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VI. CAPITULO 1

Bioseguridad y Regulacion de
Organismos Vegetales
Genéticamente Modificados
(OVGM)

Clara Rubinstein

Criterios Cientificos para la Evaluacion
de la Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados.

La plasticidad intrinseca de los genomas
vegetales les confiere una alta adaptabi-
lidad a las plantas, y es fuente de un alto
potencial de variabilidad genética. Las tec-
nologias de mejoramiento de variedades
tradicionalmente utilizadas trabajan sobre
esta base, e introducen diferentes tipos de
modificaciones genéticas, que actualmente
estan siendo identificadas y caracterizadas
en detalle.

Las tecnologias de ADN recombinante
se han sumado a las de mejoramiento con-
vencional durante los ultimos 30 afios. Sin
embrago, presentan caracteristicas propias
que se han considerado lo suficientemen-
te novedosas a nivel de las organizaciones
internacionales que han recomendado su
regulacion. Las caracteristicas de un orga-
nismo vegetal genéticamente modificado
(OVGM) son estudiadas y evaluadas desde
las etapas mas tempranas de su desarrollo
desde el punto de vista de su bioseguridad.
Para ello, se utiliza un Enfoque Comparati-
vo, descripto por primera vez en el contexto
de los OVGM, en un documento de la OECD
(Organizacioén para la Cooperacién y el De-
sarrollo Econémico) de 1993. Este enfoque,
asi como los criterios cientificos utilizados
para su implementaciéon, son presentados
en este capitulo, con énfasis en la inocuidad
para el consumo

Alo largo de la historia, los mejoradores han
apelado a todo tipo de tecnologias para generar
diversidad genética, de la cual poder seleccio-
nar aquellas caracteristicas deseadas. En los
capitulos y secciones anteriores se han des-

cripto las mas recientes, que se suman a otras,
utilizadas durante siglos con el mismo fin.

La aplicacion de las técnicas de ADN re-
combinante al mejoramiento vegetal en la
década de 1980, sin embargo, marcan un
punto de inflexion, dada las preocupaciones
que ham generado en diferentes ambitos y
posteriormente, también debido a su impac-
to en la percepcidn publica, en especial en la
Unién Europea.

El National Research Council de los EEUU,
publicé en 1989 un informe en el cual analiza
las diferencias entre el mejoramiento tradicio-
nal y las nuevas biotecnologias para la modifi-
cacion genética de plantas y microorganismos.
En este informe, se incluye a las tecnologias
de ADN recombinante como parte integran-
te de la secuencia de los avances del cono-
cimiento y de la tecnologia cientifica, a lo
largo de 10.000 afios de desarrollo humano.
(NRC, 1989, ver Fig 1). También concluyen en
que “Las mismas leyes fisicas y biolégicas go-
biernan la respuesta de los organismos modifi-
cados por los modernos métodos moleculares
y celulares y aquellos producidos por métodos
clasicos”

Al mismo tiempo, organismos internaciona-
les como FAO y OMS (la Organizacion para
la Alimentacion y la Agricultura y la Organiza-
cion Mundial de la Salud, respectivamente), se
han ocupado de la bioseguridad de las nue-
vas tecnologias aplicadas a la produccién de

A Genética molecular
Transiormacion de genes
Manejo de datos
computarizados
Rescale de embriones

Cultivo de células y tejicos
(Fusidn y variacién somaclonsl]

Cruzamientos amplics
Mutacion inducida
Genética cuantitativa
Geneética mendeliana
Hibridacion
Seleccidn /"
|

10,000A.C. JV Presente
Tiempo (afios)

Poder de
modificacion
genetica

Figura 1. Aumento en la capacidad de modificacién
genética a través del tiempo

Fuente: Informe de Expertos del IFT (2000), adap-
tado de NRC, 1989
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alimentos. Asimismo, el Codex Alimentarius
(FAO-OMS) ha desarrollado recomendaciones
generales para la evaluacion de la inocuidad.

Como se mencioné anteriormente, todas
las especies mejoradas por el hombre, son de
un modo u otro, “genéticamente modificadas”.
A pesar de esto, la aplicacion de las técnicas
de ingenieria genética a la produccion de ali-
mentos ha sido considerada lo suficientemente
nueva y diferente, como para justificar el con-
trol de su desarrollo e implementacion.

Esto tiene sus antecedentes en las primeras
etapas del desarrollo de la ingenieria genética,
en los afios 70. En 1974 y 1975, los Institutos
Nacionales de Salud de los EEUU (NIH) convo-
can a las Conferencias de Asilomar (Califor-
nia); este fue el primer paso para la creacion de
politicas para el control de la seguridad de or-
ganismos recombinantes. Desde alli, y en todo
el mundo, han evolucionado estas politicas y
las regulaciones que controlan el desarrollo de
nuevos organismos y sus productos mediante
técnicas de ADN recombinante.

Estas regulaciones, se basan en criterios
cientificos y también empiricos, en particular,
en lo que hace a la seguridad de los alimentos.
Aunque los alimentos tradicionalmente dispo-
nibles en las diferentes culturas se aceptan
como seguros, se sabe que algunos pueden
ser téxicos, segun la parte de la planta que se
consuma (por ejemplo el tallo se puede consu-
mir, pero no asi las hojas o las raices) o el es-
tadio de su desarrollo (papas verdes). También
hay alimentos de origen vegetal que deben ser
cocinados para ser seguros (por ej. legumbres),
asi como sabemos que hay grupos de alimen-
tos que pueden provocar alergias en individuos
sensibles (mani, leche, nueces, huevo, soja).

En 1986 la OECD (Organizacion para el
Desarrollo y la Cooperacion Econdmica) con-
voca a reuniones de expertos que reunen sus
recomendaciones en el llamado “Blue Book”.
Mas adelante, en 1993, OECD resumi6 estos
conceptos: “La seguridad de los alimentos para
consumo humano se basa en que debe existir
una certeza razonable de que no resultara
dano alguno del uso debido bajo las condicio-
nes de consumo anticipadas. Histéricamente,
los alimentos preparados y utilizados bajo las
condiciones tradicionales han sido considera-

dos seguros , por su historia de uso y expe-
riencia, aun cuando pudieran contener toxicos
naturales o anti-nutrientes . En principio, los
alimentos se han considerado seguros, a me-
nos que un peligro significativo se haya podido
identificar”

En este capitulo, se intentara dar un pano-
rama de los criterios cientificos que se utilizan
internacionalmente para evaluar la seguridad
de los cultivos transgénicos, también llamados
genéricamente OGM (Organismos Genética-
mente Modificados).

1. El analisis de riesgos y la identificacion

del peligro

Se ha establecido que el analisis de riesgos,
consta de tres etapas fundamentales:

La identificacion del peligro : es la identi-
ficaciéon y cuantificacion de un efecto adverso,
en general a partir de ensayos experimentales,
por ejemplo de tipo toxicolégico, en modelos
animales.

Valoracion de la exposicién: estimar cuan-
to, con qué frecuenciay durante cuanto tiempo
se esta expuesto a dicho peligro.

Caracterizacion del riesgo: es la estima-
cion que surge de evaluar el peligro en funcion
de la exposicion y evaluar diferentes escena-
rios de exposicion maxima, para establecer
qué grado de exposicion es aceptable en cuan-
to a la seguridad.

Este proceso se aplica a casos muy diferen-
tes, y existe amplia experiencia en su aplica-
cion a la evaluacion de riesgos para aditivos
alimentarios, agroquimicos y compuestos es-
pecificos en general. En esos casos, es rela-
tivamente simple someter cantidades exac-
tas y conocidas de un compuesto a ensayos
toxicoldgicos clasicos en modelos animales, o
evaluaciones de residuos en alimentos, aguas,
suelos, etc. De esta forma, se establecen pa-
rametros como el NOAEL (por No Adverse
Effect Level), que es el nivel de exposicion
en el que no se observan efectos adversos.
Este da una medida de la peligrosidad del com-
puesto: cuanto mayor el NOAEL, menor el
potencial téxico del compuesto. Basandose
en el NOAEL, es posible estimar un nivel de
exposicion seguro, que define el ADI (dosis
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diaria aceptable, expresada por kg de peso
corporal) y que dependiendo del tipo de sus-
tancia y otras variables, suele estar unas 100
veces por encima del NOAEL. Este factor de
multiplicacién se conoce como margen de se-
guridad para la exposicion.

Sin embargo, estos principios no son tan
directamente aplicables al analisis de riesgos
para OVGMs o sus derivados de uso alimenta-
rio, ya que constituyen mezclas complejas, que
contienen miles de compuestos, macro y micro
nutrientes, toxicos naturales(compuestos toxi-
cos que estan naturalmente presentes en la
especie), antinutrientes (compuestos que inhi-
ben la absorcién o biodisponibilidad de algunos
nutrientes), metabolitos secundarios, etc.

Por lo tanto, la evaluacion de estos cultivos
es mas una evaluacién de seguridad o ino-
cuidad mas que un analisis de riesgos “clasi-
c0”, ya que hasta ahora no se han determinado
peligros cuantificables en los OGMs estudia-
dos. De hecho, en la practica, en caso de iden-
tificarse efectos adversos, estos cultivos no se
autorizarian para su salida al mercado.

Por todo lo anterior, se ha desarrollado para
los OGMs un enfoque que ha sido utilizado
para otros casos de alimentos y que se basa
en la comparacion del nuevo alimento o
cultivo con el tradicionalmente utilizado y
considerado seguro. Este enfoque se ha de-
sarrollado consensuadamente con la colabora-
cion de diferentes organismos internacionales
(OECD, FAO ,OMS, International Life Sciences
Institute o ILSI) que periédicamente convocan
a paneles de expertos que revisan y actualizan
las recomendaciones de acuerdo a los avan-
ces tecnoldgicos y el estado del conocimiento.

2. El Enfoque Comparativo y la

Equivalencia Sustancial

En 1993 la OECD formuld el concepto de
Equivalencia Sustancial. Este concepto no
constituye en si la evaluacion de inocuidad,
aunque es un elemento clave de referencia,
y una conclusion posible a la que lleva el
analisis comparativo. Este enfoque no hace
otra cosa que tomar como referencia los culti-
vos o alimentos conocidos y aceptados como
seguros y compararlos con sus versiones me-
joradas mediante ingenieria genética.

Es oportuno aclarar que estas técnicas no en
todos los casos van a tener como resultado la
expresion de un transgén, sino que hay otras
estrategias experimentales - silenciamiento
mediado por RNA de interferencia o anulacién
de la actividad de un gen por “knock out” - que
si bien involucran manipulacion in vitro y trans-
formacion, no resultan en la adicion de un gen
y/o una proteina nuevos.

La base de esta estrategia para estable-
cer inocuidad de nuevos alimentos es la
historia de uso seguro del cultivo parental
(es decir aquel que es la base de la modifi-
cacion) .

-Qué se compara y por qué

Es claro que toda modificacion tiene un ob-
jetivo, ya sea obtener una mejora de tipo agro-
noémica como resistencia a plagas o enferme-
dades, una mejora nutricional o de calidad o
bien la sintesis de un producto en particular,
desde un farmaco hasta biocombustibles, pa-
sando por vacunas comestibles. Es decir, que
la modificaciéon tiene efectos intencionales
medibles, que se traducen en una caracteris-
tica fenotipica dada.

Por otro lado, es posible que se produzcan
efectos no intencionales de la modificacion,
que pueden o no tener un impacto negativo en
la seguridad de la planta modificada, pero que
es pertinente estimar. Y es aqui donde el anali-
sis comparativo tiene un papel relevante.

Los impactos no deseados de la introduccion
de un gen o secuencia en el genoma de una
planta, comprenden diferentes aspectos que
son examinados durante el proceso de evalua-
cion:

» Toxicidad o alergenicidad de la(s) protei-

nas expresadas

* Influencia de los productos de expresién
sobre el metabolismo de la planta, que
lleve a cambios en el valor nutricional o
la concentraciéon de téxicos o alérgenos
naturales.

* Insercién no intencional en otros genes
(“knock out” no intencional) que sean
esenciales o activacion de otros, que no
se expresen normalmente.

» Efectos pleiotrépicos de los genes inser-
tados (efectos sobre la actividad de otros
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genes o0 vias metabdlicas, que se mani-
fiesten a diferentes niveles en el fenotipo
de la planta).

Es importante tener en cuenta que estos
efectos también pueden producirse durante el
mejoramiento convencional (definido como el
que no utiliza ingenieria genética), si bien los
cultivos mejorados mediante tecnologias no
recombinantes no se someten por el momen-
to, a este tipo de evaluacién, con la excepcion
de Canada, que si regula algunos casos espe-
ciales. La normativa canadiense, evalua aque-
llas variedades con rasgos suficientemente
novedosos, independientemente del proceso
utilizado para su obtencién, si bien menciona
particularmente ciertas metodologias de mejo-
ramiento, como la mutagénesis acelerada (in-
ducida por agentes quimicos o irradiacion) o la
fusion celular.

Como veremos en detalle a continuacion,
el proceso evaluativo recorre una serie de
pasos que se basan en evidencia experi-
mental, y que van llevando a conclusiones que
permiten tomar decisiones respecto de la ino-
cuidad del OGM en cuestion (Ver Figura 3).

Las evaluaciones de seguridad, entonces,
se concentran:

1. en la caracteristica introducida: para
ello, se caracteriza completamente el
gen insertado en el cultivo GM y se eva-
lua la seguridad de la/s proteina/s resul-
tantes. Si bien esta evaluacién la deben
realizar los obtentores previamente a la
transformacion , ya que no sera aproba-
do un cultivo que pueda presentar algun
problema toxicolégico o de alergenici-
dad, las agencias regulatorias encarga-
das del control de estos productos efec-
tuan un exhaustivo analisis de seguridad
de los genes insertados y sus productos
de expresion.

2. en el cultivo o alimento como un todo:
sobre el cultivo GM, se analizan los ras-
gos fenotipicos / agrondmicos y la com-
posiciéon y se los compara con los de sus
contrapartes no-GM o convencionales.
Las diferencias encontradas, ya sean
intencionales o no, se convierten en el
centro de ulteriores evaluaciones de se-
guridad. El objetivo de estas evaluacio-

nes es demostrar que el cultivo o alimen-
to GM es "tan seguro como" el alimento
tradicional conocido (Figura 2).

