de Tripsacum hacia el maiz (Eubanks 1997b).

Los estudios sobre los Maydeae asidticos (Coix, Sclerachne, Polytoca, Chionachne,
Trilobachne) son muy limitados y no se encontraron informes sobre la capacidad de estos
géneros para cruzarse con Zea mays sp. mays. Los estudios genéticos usando andlisis de
isoenzimas indican que los géneros asiaticos son muy distintos al maiz y al teosinte (Katiyar &
Sachan 1992). Los estudios cromosomicos entre maiz y Coix sp. revelaron fuertes diferencias
estructurales entre estos genomas aungue el nimero de cromosomas (2n=20) es el mismo
para ambos géneros (Katiyar et al., 1992). La similitud en el nimero de cromosomas sugiere
que podria haber posibilidad de que ocurra cruzamiento entre el maiz y los géneros asiaticos.
Se han estudiado los géneros Trilobachne, Chionachne y Coix para realizar un relevamiento de
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germoplasma para genes de resistencia a enfermedades de potencial uso en el maiz cultivado
(Sharma et al., 1995).

El maiz se cruza facilmente con el trigo hexaploide (Triticum aestivum) con alta frecuencia de
fertilizaciéon y desarrollo de embriones (los mejoradores usan el polen de maiz para desarrollar
dobles haploides de trigo hexaploide). Sin embargo, los cromosomas del maiz son eliminados
del genoma durante las etapas iniciales de meiosis y se obtienen embriones haploides (Laurie
& Bennett, 1986). Hay poca evidencia que sugiera que los hibridos fértiles entre el maiz y el
trigo hexaploide se puedan producir en la naturaleza. Han habido reportes sin aval de evidencia
alguna sobre hibridacién entre maiz y cafia de aztcar (Saccharum sp.).

Cultivo del maiz

Requisitos generales del maiz

El maiz es uno de los cereales cultivados mas ampliamente adaptados, sin embargo, su
susceptibilidad a las heladas hace que el nimero de dias de crecimiento sea el factor mas
importante y limitante en su produccion. El maiz requiere una temperatura de suelo minima de
12°C para que ocurra la germinacién. A partir de la emergencia, el maiz crece 6ptimamente con
una temperatura diurna promedio de 24°C y nocturna de 14-16°C. Por debajo de los 12°C el
maiz no es bioldgicamente activo (Purseglobe 1972). Se necesitan lluvias anuales adecuadas,
entre 600 y 1000 mm, para la producciébn de maiz de temporada corta y precipitaciones
adicionales para la produccién de alta intensidad y donde existen temporadas de cultivo mas
duraderas (Purseglobe 1972).

La densidad de siembra del maiz varia segun las practicas de produccion. Cuando se usan
pocos insumos y suelos pobres, el cultivo puede sustentar apenas unas 20.000 a 25.000
plantas por hectarea, mientras que en suelos muy fértles y con muchos insumos de
fertilizantes y pesticidas, puede soportar de 65.000 a 70.000 plantas por hectarea (Purseglove,
1972). Dependiendo de las condiciones ambientales y del propésito del cultivo, el ancho de las
hileras puede variar de 25 a 105 cm, siendo 80 cm lo 6ptimo para producciéon comercial. Por
ejemplo, cuando se cultiva el maiz para forraje, se usa alta densidad de plantas con surcos
angostos para maximizar la produccion de materia seca. Para asegurar una germinacion
pareja, el maiz debe ser plantado a una profundidad tal que la humedad esté presente en el
suelo. Esto puede variar de 2 a 10 cm y hasta 25 cm en regiones aridas (Purseglove, 1972).
Para maximizar los rendimientos, se emplean varias practicas tales como el uso de fertilizantes
de nitrégeno y otros insumos, rotacion de cultivos, y control de malezas. El maiz,
especialmente la semilla hibrida, demanda grandes cantidades de nitrdgeno para maximizar el
crecimiento vegetativo y el rendimiento (Stoskopf 1985). La rotacion del maiz con otros cultivos
es esencial para reducir la presencia de enfermedades y plagas que permanecen en el suelo
en el rastrojo del maiz (tallo y hojas) (Purseglove 1972). El control de las malezas es el
elemento mas importante para asegurar el rendimiento ya que la competencia de malezas al
comienzo del ciclo puede reducir draméticamente la productividad econémica del cultivo de
maiz. El control quimico es el método de control de malezas mas eficiente, aunque los costos
pueden ser prohibitivos. El cultivo inter-surco previo al cierre del canopeo puede ser necesario
si no se usan quimicos, pero no siempre provee el control requerido para maximizar el
rendimiento. El desmalezado manual es una opcion, pero generalmente no es practico para las
grandes superficies de la produccion comercial.

Produccion de semilla

El maiz se cultiva como variedades mejoradas de polinizacion abierta (VPA), variedades
hibridas, y razas locales que también son de polinizacién abierta.

Las VPA mejoradas son lineas endocriadas que se autopolinizan, en las cuales la mayoria de
las caracteristicas genéticas estan fijas en estado de homocigosis (Purseglove, 1972). La
producciéon de semilla es relativamente simple, ya que el Gnico requisito es el aislamiento con
otras variedades para eliminar la introgresion génica de otras lineas. Las VPA pueden
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mantenerse indefinidamente, asumiendo que no ocurre polinizacion cruzada. En la produccion
de variedades hibridas de maiz se usan lineas endocriadas superiores. Para fines de seleccion
y evaluacion de semilla, se mantienen las lineas endocriadas por medio de fertilizacion manual
en surcos individuales. Los incrementos mayores de semilla de las lineas endocriadas se
cultivan en bloques aislados para mantener la pureza y garantizar la autopolinizacion.

La produccién de semillas hibridas es laboriosa en comparaciéon con la de VPA, ya que
involucra la produccion y mantenimiento de lineas endocriadas en condiciones de aislamiento
para producir la F1 o semilla hibrida (Stoskopf, 1985). El primer paso en la produccion de
semillas hibridas implica la seleccion de lineas endocriadas superiores que combinen bien, una
consideracion importante ya que las combinaciones pobres daran como resultado un hibrido
con vigor reducido y menor rendimiento (Stoskopf, 1985). La produccion a campo de semillas
hibridas requiere que se planten dos lineas endocriadas parentales en un patron tal que las
hileras masculina (polinizador) y femenina (productor de semillas) ocurran en una proporcién de
1:4 o una combinacion similar (Freeling & Walbot, 1994). Esto asegura que se produzca
suficiente polen para las plantas femeninas, pero no restringe demasiado la productividad del
campo. Las hileras femeninas son androcastradas para impedir la auto-polinizacién y asegurar
la fertilizacidn por las plantas de las hileras masculinas. Los fitomejoradores cominmente usan
plantas femeninas con androesterilidad citoplasmatica para impedir la produccién de polen
viable, reduciendo en gran medida las necesidades de laboreo (Freeling & Walbot, 1994).

En los paises en desarrollo, las razas locales y las VPA mejoradas representan la mayoria del
maiz cultivado (Mink & Dorosh 1985). Las razas locales y las VPA mejoradas generalmente son
mas baratas que las variedades hibridas y se pueden conservar las semillas para replantar en
afos siguientes. Los hibridos deben ser comprados todos los afios ya que las semillas que se
cosechen no produciran progenie uniforme cuando se las replanten al afio siguiente. Las
variedades hibridas de maiz cominmente tienen mayor rendimiento que las razas locales o las
VPA y muchas también tienen niveles superiores de resistencia a insectos y/o enfermedades.

El cultivo de maiz en al sudeste de Asia

El sudeste asiatico tiene un clima tropical hUmedo con variaciones regionales diferenciales en
los niveles de precipitaciones. Las areas agronémicas mas productivas incluyen la peninsula
de Malasia, Borneo, Sumatra, Java Occidental y el este de Filipinas, ya que cuentan con
abundantes precipitaciones durante todo el afio. Otras regiones, aunque no tienen una estacion
seca pronunciada, usualmente reciben adecuada humedad, alrededor de 1.900 mm por afio,
para impedir que el suelo se seque completamente durante dicho periodo. Estas areas
comprenden la zona peninsular de Tailandia, la zona costera de Myanmar, Kampuchea,
Sulawesi y Mindanao. Las areas restantes del sudeste de Asia nhormalmente tienen menos de
1.500 mm de precipitaciones anuales, lo cual permite que el suelo se seque en esa parte del
afio (Capistrano & Marten, 1986).

Los tipos de suelo varian ampliamente dentro de la region del sudeste asiatico. Oscilan desde
suelo muy fértil adecuado para la agricultura intensiva, hasta suelos altamente erosionados por
las condiciones climéticas, bajos en fertilidad. Generalmente, las areas bajas son mas fértiles
debido a que son depositados los sedimentos provenientes de las tierras altas erosionadas,
dejando a estas Ultimas menos productivas (Capistrano & Marten, 1986).

Los métodos de cultivo del maiz varian ampliamente en el sudeste asiatico. El intercultivo ha
sido una practica tradicional, aunque la produccion estd cambiando hacia sistemas de
monocultivo (Mink & Dorosh, 1985). La distribucion espacial y temporal del maiz depende de
las lluvias estacionales. La humedad es el factor limitante para estaciones adicionales de
produccion, aunque la mayoria de las areas son aptas para producir dos cultivos de
rendimiento razonable. El segundo cultivo, sembrado en enero o febrero, es generalmente de
menor rendimiento ya que usualmente las lluvias son menores a medida que el cultivo se
acerca a la madurez. Algunas areas tienen un clima que les permite tres producciones
continuas de maiz comenzando en octubre o noviembre por la principal. La tercera produccion
de maiz no es comun en todas las areas, pero los productores pueden utilizarla como un cultivo
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de bajos insumos para mantener la subsistencia de efectivo en sus tierras (Mink & Dorosh,
1985).

Ecologia del maiz en ecosistemas controlados y no controlados

El maiz como maleza

Durante el proceso de domesticacién, el maiz perdié su capacidad de dispersar la semilla y de
competir en ambientes no controlados por el hombre, y ahora depende enteramente de la
intervencion del hombre para su supervivencia (Gould, 1968). Las plantas guachas (o
espontaneas) de maiz se originan a partir de cultivos comerciales, pero estas plantas
generalmente no son competitivas y rara vez producen semillas viables para la campafia
siguiente.

Ecologia del suelo

Las interacciones del maiz con los microbios de la rizosfera incluyen a aquellas con bacterias,
hongos, actinomicetes, protozoos y acaros (Vega-Segovia & Ferrera-Cerrato, 1996 en OECD
1999). Existe evidencia de que algunos microorganismos pueden proteger al sistema radicular
contra patdgenos del suelo al competir eficientemente por los recursos. Las bacterias libres
fijadoras de nitrégeno, como Azotobacter, Beijerenckia y Azospirillum, pueden proveer
nitrégeno a las plantas de maiz por medio de relaciones simbiéticas (Gonzalez et al., 1990). El
maiz tiene una relacién simbiética con los hongos micorrizas que incrementa la capacidad de
las plantas para adquirir fosforo (Gonzalez-Chavez & Ferrera-Cerrato, 1996).

Interacciones con insectos

Muchos insectos consumen maiz durante su estacion de cultivo. Estos incluyen gusanos de la
raiz (Hollotrichia helleri, Aprosterna area, Leaucophalis rorida) y gusanos alambre (Elaterid
spp.) que atacan a las plantulas, orugas militares (Laphygma spp.) que atacan a las plantas un
poco mas grandes, y los barrenadores o taladros del maiz (Ostrinia furnacalis) que se
alimentan de la planta cuando ésta esta llegando a la madurez (Mink & Dorosh, 1985). El
insecto que mayor dafio le causa al maiz cultivado en el sudeste asiatico es la oruga militar.
Esta situacion se puede ver facilitada por el intercultivo, ya que las poblaciones de oruga militar
aumentan a medida que se alimentan de hospedadores alternativos. A medida que la
produccion de maiz cambia de intercultivo a monocultivo, la importancia de la oruga militar
puede disminuir, aunque favoreciendo a otras plagas del maiz.

Interacciones con otras formas de vida silvestre

Ademas de soportar un sinnimero de insectos y enfermedades que puedan estar presentes, el
maiz puede eventualmente ser presa de predadores mayores. En el sudeste asiatico los mas
problematicos son el jabali y las ratas. Juntos son responsables de las mayores pérdidas en la
produccion de maiz (Mink & Dorosh, 1985).
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Tabla 4. Interacciones potenciales de Zea mays con otros organismos durante su ciclo de vida.

Organismo

Fecundacion
cruzada
potencial

Apéndice 1 - La biologia del maiz

Organismo
simbiético/benéfico

Patégeno

Consumidor

. mays ssp. mexicana

. diploperennis

. luxurians

. mays ssp. huehuetenangensis

. dactyloides

laxam

. andersonii

. lanceolatum

. floridanum

. manisuroides

Coix spp

Schlerachne spp.

Polytoca spp.

Chinachne spp.

Trilobachne spp.

Saccaharum spp.

Triticum spp.

Hongos del suelo (Azotobacter spp., Beijerenckia
spp., Azospirillum spp., Mycorrhizae spp.)
Pythium spp. (podredumbre de la raiz)
Rhizoctonia spp. (podredumbre de la raiz)

Fusarium spp. (podredumbre de la semilla, grano,
raiz, tallo)

Giberella spp. (podredumbre del tallo)
Colletotrichum spp. (antracnosis)
Helminthosporium spp. (tizén foliar)
Setosphaeria spp. (tizon foliar)

Erwinia spp. (tizén foliar bacteriano)
Sclerospora spp. (Downy mildew)
Puccinia spp. (roya)

Sphacelothecia spp. (carbdn)

Ustilago spp (carbén)

Holotrichia helleri (gusanos de la raiz)
Aprosterna area (gusanos de la raiz)
Hypomyces squamus (gusanos de la raiz)
Atheribona exigua (moscas de la plantula)
Laphygma spp. (orugas militares)

Agrotis spp. (gusanos cortadores)
Rhopalosiohum spp. (&afidos)

Ostrinia furnacalis (barrenador asiatico del maiz)
Aves

Cerdos salvajes

Ratas

Lombrices

4 =4 =444 ANNNN

X

X X X X X X X X X

X X X

X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X

X

X indica interacciones conocidas, NI indica que no hay informacion disponible que sustente o elimine posibles interacciones
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2. Gonzélez-Chavez, MC & Ferrera-Cerrato, R 1996. Ecologia de la endomicorriza vesiculo arbuscular en un agroecosistema
sostenible de maiz en el tropico himedo de México. Micol. Neotrop. Apl. 9:53-66
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El ndcleo resistente a tripsina de la proteina CrylAb de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(B.t.k.) HD-1 del maiz resistente al barrenador europeo del maiz (BEM) esta presente en los
tejidos vegetales que permanecen en el suelo luego de la cosecha. Los residuos post-cosecha
son generalmente retirados con la labranza pero también pueden permanecer en la superficie
del suelo hasta el afio siguiente (siembra directa o labranza cero). El objetivo de este estudio
fue evaluar el destino ambiental (disipacién) de la proteina B.t.k. HD-1 de los tejidos de maiz
luego de la cosecha.

Métodos

La tasa de disipacion de la proteina B.t.k. HD-1 se estudi6 en tres sistemas: tejido de maiz
resistente al BEM sin contacto con el suelo, tejido de maiz resistente al BEM en contacto con el
suelo, y proteina B.t.k. HD-1 purificada mezclada con suelo. La disipacién en estos tres
sistemas se determind midiendo la disminucién en la bioactividad en insectos (gusano
cogollero del tabaco) de muestras mantenidas bajo condiciones experimentales.

Se emplearon dos sustancias en el ensayo: la proteina B.t.k. HD-1 purificada de E. coli, que
segun estudios previos habia resultado equivalente a la proteina B.t.k. HD-1 expresada en el
maiz transgénico (Lee et al., 1995), y polvo de tejido de maiz liofilizado preparado de plantas
de maiz transgénicas MON80400 cultivadas en invernadero. MON80400 expresa la misma
proteina B.t.k. HD-1 que la linea MONB810 (Lee et al., 1995), y fue usado en este estudio debido
a sus altos niveles de expresion de la proteina. Se usé como control tejido liofilizado de plantas
enteras de la linea parental no transformada Hi-11/B73.

Para las incubaciones de suelo se empled suelo Drummer (29% arena, 46% limo, 25% arcilla,
3.1 % materia organica, pH 6.8 y capacidad de campo = 33.9%), un tipo de suelo
representativo de las areas productoras de maiz en Estados Unidos. La proteina B.t.k. HD-1
purificada se agrego6 al suelo en una concentracion de 1,90 ppm, mas de tres veces mas que la
maxima concentracion esperada para las plantas de maiz resistentes al BEM en el campo,
segun el calculo que se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Estimacion de la concentracién de la proteina B.t.k. HD-1 en suelo.

Suposicion #1 Incorporacion uniforme post-cosecha de los residuos de las plantas de maiz en
15,24 cm de suelo.
Suposicion #2 La densidad del suelo es 1g/cm®

La mayor cantidad total estimada de la proteina HD-1 agregada a cada acre de
suelo como componente de las plantas de maiz resistentes al barrenador europeo
del maiz es 329g/acre (estudio No. 93-01-39-01).
Suposicion #3 Estimacion de los componentes de la proteina HD-1:
1. Peso fresco promedio de la planta en la senescencia=725g.
2. Proteina HD-1=11,35 ug/g peso fresco
3. Densidad de siembra=40.000 plantas/acre
4. (11,35 ug/g) x (725 glplanta) x (40.000 plantas/acre) x 10° = 329g

1 acre=43.560 pies®
1 pie® de suelo=1728 pulgadas®=28.317cm?®
21.780 pies®= 1 pie® de suelo en 1 acre de 6 pulgadas de profundidad.