La evaluacion de inocuidad de las proteinas
de nueva expresién, asi como del alimento
completo, se fundamenta en lo que se denomi-
na el “Peso de la Evidencia”. Este concepto
se basa en el hecho de que no existe un solo
estudio o ensayo que pueda establecer la ino-
cuidad. Por ejemplo, en el caso del potencial
alergénico de una proteina, no es posible hoy
contar con modelos que predigan adecuada-
mente la alergenicidad en humanos. Dado que
existe una serie de parametros fisicoquimicos
que son compartidos por los alérgenos pro-
teicos conocidos (que son un grupo reducido
de proteinas de origen animal y vegetal), és-
tos pueden ser utilizados para estimar la po-
sible alergenicidad de la proteina introducida.
Por ejemplo, la resistencia a la digestion,
la prevalencia en el alimento (normalmente,
los alérgenos proteicos son mayoritarios en
la composicion final) y la similitud con otras
proteinas alergénicas, son algunos de estos
parametros. En efecto, se realizan analisis
bioinformaticos que comparan la secuencia
de los productos de expresion presentes en
los OGMSs, contra bases de datos de todos los
alérgenos conocidos.

En el caso de cultivos con actividad alergéni-
ca conocida (como la soja) es posible compa-
rar los patrones de proteinas del suero de pa-
cientes sensibles, que se unen a inmuglobulina
E (la responsable de las reacciones alérgicas
severas) en analisis de Western sobre geles bi-
dimensionales, para determinar si hay nuevas
proteinas o si el patron enddgeno se ha visto
alterado por la modificacion .

Como ya se dijo, aun no se cuenta con mo-
delos animales que se encuentren lo suficien-
temente desarrollados para ser validados a
nivel internacional en cuanto a su capacidad
predictiva de alergenicidad, pero numerosos
organismos e instituciones internacionales se
encuentran trabajando en ello.

b) En base a los 50 anos de experiencia ga-
nada en mejoramiento tradicional (breeding),
y evaluacién de seguridad de otros productos
como medicamentos, alimentos, y quimicos,
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las agencias internacionales recomiendan
comparar los siguientes parametros de los
OGMs respecto de contrapartes convenciona-
les, para poder contar con suficiente informa-
cion que permita arribar a una certeza razona-
ble de inocuidad :

-Parametros fenotipicos: estos son mas
relevantes para la evaluacion agronémica del
nuevo cultivo. La caracterizacion fenotipica
/ agronémica del cultivo GM se hace tempra-
namente durante el proceso de seleccién. Los
puntos evaluados ( por ej. morfologia, rendi-
miento) son muy sensibles a los cambios gené-
ticos y a las perturbaciones desfavorables en el
metabolismo, por lo tanto son buenos indicado-
res de equivalencias entre el cultivo modificado
y su contraparte tradicional.

Se observan y miden cuidadosamente las
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas, y re-
productivas, la resistencia o susceptibilidad a
plagas y enfermedades, e incluso caracteristi-
cas como perfume o sabor de los frutos. Este
proceso, que dirige la seleccion de aquellas
plantas transformadas (o0 “eventos”) que ten-
gan las caracteristicas deseadas, es critico
para eliminar efectos no intencionales.

-Composicion Quimica: esta es la evalua-
cion en la que se fundamenta gran parte del
analisis comparativo. Se realiza la determina-
cion analitica de la composicion en diferentes
tejidos de la planta, sobre muestras de ensa-
yos a campo controlados, realizados en am-
bientes representativos de aquellos donde ese
cultivo va a ser sembrado, a lo largo de varias

EL ENFOQUE COMPARATIVO
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Figura 2. Esquema general del enfoque comparativo
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campafnas de produccion (anos). Se determi-
na la composicion de macro y micronutrien-
tes (proteinas, grasas, hidratos de carbono,
aminoacidos y acidos grasos, vitaminas, etc),
minerales, téxicos naturales y compuestos
bioactivos y/o metabolitos secundarios,
dependiendo del cultivo. Por ejemplo, se miden
niveles de fitoestrégenos y antinutrientes (inhi-
bidores de tripsina, lectinas) en soja, glucosino-
latos en colza, cumarinas en apio y solaninas
en papa. Tambien se pueden medir alérgenos
en soja (glicinina), beta carotenos en zapallo, y
gosipol en algodoén . La OECD ha publicado re-
cientemente recomendaciones que especifican
qué componentes es mas apropiado analizar
para cada cultivo en particular.

A parte de la comparaciéon en componen-
tes especificos, se realizan generalmente,
ensayos de aptitud nutricional en modelos
animales. Estos, apuntan a detectar cualquier
efecto no intencional de la modificacion que
pudiera haber afectado el valor nutricional
del alimento o su inocuidad. Es comun que se
utilicen ensayos de alimentacién de duracion
variable (entre 42 y 120 dias) dependiendo
del modelo elegido. Uno de los mas utilizados
y sensibles, es el de pollos parrilleros, ya que
pasan de pesar 35 gramos a mas de 2 kg en
42 dias. Este crecimiento rapido, hace que se
puedan detectar pequenas deficiencias nutri-
cionales del alimento.

Mientras que la evaluaciéon de seguridad
de las proteinas introducidas se lleva a
cabo con la proteina (s) purificadas y gene-
ralmente sintetizadas en modelos bacteria-
nos (por la cantidad que se necesita para
los ensayos toxicolégicos), los estudios
de alimentacion se realizan con el alimento
completo, por ejemplo, grano o forraje en el
caso de maiz, harinas de soja tostadas, o se-
milla de algodén como suplementacion de la
dieta . (Ver Tabla 2).

Segun los resultados de todos los puntos
analizados, es posible clasificar al cultivo o ali-
mento GM en una de estas tres categorias
posibles (FAO/OMS/OECD):

* El producto GM es sustancialmente
equivalente a la contraparte tradicional,
no existiendo diferencias significativas.
Esta situacién se da principalmente en

productos altamente refinados. El aceite
o la fructosa derivados de maiz GM, son
totalmente equivalentes a los derivados
de maiz convencional.

* El cultivo o alimento GM es sustancial-
mente equivalente a su contraparte
tradicional con la excepcion de dife-
rencias claramente definidas (presen-
cia de la/s proteinas introducidas y/o
diferencias bien caracterizadas en otros
elementos individuales). Dentro de esta
categoria caen la mayoria de los culti-
VoS que expresan un rasgo unico, tal
como la resistencia a herbicidas o la
proteccioén contra insectos, y algunos
con mejoras nutricionales o de cali-
dad. Para demostrar que los cultivos o
alimentos GM son "tan seguros como" su
contraparte tradicional, se debe mostrar
que cada diferencia encontrada no tiene
consecuencias toxicologicas ni nutricio-
nales. Esta evaluacion se lleva a cabo
caso por caso, y segun se considere
necesario, pueden conducirse ensayos
de toxicidad o estudios de alimentacion
en animales grandes con el cultivo en-
tero.

* El cultivo o alimento GM no es sustan-
cialmente equivalente a su contraparte
tradicional o no existe un cultivo equiva-
lente con el cual compararlo. Ejemplo de
esto serian cultivos con ciertos rasgos
combinados o cultivos con valor nu-
tritivo aumentado que contienen nue-
vas vias metabodlicas o modifican las
enddégenas. La evaluacion de seguridad
se va a enfocar en las caracteristicas de
los nuevos productos expresados. En
cada caso en particular se determinara el
programa de estudios que corresponda .

Actualmente, todos los cultivos modifica-

dos y sus productos alimentarios derivados
presentes en el mercado han sido analizados
en profundidad para evaluar su seguridad, de-
mostrandose que son sustancialmente equiva-
lentes, con la excepcion de la/s proteinas intro-
ducidas y son tan seguros como su contraparte
tradicional.

En la Tabla 1, se resume como ejemplo, el

tipo de componentes analizados en diferentes
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Tabla 1. componentes analizados en semillas enteras de soja y en varias fracciones de soja procesada
(Tomado del Cuadernillo Técnico No1, Seguridad de la Soja RR tolerante a Glifosato (Monsanto Agricultura

Espafia, 2001)

Soja entera

Analisis de macronutrientes
Composicion de aminoacidos
Composicion de acidos grasos
Inhibidor de tripsina

Lectinas

Fitoestrégenos

Actividad ureasa

Composicién fosfolipidica

Harina tostada

Analisis de macronutrientes
Inhibidor de tripsina
Lectinas

Fitoestrogenos

Actividad ureasa
Estaquiosa, rafinosa

Fitato

Solubilidad del nitrégeno

Harina desgrasada

Analisis de macronutrientes
Inhibidor de tripsina
Actividad ureasa

Aislado de proteinas

Andlisis de macronutrientes

Concentrado de proteinas

Andlisis de macronutrientes

Aceite refinado, blanqueado y desodorizado

Composicion de acidos grasos

fracciones, para la evaluacién de seguridad
alimentaria para el evento de soja GM 40-3-2,
tolerante a glifosato (ver Parte VIII, capitulo 6).
En la Tabla 2 se listan los diferentes modelos
animales utilizados para la evaluacién de apti-
tud nutricional de OGMs y los parametros que
se analizan en cada caso.

a: los cultivos GM estudiados presentan tole-
rancia a insectos (“Bt”) o a herbicidas (glifosa-
to, glufosinato)

b: en la mayor parte de los ensayos también
se efectuaron analisis de deteccion del ADN o
de las proteinas introducidas, en leche, hue-
vos, musculos, higado, sangre o heces, con
resultados negativos en todos ellos.

3. Evaluacién de Impacto Ambiental
La evaluacion del impacto ambiental de nue-
vos cultivos GM es una parte fundamental de

su proceso de aprobacion y control. Esta eva-
luacién debe basarse en hipotesis de riesgo, y
considerar el contexto de las tecnologias que
se utilizan con el mismo fin y de tecnologias
alternativas, en caso de existir.

En los Capitulos 2 y 3 de esta seccidn, se
desarrolla este aspecto en mayor detalle, por
lo que se enunciaran los principales temas en
los que se enfoca la evaluacién que se reali-
za antes de la introduccion de un OGM en los
agroecosistemas:

Capacidad de convertirse en maleza: en
caso de que la planta GM tuviera caracteristi-
cas que la hicieran mas resistente a las con-
diciones ambientales, o tuviera mayor poder
reproductivo que su contraparte convencional.

Posible impacto en especies benéficas o
sobre la flora o fauna circundante: es evaluado
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Tabla 2. Ensayos de alimentacién con OGMs en modelos animales (adaptado de Kuiper et al, 2001, Faust
and Glenn, 2002)

Cultivo GM? / fraccién
Maiz/grano
Soja/alimento tostado.

Modelo Animal
Pollos parrilleros
Gallinas ponedoras

Parametros analizadosb
Ganancia de peso, observaciones
clinicas, ingesta, cal idad de carne,

produccion y calidad de huevos,
digestibilidad

Maiz/ silaje/ forraje/ grano
Soja/alimento tostado.

Vacas (ganado de carne)

Ganancia de peso, ingesta,
observaciones clinicas, produccion

Soja cruda y calidad de carne, grasa
abdominal.
M aiz/grano Cerdos Ganancia de peso, ingesta,

Soja/alimento tostado.

observaciones clinicas, calidad de
carne, contenido graso.

Algodon/ semilla
Maiz/grano
Soja/alimento tostado.

Vacas lecheras

Ganancia de peso, ingesta,
observaciones clinicas, pH
ruminal, produccién, calidad y
composicion de la leche,
caracteristicas para produccion de
queso.

Maiz/grano Ovejas

Digestibilidad

el impacto que el cultivo podria tener en espe-
cies propias del agroecosistema. Por ejemplo,
efectos sobre especies que no son el blanco de
su actividad en el caso de cultivos GM protegi-
dos de insectos .

Mayor capacidad de cruzarse con plantas
de su entorno que la contraparte convencio-
nal. Incluso en caso de ser idéntica, se eva-
lba cuales serian las consecuencias de dichos
cruzamientos (debido al llamado flujo génico
mediado por polen).

El flujo genético entre poblaciones es un
fendmeno natural, responsable de una gran
diversidad genética. Para estimar qué peso
puede tener un rasgo nuevo introducido por
ingenieria genética en el flujo génico gene-
ral, es importante tener en cuenta qué efec-
to en particular producira ese gen si se es-
tablece en otra poblacién. Todo esto se exa-
mina en funcién de la existencia de parientes
silvestres de ese cultivo en la zona donde se lo
quiere introducir. Por ejemplo, en el caso de la
soja o el maiz, no existen parientes silvestres
en Argentina, pero si en México (en el caso de
maiz) y en China (en el caso de la soja).

Todos estos puntos son analizados, del mis-
mo modo que la inocuidad alimentaria, caso
por caso. También se estima el cambio que
podria provocar en el manejo agronémico, la
introduccion de un dado cultivo GM .

El objetivo de las evaluaciones de riesgo am-
biental, es identificar impactos en el ambiente
(negativos o positivos), cuantificarlos y propor-
cionar elementos para aquellos que deben ma-
nejar y minimizar estos riesgos, siempre en el
contexto de la practica agronémica corriente y
de las tecnologias alternativas disponibles (por
ejemplo, cultivos “Bt”, evaluados en relacion
con las aplicaciones tradicionales de insectici-
das quimicos, y en el contexto del Manejo In-
tegrado de Plagas, como una herramienta mas
de control bioldgico).

4. Nuevas tecnologias potencialmente

aplicables a la evaluaciéon de la

bioseguridad

Los avances en la tecnologia cientifica de los
ultimos afios han transformado profundamente
la forma en la que se hace ciencia y se obtie-
ne informacién de los sistemas bioldgicos. La
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enorme capacidad de secuenciacion en combi-
nacion con la bioinformatica, han potenciado la
identificacién y caracterizaciéon de genes (Ge-
némica) y el estudio de su funcion (Gendmica
Funcional).

Otras tecnologias derivadas de las prime-
ras y en constante evolucion, se ocupan del
estudio del Transcriptoma, el Proteoma, el
Metaboloma, que abarcan todos los transcrip-
tos, proteinas o metabolitos de una especie ,
respectivamente. Hoy se habla de las tecnolo-
gias “6micas” en referencia global a este tipo
de aproximacion.

Paralelamente, estas tecnologias permiten
el desarrollo de nuevos campos de la ciencia,
como la Farmacogendmica, la Toxicogendmica
y la Nutrigendmica, que son versiones “Omi-
cas” de las especialidades tradicionales que
abordan el mismo problema.

Estas tecnologias hoy se encuentran en
una etapa inicial de generacién de enormes
cantidades de datos; sin embargo, el potencial
que presentan a corto y mediano plazo para el
descubrimiento y la comprension de procesos
bioldgicos, no tiene precedentes.