Carga en suelo=329.000mg/(21.780 x 28.317 cm®) = 0,0005334 mg/ cm®=0,533 ug/ cm’= 0,533 ppm.

La cantidad de tejido de maiz agregado al suelo fue 2 a 3 veces el nivel maximo esperado para
la concentracion de tejido de maiz resistente al BEM en suelo en las condiciones basadas en el
calculo de la Tabla 2.
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Tabla 2. Estimacion de la concentracion en suelo de tejidos de maiz resistente al barrenador europeo del
maiz.

Suposicion #1 Incorporacion uniforme post-cosecha de los residuos de las plantas de maiz en
15,24 cm de suelo.

Suposicién #2 La densidad del suelo es 1g/cm®

Suposicién #3 El \éolumen del suelo en 1 acre de 6 pulgadas de profundidad es = 21.780 x 28.317
cm

Suposicién #4 El peso fresco promedio de cada planta resistente al barrenador europeo del maiz
en la senescencia es 725g, lo que resulta en ~653 g [725 g x 0,90" de peso seco
por planta].

Suposicién #5 Densidad de siembra=40.000 plantas/acre

653 g peso seco/planta x 40.000 plantas/acre (21.780 x 28.317 cm® = 0,042 g MON
80400/peso seco de suelo.

1. En la senescencia, aproximadamente el 90% del peso total de la planta de maiz es materia seca.

Las muestras (control y prueba), para cada uno de los tres tratamientos, se incubaron a 24-
27°C por hasta 43 dias en condiciones de oscuridad, alta humedad y humedad relativamente
constante en el suelo. Las incubaciones se finalizaron a tres intervalos de tiempo congelando
las muestras a — 80 °C. La efectividad de la finalizacién a — 80 °C se establecié previamente
(EPA MRID #43145215).

Luego de finalizar las incubaciones de las muestras de prueba y controles, se descongelaron
las muestras, se llevaron a un volumen total de 20 ml con una solucién de agar 0.20% y se las
mezclé para formar una suspension. Se preparé una dilucion seriada (6,0 ml a 0,1 ml de
suspension) de cada suspensiéon de 20 ml. En el caso de las muestras del tratamiento en que
hubo menos que 6,0 ml, se agregd la cantidad necesaria de material control para ajustar el
volumen a 6,0 ml. Los controles negativos contenian 6,0 ml de material control. Un grupo de
controles negativos consistié en el material control previamente incubado durante el mismo
namero de dias que la muestra tratada. El segundo grupo de controles negativos consistio en
material control no incubado (suelo + tejido, tejido solo, suelo solo) que fue preparado al mismo
tiempo que la muestra del bioensayo.

Las muestras del tratamiento y controles se mezclaron en un volumen total de 30 ml de dieta
artificial para insectos (King & Hartley, 1992). Esta mezcla se usé para alimentar larvas de
primer estado del gusano cogollero del tabaco (Heliothis virescens) (TBW). Las larvas se
incubaron durante siete dias a unos ~28°C y se determiné el promedio del peso de las larvas
gue sobrevivieron. La dosis subletal de la proteina HD-1 atrofia a las larvas, y se empleé la
magnitud de la reduccion del peso como un indicador del nivel de la bioactividad de la HD-1 en
cada muestra. Este bioensayo es extremadamente sensible a bajas concentraciones de la
proteina HD-1 que pueden ser ecoldégicamente significativas. El protocolo requiri6 datos del
bioensayo de dos tubos, evaluados en dias separados.

Se usaron el numero total de larvas que sobrevivieron (réplicas de dos dias diferentes,
comenzando con n=48 larvas/dia; sigma=96) y el peso total de sobrevivientes en ambas
réplicas para calcular el peso promedio para cada tratamiento/concentracion correspondiente a
una fecha de incubacién particular. Los DT50 (tiempo para reducir la bioactividad al 50%) y
DT90 (tiempo para reducir la bioactividad al 90%) se calcularon usando un andlisis de
regresion e interpolacion lineal para evaluar la disipacion de la proteina B.t.k. HD-1.

Resultados

Las Tablas 3 — 5 resumen la persistencia de la bioactividad de la proteina HD-1 en el tiempo
segun el peso promedio de las larvas del gusano cogollero del tabaco expuestas al tejido del
maiz MONB80400 en el suelo (Tabla 3), al tejido del maiz MON80400 solo (Tabla 4) y a la
proteina HD-1 purificada, en suelo (Tabla 5). La bioactividad de la proteina HD-1 en tejido
incorporada en suelo disminuye con una vida media de 1,6 dias y un DT90 estimado de 15 dias
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(Fig. 1). La bioactividad de la proteina HD-1 en tejido solo disminuye con una vida media
estimada de 25,6 dias y un DT90 estimado de 40,7 dias (Fig. 2). La bioactividad de la proteina
HD-1 purificada, en suelo, disminuye con una vida media estimada de 8,3 dias y un DT90
estimado de 32,5 dias (Fig. 3).

Tabla 3. Pesos promedios (mg) de las larvas del TBW (gusano cogollero del tabaco) expuestas a la
proteina B.t.k. HD-1 como componente de la linea de maiz MON 80400 agregado a suelo “Drummer”.

Muestra Dosis (ml) de solucién agar (20ml) hecha con suelo + polvo de planta de maiz MON 80400
(dia)

6,0 2,0 0,75 0,25 0.1 0,0" 0,0° 0,0°
0 7,13 25,06 66,60 116,80 149,24 121,24 161,77 190,84
7 42,18 9552 149,88 136,16 145,81 130,98 161,77 190,84
14 79,68 117,57 143,69 164,24 157,68 117,37 161,77 190,84
21 85,91 119,53 155,65 157,54 168,60 117,16 161,77 190,84
30 100,44 137,27 151,10 161,18 152,65 154,34 161,77 190,84
43 120,51 137,88 143,85 150,49 150,84 131,94 161,77 190,84
1. 6,0 ml de la muestra control incubada agregada a 24 ml de la dieta del insecto.
2. 6,0 ml del material control no incubado agregado a 24 ml de la dieta del insecto (rep 1).
3. 6,0 ml del material control no incubado agregado a 24 ml de la dieta del insecto (rep 2).
1 15 e ———— s — ————
—_ 0.5 L ] - In {1ECS{aswgs —_ ‘_‘- n{ VEC50 o+
2 4 27 .
E.n.s ! Eus e
= * =
5 s 5 .1
= » . =85
B ¢ ) a
E 28 . E e
i 94— 0TS0 <= 0T m T80 =—tn OTH0 e
3 T T T T T T T T 1 1.5 -.—r.uw.-.--_.-q—-|-.-~--|'1-~--r---'-1f"'|-1-‘-~‘-—
a ] ] 18 20 i 0 35 40 45 o 5 10 15 o) 25 1] 35 &0 45
dig=z digz
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planta) incorporada al suelo. plarta) zin contacto con el suelo.
= . e, . & In[1/ECI0)
a fe-. RE = 096
&E{ ' o m
= i ey _
E 1,54 '
E N : P Fig. 3. Reduccion en la actividad hioldgica (en
RS — . 1/EC30) de la proteina HD-1 purificada
ad, i i _ | incarporada al suelo.

diaz

Tabla 4. Pesos promedios (mg) de las larvas del TBW (gusano cogollero del tabaco) expuestas a la

proteina B.t.k. HD-1 como componente de la linea de maiz MON 80400 sin contacto con el suelo.

Muestra (dia)

Dosis (ml) de solucién agar (20ml) de polvo de hoja de maiz MON 80400

6,0 2,0 0,75 0,25 0.1 0,0" 0,0° 0,0°
0 589 21,92 4567 116,45 163,23 182,53 181,73 190,26
7 533 21,47 64,93 106,84 147,14 138,21 181,73 190,26
14 9,41 31,47 71,65 116,42 132,83 132,83 181,73 190,26
21 11,03 3451 76,83 118,26 129,69 148,81 181,73 190,26
30 15,60 48,45 107,75 126,77 160,77 156,77 181,73 190,26
43 71,28 121,15 168,48 167,34 181,11 148,86 181,73 190,26
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1. 6,0 ml de la muestra control incubada agregada a 24 ml de la dieta del insecto.

2. 6,0 ml del material control no incubado agregado a 24 ml de la dieta del insecto (rep 1).

3. 6,0 ml del material control no incubado agregado a 24 ml de la dieta del insecto (rep 2).

Tabla 5. Pesos promedios (mg) de las larvas del TBW (gusano cogollero del tabaco) expuestas a la

proteina B.t.k. HD-1 purificada incorporada al suelo.

Muestra (dia) Dosis (ml) de solucién agar (20ml) hecha con suelo + proteina HD-1 purificada
6,0 2,0 0,75 0,25 0.1 0,0 0,0° 0,0°
0 36,19 93,49 118,52 144,14 139,45 186,19 150,54 182,17
7 74,39 113,69 122,64 144,52 147,46 174,34 150,54 182,17
14 99,23 130,47 143,05 138,32 143,76 167,81 150,54 182,17
21 97,18 142,26 149,40 157,57 141,33 180,07 150,54 182,17
30 113,18 134,51 156,87 151,60 157,21 176,24 150,54 182,17
43 133,61 163,16 163,83 19558 183,34 189,84 150,54 182,17

1. 6,0 ml de la muestra control incubada agregada a 24 ml de la dieta del insecto.
2. 6,0 ml del material control no incubado agregado a 24 ml de la dieta del insecto (rep 1).
3. 6,0 ml del material control no incubado agregado a 24 ml de la dieta del insecto (rep 2).

La bioactividad de la proteina B.t.k. HD-1 en tejido de maiz resulté estable en las condiciones
de almacenamiento a -80°C empleadas en el ensayo. Los datos demuestran que la mayor
parte de la bioactividad de la proteina HD-1 en el tejido de maiz puede ser detectada cuando el
material vegetal se incorpora al suelo. La bioactividad del tejido del maiz MON 80400 fue
estable cuando se almacend solo o en suelo por al menos 75 dias a ~ -80°C . Por el contrario,
la cantidad de proteina HD-1 purificada recuperada fue menor que el 20%. Esto pudo deberse
a que la proteina HD-1, en bajas concentraciones, resulta inestable frente al almacenamiento a
-80°C y/o a la union de la proteina purificada a la arcilla y componentes organicos del suelo
(Tapp et al., 1994).

Conclusiones

Los resultados de este estudio sugieren que la proteina B.t.k. HD-1, como componente del
material vegetal del maiz resistente a insectos que queda luego de la cosecha, se disipa
rapidamente de la superficie del suelo. La tasa de disipacion en suelo es comparable a la
informada para las formulaciones microbianas Bt y para el algod6n transgénico que expresa la
proteina B.t.k. HD-73 (Palm et al., 1994, EPA MRID # 43145215).
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Apéndice 3 - Toxicidad potencial de la proteina CrylAb
para especies no blanco

Adultos de abeja melifera (Apis melliferaL.)

Este estudio se realiz6 para evaluar la potencial toxicidad del nucleo resistente a tripsina de la
proteina CrylAb (HD-1) de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (B.t.k.) para la abeja melifera
adulta (Apis mellifera L.), un insecto polinizador benéfico. Se eligié este estudio ya que se
prevé que la ingesta potencial de las proteinas B.t.k. en el polen y néctar sera la ruta primaria
de exposicion de las abejas. Se utilizé6 una dosis de riesgo méaxima. La concentracion nominal
maxima de la proteina B.t.k. HD-1 ensayada fue mayor a 10 veces la sensibilidad LC50
estimada de varios lepidépteros plaga blanco a la proteina B.t.k. HD-1 (Macintosh et al., 1990).

Métodos

Se usaron abejas adultas de uno a siete dias, obtenidas de un proveedor comercial, y elegidas
al azar de los marcos localizados dentro de las camaras de cria. Los recipientes de prueba
consistieron en un mallado metélico y de tela sélido de 3,2 mm con tapas removibles y un
orificio circular. El material de prueba se introdujo en las cdmaras usando viales de vidrio
ajustados con un corddn de algodoén insertados a presion en la camara a través del orificio
circular. Cada recipiente de prueba, que contenia aproximadamente 40 abejas, constituia una
réplica. Cada grupo de tratamiento y control tenia tres réplicas. El dia de inicio de la prueba, las
abejas fueron escogidas a mano y colocadas dentro de cada recipiente al azar. Los recipientes
fueron colocados en un cuarto de cultivo que mantenia una temperatura de aproximadamente
24-27°C y una humedad relativa de 30-80%. Los grupos controles fueron: grupo control
negativo (si proteina B.t.k. HD-1), grupo control de proteina B.t.k. HD-1 atenuada por calor, y
control de evaporacion de una mezcla jarabe agua:miel (sin abejas). El grupo de tratamiento
fue el grupo con proteina B.t.k. HD-1.

La dieta de prueba se prepar6 el dia 0 agregando el material de prueba a una mezcla 50:50
(vol:vol) de miel:agua de modo de lograr una concentracion nominal de 20 ppm de la proteina
B.t.k. HD-1 en la dieta. Dos dietas controles (20 ppm proteina B.t.k. HD-1 atenuada por calor y
control negativo) se prepararon y administraron de la misma manera que la dieta de prueba.
Luego de la preparacion, las dietas fueron conservadas a < 16°C y se suministraron frescas a
las abejas cada 24 horas. Las muestras de las dietas preparadas en el dia 0 se congelaron y
analizaron para determinar la estabilidad/bioactividad de la sustancia de prueba. Se determin6
para cada grupo el consumo de dieta estimado promedio en cada cambio de dieta.

Resultados

Las abejas adultas fueron observadas dos veces: el dia de inicio del ensayo para determinar
mortalidad y signos de toxicidad y posteriormente una vez por dia. El ensayo se finaliz6 el dia 9
cuando la mortalidad del control negativo excedié el 20%. Al final del estudio, la mortalidad
acumulada fue del 22,3% para el grupo control negativo, 32,5 para el control B.t.k. HD-1
atenuada por calor, y 16% para el grupo de proteina B.t.k. HD-1 (Tabla 1). La diferencia en la
mortalidad acumulada entre los grupos de prueba y control no fue estadisticamente
significativa. La mortalidad hallada el dia 9 no se consideré6 como asociada a los efectos del
tratamiento ya que la proteina B.t.k. HD-1 es biol6gicamente activa dentro de las 24-48 horas
de la ingestién en los insectos susceptibles. Todas las abejas sobrevivientes fueron normales
en apariencia y comportamiento durante el periodo del ensayo. Los andlisis de la
estabilidad/bioactividad de la sustancia de prueba demostraron que la proteina B.t.k. HD-1 fue
utilizada en, o cercana a, la concentracién de dosis apropiada.
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Tabla 1. Mortalidad porcentual de abejas adultas (dias 1 a 9).

Mortalidad media por dia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tratamiento
No tratados 0 0,81 246 413 4,13 577 990 1896 22,28
(s6lo dieta)
Dieta + HD-1 (20ppm) 0,76 471 7,12 7,95 10,4 12,05 12,89 14,55 16,20

1

Dieta + HD-1 atenuada 079 159 159 391 7,13 1582 19,79 2542 32,59
(20ppm)
Conclusién

La LC50 para la proteina B.t.k. HD-1 en adultos de abeja melifera (Apis mellifera) es superior a
20 ppm, la mayor dosis ensayada. La concentracion en la cual no se observaron efectos fue 20

ppm.

Larvas de abeja melifera (Apis mellifera L.)

Este estudio se realiz6 para evaluar la potencial toxicidad de la proteina B.t.k. HD-1 para las
larvas de abeja melifera (Apis mellifera L.), un insecto polinizador benéfico. Se utilizé en este
estudio una dosis de riesgo maxima. La concentracion nominal maxima de la proteina B.t.k.
HD-1 ensayada fue mayor a 10 veces la sensibilidad LC50 estimada de varios lepidépteros
plaga blanco a la proteina B.t.k. HD-1 (Macintosh et al., 1990, Hofte et al., 1988).

Métodos

Se obtuvo una cohorte de larvas de abeja de “edad pareja” permitiendo que la abeja reina
oviponga en los marcos de la camara de cria durante 1-3 dias y a continuacion se transfirieron
los marcos al alza melaria (excluida de reina). El ensayo se realizé con larvas de 1-4 dias de
edad dentro de las celdillas en estos Ultimos marcos. Cada marco individual, que contenia al
menos 50 abejas larvas, constituia una réplica. Cada tratamiento y grupo control tuvo tres
réplicas. Dos réplicas por cada tratamiento se iniciaron el dia uno y la tercera réplica en un dia
separado. La dosis se obtuvo colocando 5 ul de la sustancia de prueba en agua destilada o
agua destilada sola en pocillos con las larvas. Luego de colocar la dosis, los marcos tratados
fueron devueltos al alza melaria para completar el desarrollo larval.

La dieta de prueba se prepar6 el dia 0 agregando el material de prueba a agua destilada de
modo de lograr una concentracion nominal de 20 ppm de la proteina B.t.k. HD-1 en la dieta. El
grupo de tratamiento fue el que contenia la proteina B.t.k. HD-1. Los grupos controles fueron:
agua destilada sin B.t.k. HD-1, proteina B.t.k. HD-1 atenuada por calor y control sin tratar. Las
muestras de las dietas preparadas en el dia 0 se congelaron y analizaron para determinar la
estabilidad/bioactividad de la sustancia de prueba. Las abejas adultas que emergian de las
celdas operculadas fueron colocadas en jaulitas para adultos diariamente. Cuarenta y ocho
horas luego de que la Ultima abeja adulta emergiera del tratamiento control, se detuvo el conteo
de emergentes de los restantes tratamientos. Se compararon entre los cuatro tratamientos los
porcentajes de supervivencia larval (desde el dosaje hasta la emergencia de adultos) y de
supervivencia de adultos post-emergentes.