Sin embargo, en el campo del analisis de
riesgo, especialmente en los aspectos toxicolo-
gico y nutricional, aunque seria valioso contar
con tecnologias que permitan determinar los
perfiles bioquimicos de OGMs y sus con-
trapartes convencionales (profiling), por el
momento no es posible establecer metodolo-
gias validadas que permitan aplicar esta in-
formacion al analisis. El problema es que, al
penetrar en niveles de resolucion tan altos, se
encuentran una serie de cambios que incluso
son evidentes entre individuos del mismo grupo
(por ejemplo, individuos de la misma variedad
no GM ) en niveles mayores a los que se en-
cuentran entre un OVGM y su control, debido
a la variabilidad natural. Esta variabilidad, hace
muy dificil poder interpretar de manera clara
muchos de los resultados que se obtienen, y
su significaciéon biolégica real, para poder sa-
car conclusiones en cuanto a su relevancia en
la bioseguridad.

Sin embargo, a medida que se avanza en
el conocimiento de los sistemas biolégicos,
sera posible aplicar nuevas tecnologias a la
evaluacién de la seguridad alimentaria, no
s6lo de OGMs, sino de cualquier alimento.

Conclusion

El objetivo del analisis de riesgos para or-
ganismos y/o alimentos derivados del uso
de la ingenieria genética (GM), es estimar
el impacto que los efectos intencionales y
los no intencionales de la modificacion, pu-
dieran tener sobre la inocuidad del alimento
o del organismo GM, o sobre su impacto
ambiental.

El enfoque utilizado para aplicar este
proceso (el enfoque comparativo), ha sido
consensuado a partir de consultas y discu-
siones a nivel internacional, y se basa en
la comparaciéon de parametros como com-
posicién, téxicos naturales o aptitud nutri-
cional, con la contraparte convencional que
tiene historia de uso seguro y es aceptado
como alimento inocuo (OECD, 2000).
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PARTE VI. CAPITULO 2

Bioseguridad

Moisés Burachik

Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados -
Marcos Regulatorios

Panorama Internacional

Desde 1986, algunos paises como Japon,
por ejemplo, se han ocupado de elaborar y
desarrollar regulaciones para controlar la
entrada en el mercado de productos deriva-
dos del uso de técnicas de ADN recombinan-
te. En ese momento el foco estaba puesto
en los ingredientes o aditivos alimentarios
producidos por microorganismos recom-
binantes, pero a medida que la tecnologia
avanzaba y se aplicaba a otros organismos,
estas reglamentaciones se vieron extendidas
a plantas y animales modificados.

Numerosos paises en los cinco continen-
tes, tienen en este momento un marco regu-
latorio disponible para la evaluacion y apro-
bacion de OGMs antes de su entrada en el
mercado.

Entre los primeros paises que han desa-
rrollado estos procesos, se encuentran los
paises europeos, siendo la Comision Euro-
pea, el érgano de evaluacion y control de la
Unién Europea. En los Estados Unidos, di-
ferentes agencias estan involucradas en es-
tas evaluaciones: la Agencia de Alimentos y
Drogas (FDA), la Agencia para la Proteccién
del Medio Ambiente (EPA) y el Departamento
de Agricultura (USDA). Canada y Australia-
Nueva Zelanda, han establecido sus siste-
mas regulatorios mas recientemente (a partir
de 1993).

En cuanto a América Latina, Argentina
fue el pais pionero en esta materia, con la
creacion de CONABIA en 1991, en el ambi-
to de la Secretaria de Agricultura, Ganade-
ria, Pesca y Alimentacion . Otros paises de
la region han comenzado desde entonces a

establecer sistemas para la evaluacion de
la bioseguridad de OGMs. Colombia, Chile,
Brasil, Uruguay, Paraguay y Peru, por ejem-
plo, poseen comisiones técnicas evaluado-
ras, y en algunos de estos paises ya se han
aprobado la comercializacién y el cultivo de
variedades GM. Estos sistemas estan siendo
establecidos en muchos otros paises, espe-
cialmente apuntando a la implementacion del
Protocolo de Bioseguridad, también cono-
cido como Protocolo de Cartagena, vigente
desde Septiembre de 2003. Este protocolo,
firmado en el aino 2000 por mas de 130 es-
tados, regulara los movimientos transfron-
terizos de OGMs vivos o0 OVGMs , con el
objeto de asegurar un nivel adecuado de bio-
seguridad en el comercio internacional y la
conservacion de la biodiversidad . Para una
actualizacion sobre marcos regulatorios en
America Latina, ver el listado de sitios reco-
mendados.

Cuales son los riesgos?

Uno de los problemas inherentes a la con-
cepcién de un marco regulatorio para los en-
sayos de campo de plantas GM es el de la
identificacion de los riesgos que deben con-
siderarse. Esta identificacién depende de las
opciones que se acepten de un conjunto de
posibilidades y de los valores a proteger. Es-
tos valores deben ser establecidos por cada
pais, con el aporte de la Sociedad ( cien-
tificos, funcionarios, politicos, empresarios ,
publico en general). Esto es, deben compa-
tibilizarse criterios sobre lo que se consi-
deran riesgos aceptables, en un marco de
intereses muy variados.

Por otra parte, si bien la identificacion de
los riesgos se basara en conocimiento cien-
tifico disponible ahora, existira siempre un
componente de extrapolacion (si bien plau-
sible) cuando se estimen efectos adversos
“potenciales”, que es la materia misma vy el
objetivo del analisis de riesgos.

No obstante estas limitaciones, la evalua-
cion de efectos potenciales de una entidad y
sus implicaciones, para verificar y estimar la
posibilidad de ocurrencia de un efecto adver-
S0 y caracterizar la naturaleza de tal efecto,
es definible como una actividad cientifica,

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal II 583



como la ha declarado la Academia de Cien-
cias de los EEUU.

La Formulacion del Problema

En la actualidad, se discute la aplicaciéon
de la denominada Formulaciéon del Proble-
ma, a la evaluacion de seguridad ambiental
de OGMs. Este proceso, es el primer paso
en la ERA (Evaluacién de Riesgo Ambiental)
y permite establecer un Marco Conceptual,
en el que se consideran los objetivos, el al-
cance, los objetivos de estudio y las meto-
dologias a aplicar, para llegar a plantear un
problema explicitamente definido y la aproxi-
macion para su analisis.

La consistencia y la utilidad de la ERA para
plantas GM puede ser mejorada mediante
una rigurosa formulacion del problema, pro-
duciendo un plan de analisis que describa
escenarios de exposicion relevantes y las
consecuencias potenciales de estos escena-
rios. Una formulacién del problema ejecuta-
da adecuadamente, asegura que los resulta-
dos del ERA sean relevantes para la toma de
decisiones.

Entre las caracteristicas comunmente con-
sideradas cuando se plantean los potencia-
les riesgos de las liberaciones de plantas
GM, se pueden mencionar los siguientes
(muchos de estos puntos son también apli-
cables a nuevas variedades o hibridos desa-
rrollados convencionalmente):

| Pérdida de Diversidad Biolégica:

Aqui nos referimos a la pérdida debida a la
presion del mercado y de los costos sobre los
productores, induciendo cambios en las prac-
ticas agronémicas (menor uso de herbicidas
e insecticidas) por la utilizacion (ventajosa) de
OGMs, en desmedro de razas locales adapta-
das (landraces) empleadas en la actualidad.

Esto podria producirse si se cultivan OGMs
en la vecindad de centros de origen o de diver-
sidad de sus parientes silvestres o de especies
sexualmente compatibles, por fendmenos de
introgresion génica (este riesgo es relativa-
mente mas importante en el hemisferio Sur).

Il Transferencia genética a especies sil-
vestres o malezas sexualmente compatibles,
con el resultado de la formacion de hibridos
viables con fenotipos no deseados (p.ej., to-

lerancia a herbicidas, resistencia a insectos u
otras plagas).

lll Incremento de la presion de seleccion,
tal que favorezca un aumento de la tolerancia
de plagas a insumos defensivos actualmente
empleados. En el caso de insumos que por ra-
zones ambientales, econdmicas o0 de manejo
agricola, son apreciados por el productor y/o
por la Sociedad (p.ej., herbicidas post-emer-
gentes, productos biodegradables, insecticidas
bioldgicos, productos de menor costo, o sin
restricciones relacionadas con la propiedad in-
telectual, etc.), el aumento de la tolerancia de
la plaga al producto es un efecto desfavorable,
ya que puede convertir a dicho insumo en inutil
en el futuro.

IV Modificacion de las relaciones preda-
dor-plaga entre insectos, en detrimento de
los insectos benéficos. Aqui se incluyen los
efectos sobre organismos no-blanco (caso
de cultivos con incorporacion de genes de
resistencia a insectos). El conocimiento insu-
ficiente sobre especies amenazadas de ex-
tincion (p.ej., insectos benéficos, sus plantas-
refugios, etc.), también es un factor a tener en
cuenta.

V Posibles cambios en los flujos comer-
ciales.

Fundamentos de las normativas -

Definiciones

La elaboracion y evolucién de un marco re-
gulatorio para la bioseguridad de una tecno-
logia novedosa como la biotecnologia aplica-
da al mejoramiento vegetal, no esta exenta
de dificultades.

Por una parte esta la responsabilidad de
asegurar la aplicacion sustentable de la
nueva tecnologia, y de preservar al hom-
bre, la flora, la fauna y el medio ambiente de
los potenciales efectos perjudiciales de las
innovaciones, tanto en el presente como en
el futuro. Por otra parte, hay razones para
no obstaculizar el desarrollo de las in-
novaciones biotecnolégicas, que ya han
demostrado poseer un gran potencial para
brindar beneficios a la Sociedad. Toda acti-
vidad humana (especialmente la innovacion
tecnologica) implica peligros (riesgos) y por
lo tanto requiere la atencidn (gestion) de su
seguridad.
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EVALUACION DEL OGM A TRES NIVELES

Figura 1. el sistema de regulacion y aprobacion de OGMs en Argentina

La seguridad se obtiene definiendo, eva-
luando y gestionando los riesgos asocia-
dos con la innovacion.

Aplicando estos conceptos a la biotecnolo-
gia, que implica el uso de organismos vivos,

podemos enfocar el analisis de los ries-
gos de los ensayos hacia los siguientes as-
pectos generales:

* Identificacion de los todos organis-
mos involucrados (donantes, recepto-
res, etc),

* Caracteristicas de los organismos in-
volucrados en la obtencion del OGM
(familiaridad, patogenicidad, etc)

e Manera en que seran utilizados los
OGMs (escala, contencidn)

Caracteristicas de las zonas y de los
otros organismos (lugares, medio receptor
potencial, incluyendo seres humanos)

La normativa argentina ha tomado en consi-
deracion estos aspectos, entre otros, para ela-
borar un marco regulatorio detallado para los
Ensayos a Campo de Plantas Transgénicas,
que se describe a continuacién en sus rasgos
principales.

Consideramos una definicién aceptable de
bioseguridad, como la proteccién de la sa-
lud humana y del ambiente con respecto a
los riesgos conocidos y/o percibidos de la
técnica o proyecto en cuestion, de acuerdo
al estado actual de nuestros conocimien-
tos. Esta implicita en esta definicion que una
regulacion para la bioseguridad, que significa
una regulacion de los riesgos aceptables para
la Sociedad, conlleva una condicién de flexibili-
dad y de adaptacién permanentes.

Para la normativa argentina, un OGM es:

* un organismo (vegetal, animal, microor-
ganismo o virus)

* en el cual se ha introducido informacién
geneética precisa y definida

* en forma deliberada y dirigida a obtener
un determinado fenotipo

* siendo aquella introduccién realizada de
tal manera que dicha informacién gené-
tica no podria haber sido adquirida por
ese organismo por la via de mutacio-
nes, recombinaciones u otras formas de
transferencia genética reconocidas como
mecanismos que operan en la Naturale-
za sin intervencién humana.



Esta definicion hace referencia al método de
obtenciéon del OGM, con el propésito de esta-
blecer el campo de aplicacion de la norma, ex-
cluyendo, por ejemplo, los cruzamientos tradi-
cionales. Sin embargo, en el analisis del ries-
go de la liberacion de un OGM, la caracteristica
dominante, esto es, aquella que constituye el
foco del analisis de la Comision, es el inser-
to, esto es, la porcion de DNA efectivamente
presente en el genoma transformado, cuya
naturaleza y consecuencias (geno- y fenotipi-
cas) caracterizan al OGM como tal.

Al OGM o conjunto de OGMs con un dado
inserto se los denomina colectivamente
evento. Varios OGMs pueden contener el mis-
mo evento, y por lo tanto sus analisis de riesgo
seran equivalentes. Ocasionalmente, en etapas
tempranas del desarrollo de un OGM, se admite
que el evento puede no estar inequivocamente
caracterizado, en el sentido de que no se ha
definido el inserto con la debida precision (por
ejemplo, el inserto puede estar en diferentes
posiciones en el genoma del vegetal). En estos
casos, el analisis se enfoca en la construccion
genética utilizada en la transformacion.

Definimos como transformacion, el método
utilizado para introducir la nueva informacion
genética, vehiculizada por el vector.

Si bien la normativa argentina atiende as-
pectos del proceso de obtencién de un OGM
en el analisis de riesgo, esa atencion soélo se
enfoca en aquellas caracteristicas que inte-
resan en la evaluacién del producto (y no del
proceso de su obtencion), en el sentido de que
esas caracteristicas se encontraran finalmente
en el OGM obtenido.

Otra caracteristica del marco regulatorio ad-
ministrado por la CONABIA es que considera
cada producto o liberacion caso por caso. Si
bien los antecedentes (si los hubiera) se tienen
en cuenta, y los casos similares son identifica-
dos y considerados como objetos de informa-
cion valida para la evaluacién, los datos no
son transferibles, y cada caso y/o solicitan-
te deben ser coherentes y autosuficientes en
cuanto a la informacién que provee a la Comi-
sion. La definicion de caso es entonces rele-
vante. Un caso esta definido por:

* La empresa o ente solicitante.

* El evento de transformacion (es decir:

un inserto definido introducido en el
genoma de la planta, admitiéndose un
conjunto de eventos con un unico vector
en las etapas muy preliminares del desa-
rrollo del OGM).

* Laescala de la liberacion.

Cualquiera de estas condiciones que no se
conserve (p.ej., el mismo evento presentado
por dos empresas o entes diferentes) repre-
sentara un caso diferente.

La normativa puesta en practica es proac-
tiva, en el sentido de que requiere un analisis
previo de todas las previsibles consecuencias
de una liberacién antes de que tal liberacion
sea autorizada.