Resultados

El porcentaje promedio de supervivencia de larvas en el ler a 2do estadio larval hasta el
operculado oscil6 entre el 65% y 94% para todos los tratamientos (38-100% en cada réplica,
Tabla 2). La supervivencia desde el operculado hasta la emergencia de los adultos fue del
100% para todos los tratamientos. La supervivencia de adultos desde la post-emergencia hasta
el final del ensayo oscilé entre el 92% y 96% para los cuatro tratamientos (84-100% para las
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réplicas, Tabla 3). Las diferencias en mortalidad entre los tratamientos, dentro de los grupos de
larvas y de post-emergentes respectivamente, no fueron significativas. Todas las abejas
adultas supervivientes fueron normales en apariencia y comportamiento. Los andlisis de la
estabilidad/bioactividad de la sustancia de prueba demostraron que la proteina B.t.k. HD-1
activa fue utilizada en, o cercana a, la concentracion de dosis apropiada.

Tabla 2. Sobrevida de las larvas desde el momento del dosaje hasta la formacion del opérculo de las
celdillas

Tratamiento Rep. No. operculadas/50 % sobrevida al momento del

# abejas operculado
Sin tratar (s6lo 1 33 66
dieta)

2 47 94

3 44 88
Agua destilada 1 19 38

2 50 100

3 29 58
HD-1 (20ppm) 1 31 62

2 41 82

3 47 94
HD-1 atenuada por 1 49 98
calor (20 ppm)

2 49 98

3 43 86

Tabla 3. Sobrevida de los adultos desde la emergencia hasta el final del ensayo

Tratamiento Rep. No. total No. total % sobrevida de
# emergentes muertos adultos
Sin tratar (sélo 1 42 4 90
dieta)
2 52 1 98
3 43 0 100
Media 45,7 1,7 96,0
Agua destilada 1 21 0 100
2 50 6 88
3 30 2 93
Media 33,7 2,7 93,7
HD-1 (20ppm) 1 62 2 97
2 44 7 84
3 50 3 94
Media 52 4 91,7
HD-1 atenuada por 1 51 1 98
calor (20 ppm)
2 52 7 87
3 58 3 95
Media 53,7 3,7 93,3
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Conclusion

La LC50 para la proteina B.t.k. HD-1 en larvas de abeja melifera (Apis mellifera) es superior a
20 ppm, la mayor dosis ensayada. La concentracion en la cual no se observaron efectos fue 20
ppm. La mayoria de la mortalidad observada ocurri6 entre el dosaje y el operculado.
Aparentemente la variacion existente se debi6 méas a las diferencias entre alzas melarias
individuales que a las diferencias entre tratamientos.

Codornices (Colinus virginianus)

El objetivo de este estudio fue evaluar la salubridad del alimento derivado del maiz resistente al
barrenador europeo del maiz (BEM) de la linea MON80187 cuando se lo administra a
codornices (las aves se pueden alimentar de semillas de maiz que quedan en el campo luego
de la cosecha). Dado que las codornices jovenes son tradicionalmente utilizadas en estudios
de alimentacién de aves, se consideré mas factible alimentar a las codornices con alimento de
maiz crudo incorporado en sus dietas mas que con semillas intactas, que son relativamente
grandes y dificiles de ingerir por las aves jovenes.

Métodos

Se obtuvieron polluelos de codorniz nacidos de la misma camada a partir de una bandada de
produccion. Diez polluelos de codorniz de sexo mixto y de diez dias de edad se asignaron
aleatoriamente a cada grupo de tratamiento y alojados en grupos de diez aves/corral. Cada
grupo de tratamiento fue alimentado con concentraciones dietarias de 5% (p/p) (nominal 50.000
ppm) y 10% (p/p) (nominal 100.000 ppm) de harina de maiz cruda que fue directamente
mezclada a la racién de las aves. El nivel dietario suministrado fue elegido en base a los
resultados de un estudio piloto de alimentacion de codornices realizado con harina cruda de
maiz de una linea parental. La semilla cruda de maiz resistente a insectos y parental fue molida
a harina para permitir el consumo por parte de las codornices jovenes y para facilitar el
mezclado homogéneo de la harina de maiz con la dieta basica.

Se ensayaron la linea de prueba (MON80187) y la linea control (MON80087). También se
incluyé en el estudio un grupo control adicional de dieta basica (sin el agregado de harina de
maiz) de treinta aves. Cada grupo fue alimentado con la dieta tratamiento o control durante 5
dias y luego fueron transferidos a dieta basal (no suplementadas) durante los 3 ultimos dias del
ensayo. Se proveyo agua y alimento ad libitum. Se registré el consumo de alimento de cada
corral que contenia la totalidad de las aves a prueba para cada grupo. El consumo de alimento
se midié durante los dias 1, 2, 3, 4, 5 y 6-8 y se presentaron como un estimativo debido al
desperdicio inevitable por parte de las aves. El peso corporal individual fue registrado al inicio
del estudio, en el dia 5 y al final del estudio. Las aves se observaron al menos dos veces al dia
durante el estudio para determinar mortalidad o signos de toxicidad.

Resultados

No hubo mortalidad en ninguno de los grupos ensayados. Todas las aves fueron normales en
apariencia y comportamiento durante el periodo de estudio. No hubo diferencias aparentes en
el peso corporal o en el consumo de alimento entre las aves alimentadas con MON80187 vy
MONB8O0087 (Tabla 4). El consumo de una dieta que contiene el 10% p/p de harina cruda de
maiz equivale a 138 semillas/peso corporal/dia.
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Tabla 4. Peso corporal promedio y cambios en el peso corporal promedio en codornices durante el
estudio de toxicidad aguda con MON 80187.

Period_o_@e Periodo post-exposicion
exposicion
Grupo Concentracion Dia 0 Cambio Dia5 Cambio Dia8 Cambio
experimental (ppm) (9) (9) total (g)
Dieta basal 0 20+3 8 2814 10 386 18
0 19+2 8 26+3 10 3645 17
0 2143 9 3046 10 41+8 20
MONB80087 50.000 2043 10 30+4 10 4145 20
100.000 2043 8 28+3 10 3845 18
MON80187 50.000 20+3 11 3143 10 41+4 21
100.000 2043 10 2945 8 3846 18

Conclusiones

No ocurrié6 mortalidad en las aves alimentadas con hasta 10% (p/p) (nominal 100.000 ppm) de
MONB8O0187 en la dieta. La concentracion de no observacién de efectos fue mayor al 10% p/p.
En base a los parametros medidos, la salubridad de la harina de maiz de la linea resistente al
BEM (MON 80187) fue comparable con la de la linea control cuando se la suministré en la dieta
de las codornices.

Daphnia

Los dafnidos son representativos de un grupo importante de invertebrados acuaticos y fueron
seleccionados como una especie de prueba indicadora para evaluar la toxicidad aguda del
polen de maiz que contiene la proteina CrylAb. En base a un historial de uso pasado y a la
facilidad de su conservacion en laboratorio, se escogié Daphnia magna para este ensayo, el
cual involucré un periodo de exposicion de 48 horas en condiciones de prueba de renovacion
estatica.

Métodos

Los neonatos de Daphnia fueron expuestos a una dosis Unica de polen de maiz que contenia la
proteina CrylAb (100 mg de polen prueba/l). Se incluyeron dos grupos control: un grupo
expuesto a una Unica dosis de polen de maiz (100 mg polen control/l) proveniente de una linea
de maiz no modificada genéticamente, y un grupo control de ensayo de dafnidos mantenidos
solamente en una diluciébn de agua. Se mantuvieron tres camaras de prueba réplica para los
grupos de prueba y controles, con 10 dafnidos neonatos en cada camara y un total de 30
dafnidos neonatos por concentracion de prueba. La concentracién nominal de polen (ambos
control y de prueba) fue 100 mg/l en base a los lineamientos guia de la EPA (EE.UU.) para
pruebas de limites (US EPA, 1985).

Los déafnidos fueron aleatoriamente asignados a las camaras de prueba al inicio del ensayo. Se
hicieron observaciones de mortalidad/inmovilidad y otros signos clinicos de toxicidad
aproximadamente a las 2, 24 y 48 horas luego de comenzado el ensayo. Dado que fue una
prueba de limites, los valores de EC50 no se pudieron definir estadisticamente y por lo tanto
fueron estimados a partir de los datos de respuesta biolégica. Se utilizé la prueba estadistica
exacta de Fisher para determina si la mortalidad/inmovilidad en la concentracién limite (100 mg
polen pruebal/l) fue estadisticamente diferente (p # 0,05) de la del grupo control.