Como mencionamos antes, Argentina dispo-
ne desde 1991 de un marco regulatorio para el
Analisis y la Gestion de los Riesgos asociados
con los Ensayos a Campo de Organismos Ge-
néticamente Modificados (OGMs). Esta norma-
tiva es administrada por la Comisién Nacio-
nal Asesora de Biotecnologia Agropecuaria
(CONABIA), que opera en el ambito del Minis-
terio de Agricultura, Ganaderia y Pesca. Esta
Comision es multisectorial (la forman repre-
sentantes de los sectores publico y privado),
multidisciplinaria, y es la encargada de emitir
las recomendaciones con respecto a la au-
torizacién para los ensayos solicitados (expe-
rimentacion y/o liberaciones a campo). Estas
recomendaciones son remitidas a la autoridad
decisoria.

La consideracion basica que guia el funcio-
namiento y los dictamenes de la CONABIA es
la Bioseguridad, y su caracteristica esencial
es que funda sus procedimientos operativos en
consideraciones exclusivamente técnicas,
fundadas en los conocimientos cientificos
disponibles.

Los principales criterios aplicados en la nor-
mativa argentina son:

* el criterio de bioseguridad: |la defini-
cion, evaluacion y gestién de los ries-
gos, es la consideracion primaria y su
aplicacion es proactiva, esto es, debe
realizarse antes de autorizarse la libe-
racion; los ensayos son evaluados caso
por caso; el foco del interés esta en el
producto, pero aquellas caracteristicas
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del procedimiento de su obtencién que
terminan afectando o manifestandose en
el producto final, son también analizadas

* el enfoque precautorio: el marco re-

gulatorio acompana el desarrollo del
producto, y no se requiere la fundamen-
tacion cientifica completa para detener
dicho desarrollo; basta que se presente
alguna de las siguientes situaciones: i)
no existe suficiente informacion sobre el
sistema, ii) los riesgos no son aceptables
en base a presunciones razonables, iii)
la evaluacion no sea concluyente, o iv) el
sistema es demasiado complejo

La CONABIAno interviene en las etapas ulte-
riores (aprobacion alimentaria, dictamen sobre
el impacto en las exportaciones y registro, para
la comercializacion) del camino de una planta
GM hacia el mercado (Ver Figura 1). Sin em-
bargo, emite un dictamen particular fundado
sobre la bioseguridad de la produccién masiva
a escala comercial del cultivo en cuestion. De
este modo, la CONABIA dictamina sobre la his-
toria de bioseguridad de la planta transgénica,
para informacién de las agencias especificas
del Estado encargadas de aquellos pasos.

En los documentos que presentan a la CO-
NABIA, los solicitantes de autorizaciones de
ensayos tienen la opcion de hacer reserva de
informacion que consideren confidencial. La in-
formacion asi considerada, sera examinada por
solamente uno de los miembros de la Comision,
quien debera emitir un juicio fundado sobre la
bioseguridad de la propuesta y exponer esta
opinion (aunque no la informacién reservada)
ante la Comision.

Esta operatoria de CONABIA permite asegu-
rar, tanto para la Sociedad como para los secto-
res empresariales, un balance correcto entre la
proteccion de la salud, la preservacién de la ca-
lidad ambiental y la sustentabilidad de los pro-
yectos aprobados, con la implementacion regu-
lada, en tiempo y forma, de las innovaciones
tecnoldgicas propuestas por los solicitantes.

La CONABIA realiza las evaluaciones de to-
das las Solicitudes de liberaciones de OVGM
al ambiente, y recomienda al Ministro de Agri-
cultura sobre la conveniencia o no de autorizar
dichas liberaciones. Estas evaluaciones com-
prenden dos fases:

1. las evaluaciones de las liberaciones ex-
perimentales cuyo propdsito es determi-
nar que la probabilidad de efectos sobre
el ambiente es no significativa —primera
fase de evaluacion-, y

2. las evaluaciones de las liberaciones
extensivas cuyo propésito es determi-
nar que dichas liberaciones del OVGM
no generaran un impacto sobre el am-
biente que difiera significativamente del
que produciria el organismo homaélogo
no GM —segunda fase de evaluacion-.
(Ver Figura 1)

Primera Fase de Evaluacion:

Ensayos experimentales

Los solicitantes deben presentar un legajo
de informacion especifica, que consta de
una

Informacion General sobre la liberacion y
sobre el OGM en cuestién y de un apartado
sobre las Condiciones de Bioseguridad que
se pondran en practica.

El campo del andlisis de los riesgos abar-
cado por estas informaciones, que debe pro-
veer el solicitante, es amplio, e incluye tanto las
caracteristicas de la liberacion como las del
OGM. Con respecto a las caracteristicas de la
liberacion, la Informacion General sometida
al analisis incluira:

» Si el material es importado: status regu-

latorio en el pais de origen.

* Propésito de la liberacion (objetivo, cro-
nograma, protocolos, antecedentes). Si
es a escala de invernadero 0 a campo

* Operaciones de transporte de OGM (in-
greso al pais, transportes internos).

* Cantidad y tipo de material a liberar, an-
tecedentes en otros paises.

* Lugar de la liberacion.

» Detalles operativos para auditar la libe-
racion (fechas, instituciones, personas).

Con respecto a las caracteristicas del
OVGM, se analizara el genotipo del evento
(es decir, las nuevas caracteristicas genéti-
cas introducidas), para lo cual el solicitante
debe proveer informacion con respecto a:

» Descripcidn de la biologia molecular del

sistema donante-vector-receptor
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* Método de transformacion utilizado

» Genes principales (y sus organismos do-
nantes). Genes auxiliares (marcadores
de seleccion).

* Secuencias regulatorias (promotores,
terminadores, enhancers, etc.). Otros
elementos genéticos introducidos.

* Productos de expresion, tejidos de la
planta en los que se expresan, niveles
de expresién. Homologias de secuencia
con proteinas toxicas o alergénicas.

» Descripcion fenotipica del organismo
receptor, centros de origen o diversidad
genética.

» Estabilidad fenotipica y numero de gene-
raciones en los que se verifico.

En cuanto a la seccion sobre las Condi-
ciones de Bioseguridad, la informacién soli-
citada depende de la escala de la liberacion:
desde laboratorio/invernadero hasta pruebas a
campo. En el caso de eventos que aun no han
obtenido la autorizacion de comercializacion
en el pais, es decir, eventos regulados, que
se siembran a gran escala para producciones
de semilla en contra-estacion para el hemis-
ferio Norte, o con otros fines, existe un proto-
colo especifico que es necesario presentar
para obtener la autorizacion.

En todos los casos el solicitante debe pro-
veer informacion relativa a varios aspectos
basicos de los Procedimientos de Biosegu-
ridad, a saber:

a) Durante la liberacién: Descripcion y ubi-
cacion del lugar o instalaciéon donde se reali-
zara la liberacion. Localizacion precisa (mapas
detallados): distancia a caminos, lugares tran-
sitados, limites del predio bajo control del so-
licitante. Caracteristicas constructivas de bio-
seguridad (laboratorio o invernadero) y normas
de acceso. Tamafio y numero de parcelas, su
diseno, plano de siembra y superficie a sem-
brar. Medidas de aislamiento

* Enensayos a campo: distancias, tiempos

de floracion, jaulas, cobertura para evitar
la diseminacion del polen, por viento o
insectos, control de vectores potenciales
de polen u otro material con capacidad
de propagacion, etc.

* En ensayos en laboratorio o invernade-

ro: métodos o estructuras de contencién
contra el ingreso de vectores potenciales
de material genético.

b) En los movimientos de materiales:
semillas, material vegetal acompanante, asi
como los lugares, normas e identificacion del
material que sea almacenado.

c) En lo relacionado con el destino del
material cosechado: el solicitante debera in-
formar sobre su utilizacion, aclarando si sera
local o si sera exportado o destruido, e iden-
tificando los lugares de su almacenaje final o
transitorio.

d) En lo relacionado con la disposicion
final (OGM y materiales remanentes): En
lo relacionado con la disposicion final del
OGM vy de los materiales remanentes, se re-
quiere informacion sobre el tratamiento del
suelo post-cosecha, el uso futuro del terreno,
los controles posteriores (deteccion de plan-
tas voluntarias) y su duracion.

e) En el caso de un eventual escape del
OGM y/o de cualquier material asociado:
El solicitante debe exponer con claridad los
procedimientos que seguira en el caso de
un eventual escape del OGM y/o de cual-
quier material asociado. Normalmente, esto
incluye métodos de identificacion del OGM,
procedimientos para limitar y controlar el es-
cape, asi como la obligacion de notificar pe-
rentoriamente a la autoridad regulatoria.

f) Técnicas que se usaran para detectar
la transferencia de genes desde el OGM al
ambiente biético.

g) Usos previstos del terreno con poste-
rioridad a la liberacion solicitada. Control
posterior de la parcela, duracion de los con-
troles post-cosecha.

Una vez completados los ensayos, es re-
quisito indispensable para poder acceder a
nuevas autorizaciones, la entrega de un In-
forme de Cierre de la Liberacién, que inclu-
ye observaciones relativas al comportamien-
to agronémico del OVGM en cuanto a ger-
minacion, crecimiento vegetativo, floracion,
susceptibilidad a enfermedades y plagas, asi
como efectos sobre organismos no blanco y
caracteristicas de la cosecha, los tratamien-
tos realizados y la disposicion final .
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Es importante notar que estas liberacio-
nes son periédicamente inspeccionadas por
agentes habilitados por la SAGPyA.

La normativa completa, asi como los re-
querimientos de informacién detallados en
los formularios que deben completarse para
obtener una autorizacion de liberacion, se
encuentran a disposicion para la consulta a
través del sitio de CONABIA.

Segunda Fase de Evaluacion: el camino

hacia el mercado

Como ya se ha enfatizado antes, la incum-
bencia basica de la CONABIA esta limitada a
la gestion de los riesgos y la bioseguridad de
los ensayos a campo de plantas GM a dife-
rentes escalas.

Los pasos siguientes hacia el mercado, es
decir la aprobacién de su uso como materia
prima alimentaria, la verificacion de que su li-
beracion comercial no afectara negativamen-
te nuestro comercio internacional, el registro
de la nueva variedad, y la autorizacién para
la producciéon comercial, son resorte de otras
agencias del Estado (Ver Figura 1). Esas de-
pendencias basan su decision en dos clases
de informacion:

* La informacion requerida a los solicitan-

tes que es especifica a sus necesidades
(la aptitud alimentaria, la estructura de
nuestro mercado de exportacion).

* La informacién suministrada por la CO-

NABIA sobre el comportamiento del
OGM en cuestién a lo largo de los en-
sayos autorizados que se han realizado.

Esta dltima informacion constituye una par-
te crucial del camino de la planta GM hacia el
mercado, y es solicitada y analizada por la CO-
NABIA. En la normativa argentina actual se la
denomina Segunda Fase de Evaluacién. La
condicién necesaria para dar una respuesta
positiva a estas solicitudes en la practica, es
que la CONABIA considere que:

“no existen riesgos para la salud humana,
para el agroecosistema, y para la flora y la
fauna asociados, derivados del cultivo no
confinado del OGM en consideracién.”

Esta categorizacién requiere del solicitante
la presentacion de un breve Resumen (ca-

racteristicas del OGM; el evento, breve des-
cripcién molecular del inserto; usos del OGM,
destacando los que difieran del organismo no
transformado; condiciones especiales, si las
hubiera, para el cultivo extendido en gran es-
cala) y de una Solicitud que se compone de:

A) Informacién General, que se refiere a la
informacion anterior, pero de manera mas de-
tallada. Debera incluir, entro otras informacio-
nes,

* Caracterizacién del OVGM, incluyendo
proteinas y/o RNAs que expresa el OGM
originados en el inserto y el fenotipo que
resulta de esa expresion; las ventajas
aportadas por la modificacion genética;
resultados de los ensayos de campo rea-
lizados, en el pais y en el extranjero, en
lo que respecta a la bioseguridad .

¢ Una declaracién de equivalencia, dife-
rencia o no equivalencia del OVGM.
El solicitante declarara aqui si el OVGM
es equivalente al organismo no GM de
la misma especie, excepto por el fenoti-
po aportado por la modificacion genética
introducida. La declaracién se referira a
todas aquellas caracteristicas del OVGM
que no fue intencion modificar en el even-
to. Se deben citar los trabajos que sos-
tienen esta declaracion. La equivalencia
se referird al menos a: a) composicion
centesimal, procesamiento, productos y
subproductos: y b) caracteristicas y prac-
ticas agrondémicas, areas geograficas,
tipos de ambientes, precauciones espe-
cificas para el cultivo extensivo, si las
hubiera, con relaciéon a efectos ambien-
tales. Asimismo, se declararan aqui las
observaciones sobre cualquier diferencia
no intencional o no esperada, observada
en cualquier aspecto de la expresion fe-
notipica del OVGM en comparaciéon con
el organismo no GM de la misma espe-
cie. Se debera incluir toda observacion
que haya surgido en el monitoreo post-
comercializacion de este evento (si éste
ha sido liberado comercialmente en otros
paises), como asi también las que resul-
taran de investigaciones realizadas con
posterioridad a dichas liberaciones co-
merciales.
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+ En caso que corresponda, el solicitante
declarara aqui si el tipo de modificacion
genética tiene el propdsito de introducir
diferencias que determinan que el OVGM
no pueda considerarse sustancialmen-
te equivalente al no OVGM, explicando
sucintamente aquellas diferencias. (Ver
también Capitulo1).

* Una historia de experimentaciones y
ensayos previos, instrucciones sobre
manejo (agrondémico y del producto) y
almacenaje (producto, subproductos y
remanentes) si difieren del organismo no
transgénico.

* Propuestas para el envasado, rotulado y
procesamiento, si difieren del organismo
no transgénico y medidas que deben to-
marse en caso de liberacion accidental o
mal empleo.

B) Caracterizacion general del OVGM:
esta informacion se concentra en la metodolo-
gia y la construccién utilizada en la obtencion
del OGM y en la caracterizacion exhaustiva del
mismo a nivel molecular y fenotipico. Se debe
proporcionar informacion sobre:

* La especie receptora (caracteristicas
fenotipicas, centros de origen i diversi-
dad, distribucion geografica en Argen-
tina, estabilidad genética, potencial de
transferencia y/o intercambio de genes
con otros organismos, reproduccion, su-
pervivencia, diseminacion, interacciones
con otros organismos, caracteristicas
patogénicas, toxicas, antinutricionales,
alergénicas u otras, e historia de modifi-
caciones genéticas previas).