La sustancia de prueba fue polen de maiz Btll que contiene la proteina CrylAb en una
concentracion aproximada de 1,25 ng/mL de proteina vegetal (Pilacinski & Williams, 1995). Se
eligié el polen de maiz linea Btll porque contiene el mayor nivel de proteina CrylAb entre
varias lineas comerciales. La sustancia control fue polen de una linea de maiz no transgénico
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con fondo genético similar al de Btll. La sustancia de prueba contenia cerca del 97,9% de
polen y el resto era material extrafio como partes de anteras y de insectos. La sustancia control
contenia cerca del 96,2% de polen. Al inicio del ensayo, se verificaron las muestras de las
sustancias de prueba y control para determinar su actividad biolégica contra especies de
lepidépteros plaga susceptibles. Los resultados de dicho estudio indicaron que la sustancia de
prueba era bhioldgicamente activa.

Las sustancias de prueba y control se agregaron directamente al agua de manantial antes de
agregar los organismos. Se ajustaron las soluciones para el porcentaje de polen en las
sustancias de prueba y control y representaron concentraciones nominales de 100 mg de polen
control/l y 100 mg de polen de pruebal/l, respectivamente. Las soluciones de prueba del control
de ensayo se prepararon agregando agua de manantial a las camaras de prueba. Luego de la
adicion de las sustancias control y de prueba, las soluciones fueron mezcladas vigorosamente.
Se inici6 aireacién suave y se agregaron los dafnidos 30 minutos después. Las soluciones
fueron renovadas aproximadamente a las 24 hs y los dafnidos se transfirieron de las soluciones
viejas a las nuevas.

Resultados

Las observaciones diarias de mortalidad, inmovilidad y otros signos clinicos observados
durante el ensayo se muestran en la Tabla 5. No se observaron mortalidad ni efectos
comportamentales en ninguno de los tratamientos luego de 3,5 horas y 24 horas de exposicion.
A las 48 horas, dos dafnidos estaban muertos en el control de ensayo, lo que representa 7% de
mortalidad. Este nivel de mortalidad control estad dentro del rango aceptable (US EPA,
1985).Todos los dafnidos sobrevivientes parecieron normales. A las 48 horas, un dafnido fue
encontrado muerto/inmavil (3%) en ambos tratamientos de polen prueba y control. Los dafnidos
sobrevivientes parecieron normales. Se estimé que estas mortalidades no estaban
relacionadas con la exposicion al polen. En base a estos resultados, se estima que la EC50 es
superior a 100 mg de polen prueba/l. La prueba exacta de Fisher indic6 que no hubo
diferencias estadisticas entre los grupos control y entre los grupos control y el de sustancia a
prueba (p>0.05).

Tabla 5. Porcentaje acumulado de mortalidad/inmovilidad y efectos relacionados con el tratamiento.

3,5 horas 24 horas 48 horas

Conc. Rep Daphnia/ muertas inmoéviles  efectos muertas inmév  efectos muertas inmév efectos % inmov.
nominal Rep y muertas
Ensayo A 10 0 0 10AN 0 0 10AN 1 0 9AN 7
control B 10 0 0 10AN 0 0 10AN 0 0 10AN

C 10 0 0 10AN 0 0 10AN 1 0 9AN
100mg A 10 0 0 10AN 0 0 10AN 0 0 10AN 3
de B 10 0 0 10AN 0 0 10AN 1 0 9AN
polen c 10 0 0 10AN 0 0 10AN 0 0 10AN
control
100mg A 10 0 0 10AN 0 0 10AN 0 0 10AN 3
polen B 10 0 0 10AN 0 0 10AN 0 1 9AN
test c 10 0 0 10AN 0 0 10AN 0 0 10AN

AN: apariencia normal

Conclusiones

El valor de EC50 de 48 horas estimado para Daphnia magna expuesto a la proteina Cry1lAb en
el polen de maiz fue >100 mg polen prueba/l. No hubo efectos observados relacionados al
tratamiento en la concentracién limite de 100 mg polen prueball.
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Lombriz de tierra (Eisenia fetida)

El objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad de la proteina insecticida CrylAb
administrada a lombrices de tierra durante un periodo de exposicion de 14 dias en un sustrato
de suelo artificial.

Métodos

Se seleccionaron trescientas veinticinco lombrices adultas (Eisenia fetida) y se colocaron en un
recipiente de sustrato de suelo artificial preparado (70% arena, 20% arcilla Kaolin y 10% turba
sphagnum) ajustado a un contenido de humedad aproximado de 33% durante una aclimatacion
de 24 horas. En el dia 0 del ensayo, las lombrices fueron aleatoriamente distribuidas de a pares
en grupos de 10, pesadas, colocadas sobre la superficie del suelo en cada camara de prueba y
se observo su comportamiento de entierro. Al mismo tiempo se mantuvo un grupo control de
tres grupos adicionales de lombrices expuestas a cloroacetamida en el suelo a concentraciones
de 15, 30 y 60 mg a.i./kg de suelo seco. Se usaron cuatro camaras de prueba réplicas para
cada grupo tratamiento y control. Las lombrices no fueron alimentadas durante el ensayo. En
los dias 7 y 14 del ensayo, los contenidos de cada cadmara de prueba fueron vaciados y se
conté el numero de lombrices sobrevivientes. También se observaron las lombrices para
detectar alguna anormalidad comportamental. Se mantuvo un registro de mortalidad y cualquier
signo de toxicidad o comportamiento anormal. En el dia 7, luego de las observaciones, el suelo
artificial fue devuelto a las cAmaras de prueba y las lombrices se colocaron sobre la superficie
del suelo para observar su comportamiento de entierro. En el dia 14 las lombrices fueron
sacrificadas luego de realizar las observaciones y determinar el peso corporal.

La concentracion nominal de prueba a la cual se expusieron las lombrices fue de 200
miligramos de proteina insecticida CrylAb por kilogramo de suelo seco. En el dia 0 se
colectaron muestras de la sustancia de prueba y de la suspension de agua desionizada usadas
en la preparacion de los suelos control para confirmar las concentraciones. Al inicio y final del
ensayo, se colectaron muestras de suelo de cada grupo tratamiento y control y se los us6 para
medir el pH y el contenido de humedad inicial y final del suelo. Las concentraciones de prueba
no se ajustaron por la pureza de la sustancia prueba, por lo tanto todas las concentraciones y
los valores de LC50 se informaron como miligramos de sustancia prueba por kilogramo de
suelo seco (mg/k). El porcentaje de mortalidad acumulada en el grupo tratamiento se utilizd
para determinar el valor de LC50 al final del ensayo. La concentracién en la cual no hubo
observacion de efectos fue determinada por andlisis visual de la mortalidad, peso corporal y
observaciones clinicas.

Resultados

La concentracion nominal de la proteina CrylAb activa de la sustancia de prueba en la
suspension estuvo en, o cercana a, la concentracion esperada de 1,07 mg/ml, y fue estimada
en 1,31 mg/ml.

Los datos de las observaciones semanales de mortalidad de lombrices y otros signos de
toxicidad se muestran en la Tabla 6. En el grupo control hubo 8% (3 de 40) de mortalidad en el
dia 7 del ensayo, y 15% (6 de 40) en el dia 14. En el grupo tratamiento de 200 mg/kg, hubo
13% (4 de 40) de mortalidad en el dia 7 del ensayo y 25% en el dia 14. Tres de las cuatro
réplicas en el grupo tratamiento de 200 mg/kg tubo mortalidades comparables con las del grupo
control, mientras que en la cuarta réplica ocurrido 50% (5 de 10) de mortalidad, representando
un 50% de la mortalidad total del grupo tratamiento. El incremento en la mortalidad en el grupo
tratamiento de 200 mg/kg al final del ensayo no fue estadisticamente significativo (p>0.05) en
comparacion con el grupo control. Todas las lombrices sobrevivientes en ambos grupos control
y tratamiento 200 mg/kg tuvieron apariencia y comportamiento normal a lo largo del periodo de
ensayo. Excepto por una lombriz del grupo control en el dia 0, las lombrices no mostraron
aversion hacia el suelo. Una lombriz del grupo control permanecié en la superficie del suelo el
dia 0, mientras que todas las otras lombrices de los grupos control y tratamiento estaban por
debajo de la superficie del suelo luego de aproximadamente una hora de haberlas colocado
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sobre la superficie en los dias 0 y 7. EL peso corporal de los grupos fue medido por réplicas en
los dias 0 y 14. A partir de las medidas grupales, se calcularon los pesos promedios
individuales (Tabla 7). El cambio en el peso corporal fue variable entre las réplicas individuales,
sin embargo, no parece haber habido efectos en el peso corporal relacionados el tratamiento
durante el ensayo.

Tabla 6. Mortalidad acumulada y observaciones en lombrices expuestas a la proteina insecticida CrylAb
en un sustrato de suelo artificial.