* La modificacion genética: método de
transformacion empleado, descripcion
detallada del vector (cada elemento ge-
nético componente, su origen, tamafno y
funcién; mapa del vector; secuencias nu-
cleotidicas o regiones de la construccion
cuyos productos o funciones no sean co-
nocidas; capacidad para transferir genes,
0 para ser movilizados por conjugacion,
recombinacion o integracion; regiones
del vector que se incorporan al OGM, es
decir constituyen el inserto).
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Caracterizacion del inserto: analisis
molecular de la insercién en el genoma
del OVGM (numero de sitios de integra-
cion, numero de copias de cada gen,
incorporacién de porciones de genes),
origen y funcion de cada elemento inser-
tado en el OVGM, informacioén sobre si el
inserto (esto es, alguno de sus elemen-
tos) confiere alguna funcién no requerida
para la expresion del fenotipo esperado
en el OVGM, transposiciones y/o re-
arreglos dentro del inserto presente en
la planta (con respecto a las posiciones
que los elementos genéticos tenian en el
vector) y/o de/con porciones del geno-
ma de la planta dentro del inserto y en
sus regiones flanqueantes; informacion
detallada de las secuencias del genoma
vegetal que flanquean del inserto y sobre
la presencia/ausencia de fragmentos del
inserto en regiones del genoma vegetal
fuera del inserto funcional.

Los organismos donantes: caracte-
risticas patogénicas (con relacion a las
resultantes de la expresion de los ele-
mentos presentes en la construccion uti-
lizada en la transformacion). Caracteris-
ticas perjudiciales para la salud humana
o animal (con la observacién del punto
anterior), potencial y/o antecedentes de
transferencia natural (esto es, en habi-
tats y condiciones naturales) de los ele-
mentos que constituyen la construccion,
desde los organismos donantes a otros
organismos, su probabilidad o frecuen-
cia, y fenotipos posibles u observados de
los organismos receptores.

Caracterizacion del OVGM propia-
mente dicho: caracteristicas fenotipicas
incorporadas, si alguna caracteristica fe-
notipica del organismo receptor no GM
no se expresa en el OVGM. Estabilidad
genética, segregacion y transferencia a
la progenie. Analisis molecular (Southern
blot, PCR). Caracteristicas de la expre-
sion del nuevo material genético. Pro-
ductos expresados (debe incluir todos
los elementos genéticos que se incor-
poran al OVGM, total o parcialmente),
caracteristicas de la expresion (p.ej.,



constitutiva, tejido-especifica), tejidos
del OVGM en que se expresan los genes
introducidos y niveles de expresion y su
evolucién temporal, en relacion con el ci-
clo de la planta. Actividad biolégica de las
secuencias expresadas, ARNs transcrip-
tos no traducidos, sus niveles, funcion y
caracterizacion. Andlisis detallado de las
posibilidades de transcripcion, que co-
mience dentro del inserto y se extienda
hacia el genoma de la planta ignorando
sefales de terminacién, asi como de
transcripcion y traduccién de proteinas
de fusion o de marcos de lectura nuevos,
generados como consecuencia de la in-
sercion. También, se deben detallar las
técnicas de deteccion del OVGM en el
ambiente: Métodos moleculares y Méto-
dos biolégicos:

Efectos sobre la salud humana: efec-
tos toxicos o alergénicos del OVGM,
sus materiales derivados, sus productos
metabdlicos, los productos resultantes
del procesamiento industrial habitual (in-
cluyendo pero no limitado a alimentos),
o los resultantes de interacciones de
estos productos con otros componentes
normales de la dieta humana. Efecto de
la modificacion genética sobre aquellas
caracteristicas del organismo no GM que
constituyan un peligro o riesgo para la
salud (incluyendo, pero no limitados a,
los niveles de antinutrientes).
Interacciones del OVGM con el am-
biente: supervivencia en el ambiente
tasa de germinacién y dormicién, vigor
vegetativo (calidad agrondémica, sus-
ceptibilidad a patogenos, a insectos, a
factores de estrés ambiental), ventajas
adaptativas presentes o potenciales del
OVGM frente al organismo no GM, en
habitats y condiciones naturales, y en
condiciones de agroecosistemas para la
misma especie y para otros cultivos geo-
graficamente compatibles. Los modos
y tasas de multiplicacién y las formas
naturales de propagaciéon. Informacién
cuantitativa sobre interacciones: suscep-
tibilidad a patégenos, plagas e insectos,
capacidad de supervivencia (plantas vo-
luntarias) y rendimiento.

Impacto ambiental del OVGM en el
agroecosistema: efectos del OVGM
sobre la flora, fauna y poblacién micro-
biana, con énfasis en las especies be-
néficas. Efectos derivados de cambios
en las practicas agronémicas (si los hu-
biera). Conceptos para el manejo de los
efectos mencionados en los puntos ante-
riores y condiciones especificas para el
manejo de efectos ambientales debidos
al OVGM. Estudios realizados sobre el
escape de genes via polen.
Comportamiento esperado en la pro-
duccion del OVGM a escala comer-
cial: esta informacion se refiere especi-
ficamente al impacto ambiental, a infor-
macion general sobre la inocuidad del
OVGM o sus derivados alimentarios y a
su perfil composicional.

Impacto Ambiental: efectos sobre la
flora y fauna, manejo de efectos no de-
seados potenciales (p.ej., desarrollo de
resistencia a Bt en insectos previamente
sensibles), programa de investigaciones
de seguimiento propuesto, para monito-
rear posibles efectos sobre el ambiente
en el largo plazo.

Efectos sobre la salud humana: con-
ceptos y programa de investigaciones
que se realizaron para la evaluacion de
la inocuidad de las nuevas proteinas ex-
presadas en el OVGM,; evaluacion de la
toxicidad, digestion en jugo gastrico si-
mulado, a diferentes pH: velocidad, ca-
racterizacion de los fragmentos origina-
dos y su actividad biolégica. Toxicidad
aguda de las nuevas proteinas en ani-
males de laboratorio; determinacion del
nivel de efecto adverso no observable
(sigla del inglés NOAEL), si es posible.
Calculo de la ingesta diaria aceptable
(IDA), y su comparaciéon con la ingesta
habitual para humanos en dietas nor-
males. Evaluacion del potencial alergé-
nico, homologias de las secuencias de
aminoacidos de las nuevas proteinas
con otras proteinas relevantes (toxinas,
alérgenos, etc.). Composicion centesi-
mal del OVGM, y comparaciéon con el
correspondiente organismo no GM, en
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todos los tejidos de la planta; proteinas
y composicién en aminoacidos, lipidos
y composicion de acidos grasos, carbo-
hidratos y otros componentes (cenizas,
fibra, materia seca, vitaminas, etc.).

Como se presenta en el esquema corres-
pondiente, la evaluacion completa y detallada
de la inocuidad y aptitud alimentaria de los
OVGMs es llevada a cabo por otra Comisién
Evaluadora, que funciona en la 6rbita del SE-
NASA (Servicio Nacional de Calidad y Sani-
dad Agroalimentaria). Las caracteristicas de
esta etapa de evaluacion son similares a las
que lleva adelante CONABIA, y basa sus con-
clusiones en toda la informacién presentada a
CONABIA, mas otra serie de datos, evidencias
experimentales y estudios que deben ser pre-
sentados especificamente en relacion con los
aspectos nutricionales y/o toxicolégicos del
OVGM en cuestién, de acuerdo a los requisitos
de la resolucion oficial.

En ambas instancias de evaluacion de bio-
seguridad se aplica el enfoque comparativo de-
sarrollado en el Capitulo 1 y la conclusién a la
que como minimo, debe arribarse para poder
recomendar la autorizacion comercial, es :

“El OGM es tan seguro como su contra-
parte no modificada, para el medio ambien-
te y la salud humana o animal y no menos
nutritivo™.

Lecturas /sitios recomendados
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2009. Problem formulation in the environmental
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9
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Biosafety System: Regulatory Policies and
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Frameworks for Biosafety Regulation. Report for
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Research (ISNAR), The Hague.
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the environmental risk of fitness changes in
hybrids between transgenic crops and wild
relatives: the example of virus

resistant Brassica napus. Environ Biosafety Res
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assessment, EPA/630/R-95-002F. Report nr
EPA/630/R-95-002F

www.minagri.gob.ar (Biotecnologia Agropecuaria):
normativa detallada que puede consultarse
libremente

www.senasa.gov.ar : resolucion 412/2002

http://www.cbd.int/biosafety/protocol.shtml:
Protocolo de Bioseguridad

www.ctnbio.gov.br:  sitio de
Bioseguridad de Brasil

www.oecd.org: Organizacion para el Desarrollo y la
Cooperaciéon Econémica

www.fda.gov: Agencia de Drogas y Alimentos de los
EEUU

www.fao.org: Agencia para la Agricultura y la
Alimentacién de la Naciones Unidas

www.redbio.org: ir a Marco Regulatorio, para
informacion sobre bioseguridad en America
Latina y el Caribe

http://www.unep.ch/biosafety/: Programa ambiental
de las Naciones Unidas . Informacion sobre el
Protocolo de Bioseguridad y marcos regulatorios
internacionales

la Comision de
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VI. CAPITULO 3

Flujo génico y su posible impacto
ambiental

Monica Poverene; Soledad Ureta;
Agustina Gutiérrez

Flujo génico y riesgo de escape de
transgenes al ambiente

El flujo génico es el proceso de incorpora-
cion de genes de una poblacion dentro de otra
y ocurre entre individuos formalmente conside-
rados una especie o entre especies relaciona-
das. El intercambio de genes entre plantas es
un proceso bien conocido en todos los cultivos
mejorados por técnicas tradicionales o median-
te biotecnologia y en las plantas silvestres em-
parentadas con ellos. La mayoria de los trans-
genes en cultivos comerciales genéticamente
modificados (CGM) confieren tolerancia a her-
bicidas o resistencia a plagas, caracteristicas
ciertamente favorables en ecosistemas agrico-
las. Se denomina escape a la diseminacién no
intencional de la construccidén genética de un
CGM hacia otras poblaciones, mediante meca-
nismos bioldgicos naturales como la reproduc-
cién sexual o la transferencia horizontal. La re-
produccion sexual implica la union de gametos
femeninos y masculinos, mientras que la trans-
ferencia génica horizontal o lateral consiste en
el intercambio de material genético no sexual
y ocurre generalmente en microorganismos.
En el caso de las plantas, el escape génico a
través del polen es el mecanismo natural. La
pérdida de semillas durante el transporte y su
establecimiento en banquinas y vias de comu-
nicaciéon es muy importante en la dispersion
de plantas fuera del cultivo. La semilla puede
trasladarse grandes distancias y sobrevive
durante mucho mas tiempo que el polen. En
regiones donde crecen parientes silvestres, se
espera que ocurra hibridacién espontanea con
el cultivo transgénico, a menos que las plantas
GM estén especialmente disenadas para limi-
tar el flujo génico, reduciendo la dispersion de
semillas o el movimiento de genes a través del
polen. Para muchos CGM se asume que las
plantas transgénicas se cruzaran abiertamente

y la evaluacion del riesgo se centra en la con-
secuencia del flujo de transgenes resultante
sobre el ambiente

En especies aldégamas o parcialmente al6-
gamas, la difusion del transgén dependera de
los mecanismos de polinizacion, generalmente
por el viento (anemdfila) o los insectos (ento-
mofila). La mejor estrategia para prevenir la
difusién de transgenes es el aislamiento por
distancia entre poblaciones. En los cultivos, se
conocen las distancias minimas de aislamiento
necesarias para prevenir la polinizacion cruza-
da entre variedades. Estas constituyen la base
para determinar las medidas de bioseguridad
que se exigiran en cada caso durante la fase
de liberacion experimental. Una vez aprobado
el cultivo para su siembra a escala comercial,
la aplicacion de esas distancias en la practica
agrondmica queda en manos de los agricul-
tores y depende de los intereses economicos
que para ellos represente la comercializacion
de un cultivo transgénico. Cuando coexisten
con cultivos tradicionales u organicos se re-
quieren medidas adecuadas durante el cultivo,
cosecha, transporte y almacenamiento, a fin de
evitar la mezcla accidental de materiales GM y
no GM. Engels y col. (2006) citan ejemplos de
contaminacién de lotes de semilla y mezclas
fisicas en colza y tomate. Las recomendacio-
nes tendientes a evitarla consisten en: a) medi-
das a tomar dentro del establecimiento, como
respetar las distancias de aislamiento, colocar
barreras a la dispersion del polen, o intercalar
lotes con cultivo de una especie distinta. b)
cooperacion entre establecimientos vecinos
sobre planes de siembra, o uso de variedades
con tiempo de floracién diferente. c) uso de
servicios de extension agricola para informar a
los productores, monitoreo, intercambio de in-
formacion técnica y servicios de alarma.

Los transgenes que confieren tolerancia
a herbicidas, resistencia a insectos o a pato6-
genos podrian transmitir las mismas caracte-
risticas a plantas silvestres relacionadas, de-
terminando una mayor supervivencia bajo la
presién de seleccién natural (insectos herbivo-
ros o patégenos) o de practicas agronémicas
usuales para el control de malezas, plagas o
enfermedades (uso de pesticidas, agentes de
control bioldgico). En consecuencia, aumen-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal II 593



taria el numero o tamano de las poblaciones
silvestres. El potencial impacto ambiental de-
pende tanto de la probabilidad de transferencia
del transgén a la poblacion silvestre como de
sus consecuencias. Segun la probabilidad de
transferencia, los cultivos pueden clasificarse
en tres grupos:

1. Minima probabilidad de transferencia a
especies silvestres, sea porque éstas no
existen en el drea o no hay compatibili-
dad sexual entre el cultivo y su pariente
silvestre.

2. Cultivos con baja probabilidad de trans-
ferencia, cuando la compatibilidad sexual
es limitada.

3. Cultivos con alta probabilidad de trans-
ferencia, cuando especies silvestres
sexualmente compatibles crecen en la
vecindad del drea sembrada.

Las consecuencias de la transferencia de-
penden de la capacidad potencial del transgén
para conferir ventajas adaptativas a la especie
silvestre receptora. De acuerdo a este criterio,
también se pueden agrupar los genes en dife-
rentes clases. En la clase 1 se situan los trans-
genes que confieren pequena o ninguna venta-
ja adaptativa, como los marcadores de selec-
cién, genes de androesterilidad o de madurez
retrasada. La clase 2 comprende genes que
pueden conferir alguna ventaja bajo la adecua-
da presion de seleccion, como los de tolerancia
a herbicidas o de resistencia a insectos y enfer-
medades. En la clase 3 se situan genes para
mejorar el crecimiento y la supervivencia, que
conferirian ventajas adaptativas en cualquier
ambiente. La tabla 1 presenta una clasificacién
de los cultivos GM autorizados o bajo ensayo
en Argentina, segun esos criterios.

La pérdida de biodiversidad consiste en
la erosion o pérdida de variabilidad genética
atribuida al monocultivo o al uso de unas po-
cas variedades que dominen el mercado de
semillas. Esta situacion no es privativa de los
cultivos GM y puede prevenirse mediante una
adecuada planificacién de la agricultura regio-
nal. Algunas especies crecen en ambientes
especializados o geograficamente limitados
como raras especies silvestres o razas locales
domesticadas (landraces) constituyendo reser-

vorios de diversidad genética de potencial uso
en el mejoramiento genético. Cuando crecen
en la vecindad de cultivos a gran escala, existe
la posibilidad de cruzamientos naturales y flujo
génico a través del polen del cultivo hacia la
especie local. Esto puede resultar en una pér-
dida de vigor y fertilidad en los descendientes,
llamada depresion por alogamia, o pérdida de
identidad genética por sucesivos ciclos de cru-
zamiento con el cultivo, de manera que paulati-
namente la especie local decae hasta su com-
pleta extincion. El proceso es dependiente de
la frecuencia de cruzamiento, la cual a su vez
depende de la cantidad relativa de individuos
de cada especie. Esto también puede evitarse
mediante adecuadas medidas de conservacion
y manejo del cultivo.

Se puede concluir que la posibilidad de es-
cape de transgenes es de orden diferente se-
gun la poblacion recipiente. Una variedad no
GM de la misma especie ciertamente adquirira
el transgén si es expuesta al flujo de polen del
cultivo GM. Una rara variedad local domestica-
da perdera identidad por contacto genético con
el cultivo. La situacién no es tan simple si se
trata de una poblacion silvestre emparentada,
ya que dependera de las relaciones genéticas
con el cultivo, que determinan la probabilidad
de hibridacién. Se requerira de una evaluacion
de la probabilidad de escape y del impacto que
el transgén podria ocasionar en la poblacion
silvestre.

Factores que determinan el escape de

transgenes y su impacto ambiental

Los cultivos en su mayoria estan emparenta-
dos con especies silvestres o0 malezas, con las
que pueden hibridar y producir descendientes
total o parcialmente fértiles. Esta hibridacion
ha sido documentada en 22 de los 25 cultivos
mas importantes y es muy probable que sus
genes se encuentren introgresados dentro de
las poblaciones silvestres. Trigo, arroz, avena,
sorgo, cebada, maiz, soja, girasol, colza, mani,
poroto, cafia de azucar, remolacha azucarera
algodén, papa, zapallo, frutilla, rabano, zana-
horia, vid, tréboles son algunas de las especies
cultivadas que se encuentran en experimenta-
cion biotecnoldgica. El intercambio genético
de los cultivos con sus parientes silvestres es
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Tabla 1. Clasificacion de las especies GM en Argentina segun la probabilidad de transferencia del transgén
(Grupo) y las consecuencias bioldgicas de la modificacion genética (Clase) de acuerdo a Ahl Goy y Due-
sing (1996). Entre paréntesis se indica el nimero de autorizaciones entre 1997 y 2007.

Grupo

Cultivo

Algodon

Maiz

Soja

Tabaco

Trigo

Clase 1

Calidad alterada (68)
Caracteres agronomicos (2)

Androesterilidad (3)

Calidad alterada (64)
Modif. calidad de semilla (1)

Calidad alterada (3)

Calidad alterada (5)

Calidad de marcadores
visuales (1)

Clase 2

Toler. herbicidas (47)
Resist. insectos (46)
Toler. herbicidas (463)
Toler. estrés ambiental (20)
Resist. insectos (564)
Resist. enfermedades (12)

Toler. herbicidas (145)
Tolerancia estrés ambiental
M

Resist. insectos (53)
Toler. herbicidas (20)
Resist. enfermedades (1)
Toler. estrés ambiental (4)
Toler. herbicidas (6)

Resist. enfermedades (7)

Toler. estrés ambiental (1)

Clase 3

Alto rendimiento (4)

Alto rendimiento (97)

Cafia de azUcar

Toler. herbicidas (11)
Resist. enfermedades (2)

Papa Toler. herbicidas (56)
Resist. enfermedades (205)
Resist.insectos (2)
] Alfalfa Calidad alterada (2) Toler. herbicidas (6)
Propiedades nutracéuticas Resist. insectos (2)
(31
Arroz Calidad alterada (3) Toler. herbicidas (2) Alto rendimiento (27)
Tolerancia estrés ambiental  Alteracion en la
4) fertilidad (2)
Cartamo Calidad alterada (3)
Colza Calidad alterada (1) Toler. herbicidas (7)
Resist. insectos (1)
Frutilla Resist. enfermedades (1)
Girasol Toler. herbicidas (3) Fijacion de nitrégeno
Resist. enfermedades (49) (1)
Resist. insectos (31)
Naranjo Resist. enfermedades (3)

Remolacha, Acelga

Tomate
Trébol blanco

Toler. herbicidas (3)
Resist. enfermedades (1)

Retraso de la
senescencia (1)
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uno de los mecanismos de origen de las ma-
lezas. Los cruzamientos ocurren naturalmen-
te en regiones donde las especies conviven.
Aproximadamente la mitad de los caracteres
que determinan invasividad estan controlados
por genes unicos, de modo que existe la posi-
bilidad de que los transgenes persistan y mo-
difiquen poblaciones silvestres. Podria resultar
que éstas se vuelvan mas abundantes en su
habitat o invadan nuevos habitats. El concepto
de “supermaleza” ha surgido como consecuen-
cia de reconocer la dificultad que implicaria el
control de esas poblaciones. También podrian
tener efectos adicionales sobre poblaciones de
insectos o patégenos.

No obstante, la probabilidad de introgresion
de elementos transgénicos dentro de otras
variedades o germoplasmas dependera de la
biologia de reproduccion, fertilidad de los hibri-
dos, dispersiéon de semilla y presion de selec-
cion. Para que ocurra introgresién de genes,
cultivos sexualmente compatibles o parientes
silvestres deben estar presentes y cercanos al
“cultivo fuente”, el entrecruzamiento debe ser
posible y los resultantes hibridos y sus respec-
tivas retrocruzas tienen que ser fértiles. La in-
trogresién de genes es mayor en especies alo-
gamas, como maiz y es menor en autégamas,
como soja y arroz, siendo minima en especies
de propagacion vegetativa, como papa. Aun en
estos casos los transgenes pueden ser intro-
ducidos sin intencion mediados por mezclas
fisicas de semillas o propagulos.

La evaluacion del riesgo de escape de trans-
genes comprende tres etapas:

a) Investigacién de barreras genéticas o
geograficas para el escape del transgén desde
el cultivo hacia las poblaciones silvestres.

b) Investigacion del efecto del transgén so-
bre la aptitud bioldgica de las plantas silvestres.

c) Investigacion de las consecuencias eco-
I6gicas de la difusion del transgén en la pobla-
cion silvestre.

a. Barreras geograficas y genéticas entre

el cultivo y especies silvestres

Para evaluar el riesgo de escape de genes
desde los cultivos a las poblaciones silvestres
emparentadas, se plantean dos preguntas:
¢ La planta cultivada transgénica convive con la

especie silvestre emparentada? j Esa variedad
es sexualmente compatible con sus parientes
silvestres? Todas las especies utilizadas para
cultivo son derivadas de una o mas especies
silvestres. Estos cultivos son sembrados en su
mayoria lindantes con sus parientes silvestres
compatibles Para reducir el riesgo de hibrida-
cion cultivo-silvestre se deberia restringir el cul-
tivo transgénico a determinadas areas donde
no se encuentren los parientes silvestres. Por
ejemplo, las poblaciones silvestres de maiz y
soja no son nativas ni se encuentran en Argen-
tina, por lo tanto los transgenes provenientes
de estos cultivos no pueden transferirse a po-
blaciones silvestres. En cambio, colza, arroz y
girasol conviven con sus parientes silvestres y
pueden cruzarse con ellos. El primer paso con-
siste en el estudio sistematico de la flora local.
De todos modos, restringir los cultivos trans-
génicos a determinadas areas fuera del rango
de ocurrencia de sus parientes silvestres solo
demorara el movimiento de transgenes.

La hibridacién del cultivo con especies sil-
vestres emparentadas dependera de la afini-
dad genética que tengan entre ellos, la cual
determinara desde fertilidad completa o parcial
hasta imposibilidad de cruzamiento. Para que
la cruza tenga lugar, ambos taxa deben flore-
cer al mismo tiempo y el polen debe ser capaz
de germinar y efectuar la fecundacion. La des-
cendencia suele tener una fertilidad menor que
las especies parentales, pero raramente es por
completo estéril. La fertilidad parcial de los hi-
bridos permite la introgresién, la incorporacién
estable de genes de una especie en otra me-
diante sucesivas retrocruzas de sus descen-
dientes con una o ambas especies parentales.
La fertilidad de los hibridos cultivo-silvestre va-
ria drasticamente, aunque suele ser restaura-
da en las siguientes generaciones. Caracteres
morfoldgicos y fenoldgicos intermedios entre la
especie cultivada y la silvestre constituyen un
buen diagndstico de hibridacion e introgresion,
pero el estudio de marcadores moleculares re-
sulta invalorable. Este ha demostrado que la
mayor parte de los cultivos hibrida con sus pa-
rientes y que los alelos de las especies domes-
ticadas persisten durante generaciones en las
poblaciones silvestres, aun cuando no se ad-
viertan cambios morfolégicos. Este es el caso
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del girasol cultivado con Helianthus annuus sil-
vestre y H. petiolaris en América del Norte. En
Argentina, donde ambas especies silvestres
se han naturalizado, hemos encontrado nume-
rosas evidencias de hibridacion e introgresion
con el cultivo en la region central del pais, tan-
to por caracteres morfolégicos y fenoldgicos
como por marcadores moleculares, constatan-
do ademas la fertilidad parcial de los hibridos
mediante estudios del polen y de la produccion
de semillas. El flujo génico a través del polen
es una poderosa fuerza evolutiva y el impacto
sobre las poblaciones silvestres depende de
su magnitud, asi como del efecto de los alelos
transmitidos sobre la poblacion recipiente.

La magnitud del flujo mediado por polen pue-
de medirse a través de la frecuencia de mar-
cadores moleculares caracteristicos del culti-
vo presentes en una poblacion silvestre o sus
descendientes. Estos han demostrado que la
ubicacion de un gen en el genoma tiene una
importancia crucial para su difusion mediante
hibridacion. En colza, un aloploide (AACC), la
introgresion de tolerancia a herbicidas y an-
droesterilidad hacia la especie diploide Brassi-
ca rapa (AA) seria menos probable si los trans-
genes que codifican esos rasgos estuvieran en
el genoma C, porque implicaria una recombi-
nacion intergendmica. En girasol, Helianthus
annuus donde ha ocurrido una extensa remo-
delacion cromosdémica mediante inversiones y
translocaciones, la transferencia de un trans-
gén hacia la especie silvestre H. petiolaris es
improbable si éste no esta situado en las por-
ciones colineares entre ambos genomas.

Se estan evaluando métodos para reducir la
probabilidad de introgresion, como por ejem-
plo, ubicar los transgenes dentro de cromoso-
mas o segmentos cromosémicos que tengan
menor probabilidad de ser transferidos a las
poblaciones silvestres. Otra alternativa es co-
locar el transgén muy cercano a algun “gen de
domesticacion” que confiera una menor aptitud
en las poblaciones silvestres y el uso de tecno-
logias de restriccion para controlar la viabilidad
o fertilidad de la progenie hibrida.

La cuantificacion de la tasa de hibridacion
e introgresién entre el cultivo y la especie sil-
vestre mediante experimentos adecuados es
previa a la investigacion de las consecuencias
génicas y ecologicas del escape del transgén,

ya que si la tasa de hibridacién fuera despre-
ciable, no cabria preocuparse por las conse-
cuencias.

b. Efecto del transgén sobre la aptitud

biolégica de las plantas silvestres

Una vez comprobada la posibilidad de hibri-
dacién y la presencia de un transgén en plan-
tas silvestres, surge la pregunta: ;Se espera
que el transgén incremente su frecuencia en
las poblaciones silvestres? El destino de un
alelo en una poblaciéon dependera de su efec-
to sobre la aptitud biolégica de los individuos
que lo adquieren. La aptitud biologica o valor
adaptativo es una medida relativa de la eficacia
reproductiva de un genotipo cuando se lo com-
para con otro genotipo. Sus componentes son
la supervivencia y la fecundidad, que pueden
resultar afectados en distintas fases del ciclo
vital: germinacion, establecimiento de plantula,
floracién, formaciéon de polen y semilla.

Si el alelo no tiene efecto alguno en el am-
biente ecoldgico, se trata de un alelo neutro y
su destino dependera del azar, o sea que su
frecuencia en la poblacién estara sujeta a la
deriva génica y persistira o eventualmente se
perdera. Si el alelo es beneficioso, el flujo gé-
nico acelerara su diseminacion en la poblacién
silvestre y la frecuencia alélica aumentara rapi-
damente, en forma proporcional al movimiento
de polen desde el cultivo a la poblacién silves-
tre. Si su efecto es deletéreo conducird a una
depresion alogamica, con disminucion de la
viabilidad y fertilidad de los hibridos. El efec-
to nuevamente dependera de la magnitud del
flujo génico y cuanto mayor sea, mayor sera
el riesgo de extinciéon de la poblacion silvestre.

La diseminacion de un transgén en la pobla-
cion silvestre requiere que los hibridos cultivo-
silvestre se reproduzcan en condiciones natu-
rales. Estudios previos de hibridacién entre cul-
tivos no transgénicos de colza, sorgo, girasol,
rabano, poroto y trigo y sus parientes silvestres
han demostrado que no sélo lo hacen, sino que
su aptitud biolégica puede ser incluso mayor
que la de sus progenitores silvestres. En uno
de los primeros estudios de transmision de un
transgén a poblaciones silvestres, se encon-
tré una baja frecuencia de plantas hibridas de
Brassica rapa portadoras de un transgén de
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colza considerado neutral y se concluyé que el
riesgo de transmisién era bajo. Diez afios des-
pués se confirmé la persistencia de transgenes
de resistencia a herbicida en poblaciones de
B. rapa durante seis afos consecutivos. Los
hibridos entre calabaza GM y zapallo silvestre
resultaron lo suficientemente vigorosos como
para permitir la rapida introgresion de trans-
genes neutrales y beneficiosos en las pobla-
ciones silvestres. En girasol, un transgén que
confiere resistencia a lepidépteros mediante la
produccion de la proteina Bt Cry1Ac, aumento
considerablemente la fecundidad de las plantas
silvestres recipientes, aunque este efecto varié
entre localidades y afios. De acuerdo a estas
observaciones, podria esperarse que el gen Bt
aumente la aptitud bioldgica de girasoles silves-
tres e incremente rapidamente su frecuencia en
las poblaciones naturales, debido a que reduce
el dano producido por varias especies de insec-
tos herbivoros. Sin embargo, el transgén OxOx,
que confiere resistencia al hongo Sclerotinia,
no aumento significativamente la fecundidad de
plantas de girasol silvestre, sugiriendo que su
diseminacién seria practicamente neutral luego
de un escape hacia poblaciones naturales. En
Brassica rapa un transgén Bt adquirido por cru-
zamiento con colza transgénica disminuyo su
agresividad como maleza en un 20% compa-
rado con B. rapa no GM. Estos son ejemplos
contrastantes de los efectos de transgenes so-
bre la aptitud y comportamiento ecoldgico de
poblaciones silvestres.