Dia7 Dia 14

Concentracion de Rep. No. muertas’ Efectos’ No. muertas’ Efectos’ Mortalidad Mortalidad
suelo nominal Rep. Grupal
(mg/kg) (%) (%)
0 (control) A 0/10 10AN 1/10 9AN 10 15

B 1/10 9AN 3/10 7TAN 30

C 1/10 9AN 1/10 9AN 10

D 1/10 9AN 1/10 9AN 10
200 A 1/10 9AN 2/10 8AN 20 25*

B 1/10 9AN 2/10 8AN 20

C 2/10 * 5/10 5AN 50

D 1/10 9AN 1/10 9AN 10

1. Los datos de mortalidad se presentan como el nimero de muertas sobre el niUmero de expuestas.
2. Numero de lombrices que mostraron signos clinicos; AN: apariencia y comportamiento normales.
3. *Diferencia no estadisticamente significativa (p>0,05), cuando se comparan con el grupo control

La prueba de control positiva se realizé al mismo tiempo que la prueba definitiva con la proteina
insecticida CrylAb. El valor de LC50 para las lombrices expuestas a cloroacetamida en el
sustrato artificial de suelo se determiné por probabilidad binomial con interpelacién no lineal en
17 mg a.i./kg suelo seco, con un intervalo de confianza del 95% de 15 a 30 mg a.i./kg suelo
seco. Los resultados son concordantes con aquellos observados en ensayos previos.

Tabla 7. Pesos corporales promedios de lombrices expuestas a la proteina insecticida CrylAb en un
sustrato de suelo artificial.

Pesos corporales individuales (mg)

Concentracion nominal Rep Dia 0 Dia 14 Cambio total
de suelo (mg/kg)
0 (control) A 330 320 -10
B 340 370 +30
C 370 360 -10
D 330 300 -30
200 A 360 360 0
B 360 440 +80
C 380 480 +100
D 320 370 +50

Conclusiones

Se determind que el valor de LC50 del4 dias para lombrices expuestas a la proteina
insecticida CrylAb en un sustrato de suelo artificial fue superior a 200 mg/kg de suelo seco, la
Unica concentracion ensayada. La concentracion en la cual no se observaron efectos fue de
200 mg/kg de suelo seco.
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Collembola

Los colémbolos son insectos que habitan en el suelo y tienen un rol importante en este
ecosistema debido a que se alimentan de material vegetal en descomposicion. Los colémbolos
podrian estar posiblemente expuestos a la proteina Cry1lAb en el tejido del maiz que queda en
el campo luego de la cosecha. El proposito de este ensayo fue determinar si el colémbolo
(Folsomia catiti) podria ser negativamente afectado por la endotoxina CrylAb expresada en las
plantas de maiz.

Métodos

Los colémbolos fueron expuestos a dietas modificadas con tejido vegetal de maiz MON810 que
contiene la proteina CrylAb (sustancia de prueba) y tejido vegetal de maiz MON823 sin la
proteina CrylAb (sustancia control) durante 28 dias. Se ensayaron tres niveles de tratamiento
de cada material vegetal: 50%, 5.0% y 0.5% de material vegetal liofilizado. No se incluyeron
niveles de prueba mayores al 50% de material vegetal liofilizado porque la dieta resultante no
seria Optima para la supervivencia y desarrollo de los colémbolos. Se usé tiodicarb, un
insecticida carbamato, como sustancia de referencia en cinco concentraciones de tratamiento:
10.000 ppm, 1.000 ppm, 100 ppm, 10 ppm y 1 ppm. Se realiz6 un control de ensayo
simultdaneamente en el que se proveyl a los colémbolos levadura de Brewer sin adicionar
ningun material.

La dieta para las concentraciones de los tratamientos con sustancias de referencia, control y de
prueba fueron preparadas mezclando los materiales con levadura de Brewer (comida estandar
para los colémbolos) sobre la base del peso corporal hasta alcanzar las concentraciones
deseadas. Se realizaron cuatro réplicas, cada una consistia en un vaso de prueba con 10 u 11
colémbolos juveniles. Los vasos de prueba con los colémbolos se acomodaron en un disefio en
bloques completamente aleatorizado en oscuridad a 24°C. La humedad relativa en los vasos
con colémbolos fue lo suficientemente alta para permitir el crecimiento y desarrollo normal
aunque el porcentaje real no se midid. La dieta de prueba y el agua se agregaron a cada vaso
de prueba ad limitum cada dos o tres dias. Se evalu6 visualmente la supervivencia luego de 7,
14, 21y 28 dias. En esos dias también se realizaron observaciones adicionales con respecto a
efectos de impedimento de crecimiento, produccion de huevos y eclosion de huevos. Cuando
se observé presencia de huevos en los vasos, ésta fue registrada, al igual que la presencia de
colémbolos inmaduros. Las diferencias entre tratamientos fueron determinadas usando
procedimientos estadisticos paramétricos estandar.

La concentracion estimada de la proteina Cry1Ab en el tejido foliar por técnicas de ELISA fue
de 50,6 ug/g en material liofilizado y de 6,27 ug/g en tejido fresco. La bioactividad de la proteina
CrylAb fue verificada al comienzo del ensayo determinando el efecto de la mayor
concentracion ensayada (50% sustancia de prueba y 50% levadura) sobre el crecimiento y
supervivencia del gusano cogollero del tabaco (Heliothis virescens). La estabilidad de la
sustancia de prueba durante el periodo de exposicion de 28 dias se determind realizando
bioensayos sobre H. virescens con el material de prueba que habia estado congelado durante
los 28 dias de prueba, excepto cuando se lo habia sacado del congelador para alimentar a los
colémbolos.

Resultados

No hubo mortalidad de colémbolos asociada con la exposicion a la sustancia de prueba que
contenia CrylAb (MONB810), con la sustancia control (MON 823), o con el control de ensayo
(Tabla 8). Se observé que el material vegetal desaparecia a través del tiempo en los vasos de
prueba con colémbolos, evidencia indirecta de que los colémbolos ingerian el material que se
les habia presentado en este ensayo. La reproducciéon de los colémbolos no se afectd
significativamente por exposicion a la sustancia de prueba en comparacién con el control
(Tabla 8). La produccién media para ambas sustancias de prueba y control mostr6 una
tendencia mayor que la observada en el control de ensayo, sin embargo la diferencia no fue
significativa.
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Tabla 8. Mortalidad y produccion total de colémbolos luego de 28 dias de exposicion al maiz MON 810,
al maiz control MON 823 y al control del ensayo (100% levaduras).

Tratamiento % en la dieta % mortalidad Total de colémbolos*
MON 810 50,0 0 403 (70)

50 0 430 (75)

0,5 0 376 (23)
MON 823 50,0 0 371 (86)

50 0 408 (63)

0,5 0 390 (116)
Control del 100% 0 337 (43)
ensayo levaduras

* Media y desvio estandar (n=4) del numero total de colémbolos en el recipiente del ensayo al final de la prueba
(incluye adultos y juveniles).

Los datos de progenie se sometieron a la prueba de Barlett para varianza no homogéneay a la
prueba de Shapiro-Wilk para verificar la distribucion normal. Como los datos cumplieron los
requisitos de normalidad y homocedacia, se uso la prueba de Dunnett para evaluar los datos
PROC ANOVA en SAS). La sustancia de referencia, tiodicarb, produjo efectos mesurables
sobre la supervivencia y produccion de los colémbolos (Tabla 9). Todos los colémbolos
expuestos a niveles de tratamiento de 10.000 y 1000 ppm del estdndar tiodicarb murieron
dentro de los 14 dias. En el menor nivel de tiodicarb de 1,0 ppm, no hubo mortalidad. La
produccion total de colémbolos se redujo en todos los niveles de tratamiento de la sustancia de
referencia. La menor concentracién de tiodicarb produjo un 65% de reduccion en la produccion
en comparacion con el control de ensayo. Los resultados de esta prueba confirman que este
ensayo puede detectar los efectos de los cambios en la dieta.

Tabla 9. Mortalidad y produccion total de colémbolos luego de 23 dias de exposicidén a la sustancia de
referencia, tiodicarb, y al control del ensayo (100% levaduras).

Tiodicarb en la dieta (ppm) % Mortalidad* Total de colémbolos**
Tratamiento
Control del ensayo
(100% levaduras) 0 0(0) 337 (43)
Tiodicarb 1 0(0) 117 (27)
10 7,5(15) 65 (2)
100 45(33) 14 (12)
1.000 100(0) 0(0)
10.000 100(0) 0(0)

*Media y desvio estandar (n=4) para la sobrevida de los colémbolos adultos al final del ensayo.
** Media y desvio estandar (n=4) del nimero total de colémbolos en el recipiente del ensayo al final de la prueba
(incluye adultos y juveniles).

Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que, incluso a muy altos niveles de tratamiento, los
colémbolos no fueron afectados por la exposicion crénica a la proteina CrylAb de las plantas.
Luego de la exposicion al material de prueba en su dieta durante 28 dias, no hubo mortalidad ni
reduccion en el nimero de progenie. La dieta de prueba que contiene la proteina CrylAb fue
sometida a un bioensayo al inicio y final del ensayo para verificar su bioactividad y al final del
ensayo tenia aparentemente la mitad de actividad. La dieta se descongelé cuando se removian
las alicuotas para agregar nuevas en los vasos de ensayo. El congelamiento vy
descongelamiento de las muestras produce la degradacion de las proteinas y puede haber
contribuido a la disminucion de la actividad
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Crisopas verdes

Este estudio se realizd para evaluar la potencial toxicidad de la proteina B.t.k. HD-1 para la
crisopa verde (Chrysopa carnea), un predador de insectos benéfico que cominmente se
encuentra en la mayoria de las plantas que son hospedantes de otros insectos.