¢, Como estimar los costos y beneficios de un
transgén para la aptitud biolégica de una es-
pecie silvestre? En este caso, los genotipos a
comparar son el que ha adquirido el transgén
por hibridacion con el cultivo y el que no lo ha
adquirido, o sea el genotipo silvestre de la po-
blacién en ausencia de flujo génico del culti-
vo. En general, las poblaciones silvestres son
menos susceptibles a patégenos y plagas que
sus parientes cultivados. Mayor diversidad ge-
notipica, menor densidad de plantas y ausen-
cia de laboreo son algunas de las causas de
esa diferencia. Por ello, un transgén que con-
fiere resistencia a una plaga o patégeno puede
no representar para la especie silvestre una
ventaja tan grande como para el cultivo. Por
el contrario, puede significar un costo para la

planta que lo adquiera debido a efectos pleio-
tropicos sobre otros caracteres fenotipicos que
a su vez afecten la aptitud. El beneficio de un
transgén asociado a la resistencia a determina-
da plaga debe ser evaluado comparando la ap-
titud biologica de plantas con y sin el transgén
que hayan sido expuestas a esa plaga. Por el
contrario, el costo de adquirir el transgén debe
ser medido comparando la aptitud biologica
de plantas que lo llevan o no, en ausencia de
la plaga. Hibridos transgénicos entre B. rapa
y B. napus que contienen el transgén Bt han
demostrado una mayor aptitud en presencia
de herbivoros, mientras que su aptitud dismi-
nuia en ausencia de los mismos comparado
con B. rapa, demostrando un costo fisiolégico
del transgén. Ademas, los caracteres que de-
terminan supervivencia y fecundidad pueden
ser afectados por las condiciones ambientales,
por lo que es necesario estimarlos en distintos
ambientes y a lo largo de varias estaciones de
crecimiento.

Es el equilibrio de los costos y beneficios el
que determina el impacto total de un transgén
en términos de aptitud. En el caso de resisten-
cia a herbicidas, el valor positivo del rasgo sera
restringido a los habitats en el agroecosistema
en donde se aplica el herbicida. Esto demues-
tra la importancia de conducir estudios de ries-
go en hibridos transgénicos bajo condiciones
realistas de agricultura y ecologia ya que cual-
quier costo de llevar transgenes puede ser evi-
dente solamente bajo ciertas condiciones.

c. Consecuencias ecoldégicas de la

difusién del transgén en la poblaciéon

silvestre

Finalmente, si el transgén aumenta la apti-
tud de las poblaciones silvestres se espera que
aumente su frecuencia por seleccion natural.
La siguiente pregunta es: 4 Cuales son las con-
secuencias ecoldgicas del escape del transgén
en una poblacion silvestre? El impacto ambien-
tal dependera no solo de la frecuencia, sino del
cambio en las interacciones bidticas y abidticas
de ese genotipo silvestre en su ambiente. La
prediccion de las consecuencias de un escape
de transgenes requiere del estudio de la altera-
cion de las interacciones ecoldgicas existentes
entre las especies. Un gen de resistencia a in-
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sectos 0 a enfermedades modificara la herbi-
voria o la relacion huésped-patdégeno entre la
especie silvestre y otras especies de su habi-
tat, asi como un transgén que favorezca el cre-
cimiento modificara las relaciones de compe-
tencia intra e interespecificas. Cuanto mas se
conozca acerca de la dinamica poblacional de
una especie, mas facilmente se podra evaluar
el impacto ambiental. En Cucurbita pepo, hi-
bridos entre un cultivar GM y plantas silvestres
mostraron amplias variaciones en fecundidad
entre afnos y localidades que fueron atribuidas
a condiciones de suelo y clima, densidad de
herbivoros, competencia con malezas, enfer-
medades y otros factores ambientales. El creci-
miento poblacional a través de la produccion de
semilla es una limitante para especies anuales,
por ello caracteres que aumenten la produc-
cién o germinacion de semilla tienen un gran
efecto ecoldgico. Resultados preliminares en
poblaciones experimentales de girasol silves-
tre sometidas a flujo génico de un cultivo GM
(Bt) indicaron que el aumento de la produccion
de semilla determind mayor nimero de plantu-
las, mayor supervivencia hasta la edad repro-
ductiva, mayor numero de inflorescencias con
semilla y mayor area total de capitulo al afio
siguiente. El incremento en tamafio y numero
de las poblaciones silvestres de una especie
afectara a otras especies vegetales del habitat,
cuya frecuencia relativa podria disminuir.

Uno de los riesgos asociados al escape de
un transgén Bt de resistencia a insectos en una
poblacion silvestre es el potencial efecto adver-
SO sobre especies no-blanco (aquellas que no
reducen la produccién del cultivo) algunas de
las cuales pueden ser especialistas, alimentan-
dose con exclusividad de la especie silvestre
receptora. Como ejemplo, se pueden citar es-
pecies de artropodos que cumplen importantes
funciones como controladores biolégicos, poli-
nizadores y descomponedores. Las toxinas Bt
son altamente especificas para determinados
tipos de herbivoros (lepiddpteros, coledpteros,
dipteros) y la disminucion de uno de ellos pue-
de alterar las relaciones de competencia con
los demas. Las relaciones ecoldgicas entre
herbivoros suelen implicar un delicado equili-
brio demografico cuyo colapso podria contri-
buir a mayores niveles de infestacion y dano.

El uso comercial de cultivos Bt ejerce una
presion selectiva que podria favorecer la selec-
cion de insectos resistentes a las toxinas. La
descendencia podria heredar los genes de re-
sistencia y en unos pocos afnos, la biotecnolo-
gia desarrollada para el control de insectos se
volveria inefectiva. Para evitar esta situacion se
ha ideado la estrategia del cultivo refugio, que
consiste en sembrar una franja de variedad no
transgénica junto a la variedad Bt. Los insec-
tos se reproducen libremente en esa franja, de
modo que los raros portadores de resistencia
se mantendran en una frecuencia relativamen-
te baja en la poblacion total de insectos. Esta
estrategia se detalla en el capitulo 5. En culti-
vos de algoddén y maiz el sistema de refugios
es efectivo y ayuda a retrasar la resistencia en
insectos. La pérdida de la eficacia Bt es actual-
mente uno de los mayores riesgos ambientales
derivados del uso de biotecnologia agricola.
El primer caso de insectos Bt-resistentes se-
leccionado en laboratorio se encontré en una
poblacion de Plodia interpunctella. Sin embar-
go, la situacién en el campo es muy diferente.
Hasta la fecha, las unicas poblaciones natura-
les que han desarrollado resistencia a Bt han
sido poblaciones de Plutella xylostella (L.) en
plantas de berro en Hawai.

La transgénesis también puede tener efec-
tos inesperados en los cultivos. El contenido
de lignina del maiz Bt es perceptiblemente
mas alto que el de maiz no-Bt. Un cambio en el
contenido de lignina pude afectar la accion de
herbivoros y tener consecuencias ecoldgicas.

Conclusiones

El estudio de impacto ambiental precede
a la liberaciéon de cualquier nuevo evento de
transformacion en plantas para tener resulta-
dos confiables en el ambiente de la liberacion.
La mayor parte de los efectos no deseados del
escape de un transgén pueden evitarse me-
diante acciones planificadas anticipadamente:
manejo del cultivo, bancos de germoplasma,
cultivos refugio, etc. Sin embargo, la difusion
de un transgén hacia poblaciones silvestres
emparentadas es dificil de evitar debido a que
el polen de los cultivos puede alcanzar grandes
distancias. Los cultivos GM ya se utilizan en
gran escala, por lo que es necesario evaluar
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cuidadosamente el riesgo de escape de trans-
genes para cada uno de ellos. Esa evaluacion,
realizada por equipos multidisciplinarios, de-
beria considerar los siguientes aspectos: a)
Presencia de especies silvestres sexualmente
compatibles con el cultivo y la probabilidad de
que el transgén difunda en ellas. b) Cambios
en las caracteristicas de poblaciones de pato-
genos, insectos y malezas relacionadas con el
cultivo GM y medidas para evitar o retardar la
aparicion de biotipos resistentes. ¢) Cambios
en la dinamica de poblaciones de otras espe-
cies vegetales y animales que comparten el
habitat (polinizadores, parasitos y predadores,
microflora y fauna del suelo).
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VI. CAPITULO 4

Deteccion de OGM en la Cadena
Agroalimentaria

Florencia Longo; Ana Vicario

Introduccién

En el afio 1996 se aprobd6 para su comer-
cializacion en Argentina la primera variedad
vegetal mejorada que llevaba una caracteris-
tica transgénica. Se tratéo de una variedad de
soja con tolerancia a un herbicida. A partir de
ese momento y hasta la actualidad Argentina
ha aprobado 10 eventos transgénicos mas: 9
en maiz y 2 en algodon.

A grandes rasgos, una planta genéticamente
modificada es aquella a cuyo genoma se han
incorporado uno o0 mas transgenes mediante
alguna de las técnicas de ingenieria genéti-
ca. Estos transgenes poseen una secuencia
nucleotidica especifica y algunos de ellos se
expresan generando una proteina nueva en el
organismo, lo cual le va a conferir un nuevo fe-
notipo, o caracteristica especial a la planta.

Segun la definicion de la Comisiéon Nacional
Asesora de Biotecnologia Agropecuaria (CO-
NABIA), un organismo genéticamente modifi-
cado (OGM), “es un organismo al cual se le ha
introducido, en forma deliberada y controlada,
alguna modificacion en su material genético
haciendo uso de las técnicas modernas de bio-
logia molecular. Esta modificacién consiste en
incorporar informacion para conseguir que el
organismo adquiera una determinada caracte-
ristica que antes no poseia”. Se denomina en-
tonces “evento transgénico a un OGM carac-
terizado por un segmento especifico de ADN
nuevo que se ha insertado de manera definida
y controlada en el genoma original”.

Mundialmente existen otros eventos apro-
bados por distintos paises, en otras especies
como colza, alfalfa, papaya y tomate, entre
otros (www.ISAAA.org). Segun datos de la In-
ternational Service for the Acquisition of Agri-
biotech Applications (ISAAA), en el aino 2007
existian 23 paises que cultivan semillas trans-
génicas, siendo los ocho principales Estados

Unidos, Argentina, Brasil, Canada, India, Chi-
na, Paraguay y Sudafrica. Dentro de los paises
de la Union Europea se encuentran Francia,
Esparfia y Polonia quienes cultivan semillas con
algunos de los eventos existentes. En total su-
man 114,3 millones de hectareas OGMs para
sembradas con la campana 2007/2008.

La aplicacion de la biotecnologia moderna
en la cadena de produccién de los alimentos
ha generado grandes controversias en todo el
mundo. Esto ha provocado que muchos pai-
ses, especialmente los de la Uniéon Europea,
impongan restricciones al ingreso de productos
que contengan organismos modificados gené-
ticamente. Asi se han generado normativas
que regulan las transacciones internacionales
de estos productos, como el Protocolo de Car-
tagena sobre Seguridad de la Biotecnologia
del Convenio sobre la Diversidad Biologica.
Este protocolo establece un sistema regulato-
rio para el intercambio y manejo de los orga-
nismos vivos genéticamente modificados, con
especial énfasis en su movimiento transfronte-
rizo. Esto requiere de entrenamiento especiali-
zado tanto en técnicas de laboratorio como de
gestién de la produccion y de la armonizacion
internacional de estos métodos.

Aunque las normas de etiquetado y comer-
cializacion de granos genéticamente modifica-
dos (GM) y sus derivados difieren de un pais a
otro, en todos los casos se requiere de metodo-
logias capaces de detectar niveles muy bajos
de proteinas, acido desoxiribonucleico (ADN),
semillas o granos GM, éstos ultimos, con dis-
tinto grado de procesamiento industrial, y para
los cuales se puede solicitar determinar tanto la
presencia de estructuras comunes a cualquier
evento (lo que se denomina “screening”) como
la de eventos particulares y su cuantificacion.

Como se menciond anteriormente, la se-
cuencia que se introduce en un OGM puede
dar origen a una proteina y ésta, a su vez, a
un determinado fenotipo. Es por eso, que para
determinar la presencia de organismos trans-
geénicos en una muestra o lote de un determi-
nado producto, se podra verificar la presencia
de determinadas secuencias de ADN, de pro-
teinas o de caracteristicas fisiolégicas de las
plantas. Estas determinaciones podran ser de
tipo cualitativa o cuantitativas, dependiendo del
método analitico se que utilice.



A continuacioén se detallan los métodos y en-
foques de analisis mas utilizados. Asimismo,
se enuncian algunas consideraciones genera-
les al momento de llevar adelante los ensayos
y la estructura fisica que se recomienda que
dispongan los laboratorios que realizan este
tipo de ensayos. Finalmente se hace una revi-
sién de las normas internacionales que existen
en la materia.

Estrategias de analisis

Ensayos cualitativos

Los ensayos cualitativos se refieren a aque-
llos que dan una respuesta positiva o negati-
va respecto de la presencia de un analito. Es
decir, en el caso de los transgénicos, aquellos
que determinan presencia o0 ausencia de una
secuencia de ADN, de proteina o fenotipo de-
bido al transgén. Un ensayo tipicamente cuali-
tativo es el bioensayo, pero también lo es una
PCR (Polymerase Chain Reaction) en tiempo
final, un analisis de proteinas utilizando tiras
reactivas o un ensayo ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) cualitativo.

Ensayos semi-cuantitativos:

sub-muestreo

Estos ensayos implican el andlisis de una
determinada cantidad de sub-muestras de
analisis (grupos o “pooles”). Para cada sub-
muestra, la presencia o ausencia de un deter-
minado analito, se determina de manera cuali-
tativa. La estrategia radica en el analisis de una
determinada cantidad de grupos (N) de tamafio
conocido de semillas o granos (m) y la estima-
cion estadistica (siguiendo una distribucion bi-
nomial o de poisson) del porcentaje de analito
presente en la muestra. Existen planillas de
calculo con ayuda de las cuales se puede deci-
dir sobre el numero de semillas o granos a uti-
lizar y el tamafno y cantidad de grupos, segun
un porcentaje de confianza establecido para la
prueba y un limite maximo de OGM aceptado
para la muestra o lote en estudio (Programa
estadistico SeedCalc v8).