Métodos

Las larvas de crisopa verde se compraron a un proveedor comercial y al recibirlas se
conservaron a temperatura y humedad ambiente hasta el dia 0 del ensayo. Al inicio del ensayo,
las larvas fueron colocadas en tazas de plastico, de a una larva por taza. La temperatura
ambiente durante el ensayo oscil6 entre 21-25°C con una humedad relativa promedio de 72%.
Hubo 30 larvas para cada tratamiento: control negativo; control de proteina B.t.k. HD-1
atenuada por calor; y proteina B.t.k. HD-1.

Las dietas de prueba fueron preparadas diluyendo una cantidad calculada de proteina HD-1
tripsinizada activa en agua de ésmosis reversa para preparar en solucién de reserva que fue
mezclada con huevos de polilla (Sitotroga sp.) para crear una pasta. La concentracion nominal
de la proteina B.t.k. HD-1 que cubria los huevos de polilla fue de 20 ppm. Dos intentos previos
de preparar polen sustituto como una fuente de alimento que fue remojado en la solucion
acuosa de 20 ppm B.t.k. resultaron fallidos debido a la alta mortalidad en los controles. Las
crisopas aparentemente no se alimentan de polen mojado como sustituto. Las dietas del
ensayo fueron preparadas frescas diariamente y suministradas a las larvas sobre unos bloques
plasticos colocados en las tazas. El grupo control negativo fue alimentado con huevos de polilla
mezclados solamente con agua de ésmosis reversa. El grupo control de proteina fue
alimentado con huevos de polilla cubiertos con 20 ppm de proteina B.t.k. HD-1 atenuada por
calor. Muestras de las dietas de prueba preparadas en el dia 0 y de las restantes dietas de
prueba de alimentacion de larvas y la solucién de reserva fueron congeladas previamente para
analisis.

Las larvas fueron observadas dos veces durante el primer dia del ensayo para analizar
mortalidad y signos de toxicidad y posteriormente una vez por dia. El ensayo finalizo el dia 7
cuando la pupacién en el control negativo excedié el 20%.

Resultados

Al final del ensayo no hubo mortalidad en el control negativo, el control atenuado por calor ni en
el grupo con proteina B.t.k. HD-1 (Tabla 10). EL porcentaje de pupacion en cada grupo al dia 7
fue de 33% (control negativo), 47% (control atenuado por calor) y 87 % (grupo proteina B.t.k.
HD-1). Los andlisis de bioactividad/estabilidad de la sustancia prueba mostraron que la
proteina activa B.t.k. HD-1 en la solucibn de reserva era estable bajo condiciones de
envio/almacenado. La concentracion en la solucion de reserva determinada analiticamente
resultd comparable con la concentracion nominal de 16,7 ppm. Aunque la concentracion
deseada deberia haber sido 20 ppm, por un error de calculo en el procedimiento para cubrir los
huevos de polilla, la concentracion real fue aproximadamente de 16,7 ppm. Se analiz6 la
solucion de reserva del dia 0 en lugar de los huevos de polilla, dado que el bioensayo esta
disefiado para medir niveles de B.t.k. en soluciones acuosas y no como cobertura de huevos
de polilla.
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Tabla 10. Mortalidad acumulada de larvas de crisopas verdes expuestas a la proteina B.t.k HD-1 durante

7 dias (por triplicado)

Apéndice 3 - Toxicidad potencial de la proteina CrylAb para especies no blanco

Mortalidad

Tratamiento Rep. Dia de la prueba acumulada % Mortalidad

1 combinada

o0 00 1 2 3 4 5 6 7

ControlNeg¢ A 0 0O O 0O 0 0 0@1) 0?2 0@ 0/30 0%

B o 0 0O 0O 0 0 0 0 0(3)

C o o0 o 0 O 0 O 0 0(4)
Control A 0 0 O 0O 0 0 0 01 0@ 0/30 0%
atenuado

B o o0 0O 0O O 0 O 0 0(5)

C 0o 0 0O 0O 0 0 0 0 0(5)
Tratamiento A o 0 O O 0 0 0 03) 0(8) 0/30 0%
(16,7ppm)

B 0 0 0 0 0 0 0(2) 0(2) 0(8)

C 0 0 0 0 0 0 0(2) 0(2) 0(10)

1.Cada tratamiento incluy6 a 30 larvas de crisopas verdes.
2.Primera observacion inmediatamente después de la dosis
3.Segunda observacion 30 minutos después de la dosis.

() indica larvas pupas

Conclusiones

No hubo evidencia de que la crisopa verde fuera afectada negativamente cuando se la alimenté
con huevos de polilla cubiertos con una concentracion nominal de 16,7 ppm de proteina B.t.k.
HD-1 durante 7 dias. En las condiciones del bioensayo, la LC50 fue superior a 16,7 ppm de

proteina B.t.k. HD-1. La concentracion a la cual no se observaron efectos fue de 16,7 ppm.
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Glosario

Glosario

ADN-T
Segmento de ADN del plasmido inductor de tumor (Ti) de Agrobacterium tumefaciens que es
transferido dentro del nucleo de las células infectadas, donde se integra en el genoma
hospedador y se transcribe.

Antisentido
Hebra de ADN que es complementaria al ARN mensajero
Bordes izquierdo y derecho

Secuencias repetidas de 25 pb que flanquean los extremos izquierdo y derecho del fragmento
de ADN-T y que actian como una sefial en cis para la maquinaria de transferencia

Concatémeros
Serie de genes unidos covalentemente
EMBL

Laboratorio de Biologia Molecular Europeo (European Molecular Biology Laboratory), que
cuenta con muchos recursos de bioinformética, incluyendo alineamiento de secuencias
aminoacidicas y bases de datos de estructura de proteinas.

http://www.embl-heidelberg.de/Services/index.html

Epigenética

Estudio de los mecanismos que producen efectos fenotipicos a partir de la actividad génica
durante la diferenciacién y el desarrollo.

GenBank

Centro Nacional para la Informacién en Biotecnologia (National Centre for Biotechnology
Information) de Estados Unidos. Cuenta con bases de datos publicas, incluyendo bases de
datos de proteinas. La base de datos de proteinas contiene informacion de las secuencias
traducidas a partir de las regiones codificantes de las secuencias de ADN que se encuentran
depositadas en el GenBank, EMBL y DDBJ, ademas de secuencias de proteinas presentadas a
PIR, SWISSPROT, PRF, Protein Data Bank (PDB) (secuencias de estructuras resueltas).
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi?db=Protein

Integrén

Aquella parte de una construccidn genética que se integra en el genoma receptor.
Isogénico

Grupo de lineas que son genéticamente idénticas

Metilacién de citosinas

Unidn de un grupo metilo a residuos de citosinas en el ADN de los eucariontes y que resulta en
la formacion de 5-metilcitosina

Numero de copias
Numero de copias de un transgén que se integraron en el genoma del organismo receptor
Péptido sefial de transito al cloroplasto

Péptido de transito que, al estar fusionado a una proteina, actia transportando dicha proteina
al cloroplasto en una célula vegetal.

PIR

Base de datos internacional de secuencias proteicas (International Protein Sequence Database
de Protein Information Resource) que contiene informacion acerca de todas las proteinas que
se encuentran en la naturaleza y cuya estructura primaria se conoce.

http://www-nbrf.georgetown.edu/pirwww/dbinfo/pirpsd.html
Poliadenilacion

Adicién de una secuencia de multiples adeninas (poliA) en el extremo 3’ de un ARNm eucariota
luego de la transcripcion.

Potenciador (enhancer)
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Glosario

Secuencia de ADN que actia en cis y que incrementa la utilizacién de algunos promotores
eucariontes, y que puede funcionar en cualquier orientacién y localizacion (secuencia arriba o
secuencia abajo) con respecto al promotor.

Promotor

Secuencia de ADN que se encuentra al principio de un gen y que controla su expresion. Los
promotores son necesarios para que la ARN polimerasa se una e inicie la transcripcion.
Secuencia del vector plasmidico

Secuencia de ADN plasmidico que se encuentra por fuera de un marco de lectura abierto y que
no se traduce a proteina.

SwissProt

Base de datos de secuencias proteicas anotadas, establecida en 1986 y mantenida en
colaboracién por el Swiss Institute for Bioinformatics (SIB) y el European Bioinformatics Institute
(EBI). http://www.ebi.ac.uk/swissprot/

Tocoferoles

Cualquiera de los alcoholes que constituyen la vitamina E de la dieta. Se los encuentra en
alimentos tales como el aceite de germen de trigo, el aceite de semilla de algodon, la lechuga,
la espinaca y la yema de huevo.
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