Esta estrategia puede llevarse a cabo utili-
zando tanto una PCR en tiempo final como en-
sayos para determinacion de proteinas (ensa-
yo inmunoldgico del tipo ELISA en placa o tiras

reactivas), teniendo en cuenta que el tamafo
de los grupos de analisis no debe ser mayor a
la sensibilidad del método utilizado (es decir,
si el método es capaz de detectar una semi-
lla transgénica en 500 semillas, los grupos de
analisis no deben ser mayores a 500 semillas).

Ensayos cuantitativos

Los ensayos cuantitativos se refieren a la
determinacion del porcentaje de OGM en una
muestra o lote. Esta cuantificacion es posible
debido a la metodologia empleada y no debido
a una estimacioén estadistica, como en el caso
del sub-muestreo. La técnica cuantitativa por
excelencia, ampliamente utilizada en las tran-
sacciones comerciales, es la PCR en tiempo
real o PCR cuantitativa.

Métodos de Deteccion

Bioensayos

Este método cualitativo consiste en la eva-
luacion de la respuesta fisiolégica de manera
de determinar la presencia del transgén bus-
cado, como por ejemplo la tolerancia a un her-
bicida. En el caso de plantas tolerantes a un
herbicida, el ensayo consiste en poner a ger-
minar las semillas y evaluar la emergencia de
plantulas normales bajo el efecto del herbicida.
El porcentaje de plantulas tolerantes se deter-
mina contando a aquellas normales sobre las
semillas totales. Paralelamente a este ensayo
debe realizarse el ensayo control, que consiste
en la prueba de germinacion sin el herbicida,
de manera de determinar el poder germinativo
de la muestra.

La evaluacion de la resistencia a insectos se
realiza mediante ensayos biolégicos complejos
y de larga duracién, y es por eso que los bio-
ensayos no son una alternativa practica para
dicha caracteristica.

El bioensayo para tolerancia a herbicida re-
quiere aproximadamente una semana para
completarse, o el tiempo que tome lograr ob-
tener una plantula para la especie en estudio.
La cantidad de semillas a evaluar se determina
segun el porcentaje de confianza con el que se
desee realizar la prueba y en funcion del limite
maximo de OGM aceptado para la muestra o
lote (www.seedtest.org).



Determinacion de proteinas

Las proteinas producto de la expresion de un
transgén pueden determinarse utilizando una
reaccion inmunolégica de tipo proteina GM-an-
ticuerpo que es posible realizar tanto en placa
(ELISA), como sobre un soporte de nitrocelulo-
sa (tiras reactivas o inmunostrips). Basicamen-
te estos ensayos consisten en la deteccién de
la sustancia de interés (la proteina) mediante la
formacion de un complejo antigeno-anticuerpo
que luego es detectado mediante un comple-
jo enzimatico que se une especificamente al
complejo anterior permitiendo su visualizacion.
Es aconsejable que se realicen sobre semillas/
grano u otro material vegetal “joven”, ya que
las proteinas se degradan con facilidad, y es
por eso también que no se recomienda su uso
para casos de alimentos procesados.

El nivel de expresion de las proteinas varia
segun el tejido del que se trate, desde niveles
muy altos hasta trazas casi imperceptibles. Es
por eso que se recomienda, ademas de seguir
-en el caso de utilizar los “kits” comerciales-,
las instrucciones del fabricante, contar con los
correspondientes controles de los ensayos.
Utilizando esta metodologia se pueden obte-
ner resultados en unas pocas horas. Segun el
evento transgénico del que se trate, los niveles
de proteinas varian en los distintos tejidos de
la planta. Pueden ser mucho mas altos en ho-
jas o raices y practicamente nulos en granos
y por lo tanto es bueno considerarlo antes de
tomar decisiones sobre los ensayos a realizar.
Para obtener mas informacion sobre tejidos de
expresion de proteinas transgénicas se puede
consultar el sitio AGBIOS (http://www.agbios.
com).

Asimismo, hay que considerar que distintos
eventos trangénicos han incorporado las mis-
mas proteinas por lo que no es posible, en es-
tos casos, determinar de qué evento se trata si
el resultado es positivo.

Este tipo de analisis solo tiene utilidad cuan-
do se lo realiza sobre muestras o tejidos que
expresan la proteina GM y en productos sin
procesamiento como hojas, granos y los pri-
meros productos de la molienda, pero no en
alimentos donde las proteinas se desnatura-
lizan por completo y pierden sus propiedades
inmunoldgicas. Por otra parte, la deteccion de

la proteina GM depende de que ésta se expre-
se en el tejido de andlisis. Puede ocurrir que no
sea posible generar un anticuerpo para detec-
tar la proteina introducida debido a que es muy
similar a proteinas propias de la planta original
y por lo tanto no se pude obtener un anticuerpo
que detecte a la proteina introducida sin detec-
tar también la ya presente en la planta, lo que
se denomina reaccion cruzada.

La determinacién de proteinas es un ensayo
de tipo cualitativo, aunque en el caso de ELISA
en placa, es posible ajustarlo de manera tal de
poder realizar una determinacién cuantitativa.
En el caso que se realicen ensayos utilizando
una estrategia de sub-muestreo, debe tenerse
en cuenta el nivel de sensibilidad del ensayo
(tanto en ELISA como en tiras reactivas). La
cantidad de semillas o granos a evaluar asi
como la cantidad de grupos y su tamano, se
determina segun el porcentaje de confianza
con el que se desee realizar la prueba y en fun-
cion del limite maximo de OGM aceptado para
la muestra o lote (www.seedtest.org).

Este tipo de determinacion es sencilla de rea-
lizar y no necesita alta capacitacion del perso-
nal ni materiales o equipos sofisticados. Entre
los inconvenientes que presenta se encuentran
que no permite la identificaciéon entre cultivos
distintos que presentan la misma proteina GM
(ya sea en cuanto a especie o con relacién a
la construccion introducida). Sumado a ello, es
preciso aclarar que su utilizacion para la cuan-
tificacion puede conducir a errores debido a las
diferencias en los niveles de expresion de la
proteina GM por el origen del tejido, su varia-
cion con la edad de la planta o por el efecto de
las condiciones ambientales en las cuales se
desarrolla.

Existe una gran diversidad de anticuerpos
para distintas proteinas provenientes de un
transgén. Se puede obtener mas informacion
visitando las paginas web de distintos provee-
dores.

Determinacién de secuencias

transgénicas

La determinaciéon de secuencias de ADN,
molécula que lleva la informacion genética de
un organismo, es uno de los ensayos mas uti-
lizados para estudiar la presencia de un tran-



gén. Este analisis se lleva a cabo mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, o PCR
en sus siglas en inglés.

Esta reaccion imita lo que ocurre naturalmen-
te al momento de duplicarse la carga genética
de una célula (duplicaciéon del ADN), sélo que
en este caso se copia un solo y relativamente
pequeino fragmento de ADN de manera tal de
generar miles de copias. La PCR es una reac-
cion quimica exponencial, es decir, a partir de
un fragmento de ADN, se obtienen dos, y de
esos dos, cuatro y luego ocho, etc. Esto hace
que luego de 30 ciclos de amplificacién, se ob-
tengan miles y miles de fragmentos iguales,
permitiendo asi la visualizacion de los mismos.
Esta visualizacién puede hacerse mediante
distintos procedimientos. Los mas frecuentes
son en geles de agarosa, geles de poliacrilami-
da o sistemas cuantitativos de deteccién como
en el caso de la PCR en tiempo real.

La PCR es un proceso altamente especifico
que permite determinar el evento transgénico
que contiene una muestra, algo que no se pue-
de lograr de manera fehaciente con los otros
métodos, como los que nos permiten evaluar
una respuesta fisioldgica o la presencia de de-
terminadas proteinas. Esta especificidad esta
dada por los “primers” o cebadores que son pe-
quenos fragmentos de ADN que reconocen la
secuencia a amplificar y se adhieren a ella (lo
que se conoce como “annealing”) permitiendo
iniciar la reaccion de amplificacién. Distintos
“primers” son capaces de pegarse en diferen-
tes zonas del fragmento de ADN introducido.
Estas zonas son cuatro: secuencias promoto-
ras o terminadores que suelen ser comunes a
varios eventos; el gen que confiere el caracter
especifico; una region denominada “construc-
cién especifica” que es aquella que vincula
distintos elementos del fragmento de ADN in-
troducido, por ejemplo la regién promotora y el
gen; y lo que se denomina “evento especifico”
que es una region que vincula el fragmento in-
troducido con el genoma original de la planta.

El ensayo de PCR puede ser de tipo cualita-
tivo, lo que se conoce como PCR convencional
o en tiempo final, o cuantitativo, refiriéndose
a la PCR en tiempo real. En el primer caso,
se puede estimar el porcentaje de un OGM en
una muestra o lote siguiendo una estrategia

de sub-muestreo, como se explicd mas arriba,
siempre contando con los controles adecuados
para el ensayo.

En el caso de la PCR en tiempo real, se ob-
tienen resultados cuantitativos, debido a que
se realiza una reaccion con caracteristicas es-
peciales. La técnica de PCR en tiempo Real re-
sulta ser una alternativa a la PCR convencional
con la que se obtienen resultados cuantitativos
muy precisos del numero de copias o la acti-
vidad transcripcional de un gen particular en
un menor tiempo. La denominacion de “tiempo
real” se debe a que el ADN amplificado pue-
de ser detectado en linea durante el proceso
de PCR y no al final del mismo, como sucede
con la PCR convencional. La lectura de los re-
sultados se realiza durante la fase exponencial
de la reaccion, garantizando asi una cuantifi-
cacién mas adecuada y precisa del producto
amplificado.

La PCR en tiempo real permite obtener una
mayor sensibilidad y especificidad y reduce la
posibilidad de contaminacion por presencia de
productos de PCR ya que no es necesario, una
vez terminada la reaccién, manipular los pro-
ductos de amplificacion (ver mas adelante las
consideraciones generales para los ensayos).
Entre las desventajas que presenta frente a la
PCR convencional se puede sefialar su mayor
costo, tanto en el equipo como en los reacti-
vos utilizados y la complejidad del disefio de
los cebadores y sondas, que en muchos casos
resulta mas exigente.

La PCR en tiempo real combina el uso de un
termociclador, un fluorimetro y un ordenador. El
termociclador efectia la PCR en condiciones
donde un fluorocromo excitado por un laser va
emitiendo una senal de manera proporcional a
la cantidad de ADN que se va generando du-
rante los sucesivos pasos de la reaccion. La
emisién de la sefal fluorescente es enviada al
lector de fluorescencia que cuantifica la senal
emitida. El ordenador procesa la informacion
y despliega, durante cada ciclo de amplifica-
cion, la fluorescencia leida en cada muestra.
La sefial aparecera claramente a partir de un
numero determinado de ciclos, dependiendo
de la concentracion de partida de la secuencia
de interés, es decir, la senal es apreciable por
el equipo una vez que sobrepasa el limite infe-



rior de deteccion. A partir de ése momento, la
cinética de la reaccion debe permitir la acumu-
lacién de la sefal de manera exponencial en el
tiempo. La sefal de fluorescencia generada es
directamente proporcional a la cantidad de pro-
ducto de PCR amplificado. Existen actualmen-
te distintas metodologias para la deteccion del
producto de amplificacion utilizando la PCR en
tiempo real. Ellas son las sondas fluorescen-
tes y los agente intercalantes de ADN. Desde
hace algunos afos, esta metodologia ha sido
adoptada para realizar los analisis de validez
comercial.

Nuevas metodologias

Cada vez son mas los eventos transgénicos
aprobados para su comercializacion. Anterior-
mente, utilizando “primers” para la amplifica-
cion de la secuencia promotora denominada
35S, o el terminador NOS, comunes a la ma-
yoria de los eventos, era posible determinar la
presencia de ADN transgénico en una muestra.
Si no se detectaba la presencia de alguna de
esas secuencias en la muestra, se podia inferir
que ésta no contenia el 90% de los eventos co-
merciales. Se prevé que en el futuro, existiran
gran diversidad de secuencias a determinar
(debido a nuevos genes introducidos) y que, si
las exigencias comerciales de etiquetado con-
tinuan, se requerira de sistemas mas sofistica-
dos que permitan detectar varias secuencias a
la vez y de manera rapida.

Existe una tecnologia, relativamente nue-
va, denominada de microchips o microarrays
0 micromatrices, que podria permitir detectar y
cuantificar en un solo ensayo la presencia de
cientos o miles de secuencias. A grandes ras-
gos, una micromatriz es un pequefio soporte
sélido del tamano de un cubre objetos de los
utilizados en microscopia optica, en el cual se
han fijado puntos ordenados y microscopicos
de secuencias de ADN de simple cadena co-
nocidas. Estas secuencias tienen la capacidad
de pegarse (hibridar) con un ADN que le sea
complementario, y que estard marcado con
una molécula fluorescente. Si existen secuen-
cias complementarias, ocurrira la hibridacion y
el punto de la micromatriz quedard marcado.
Para poder realizar la observacion de este pe-
quefo punto, un aparato de barrido especial

realizara la lectura, identificando los puntos
marcados y por lo tanto las secuencias que es-
tén presentes en la muestra bajo analisis.

La ventaja que presentan las micromatrices
es que posibilita la deteccion simultanea de de-
cenas de miles de secuencias de ADN distin-
tas. Entre los inconvenientes que se presentan
se puede sefalar los costos elevados, la falta
de referencias adecuadas para la validacion
del método, la complejidad sobre los criterios
a utilizar para la interpretacion estadistica de
los datos obtenidos asi como las dificultades
para obtener resultados cuantitativos sensibles
y reproducibles para los niveles exigidos en la
actualidad para la deteccién de OGMs.

Actualmente se encuentra en el mercado un
sistema para deteccion simultanea de eventos
transgénicos que se basa en una PCR en tiem-
po final. Es el denominado GMO Dualchip que
contiene 14 genes y 20 controles en triplica-
do. Para mas informacién se puede consultar
www.coextra.eu/researchlive/reportage  1120.
html.

Valoracion comparativa de los distintos
métodos de analisis

Ver Tabla comparativa (tabla 1).

Consideraciones generales sobre
los ensayos

Falsos Negativos

Se define como “falsos negativos” a aquellas
reacciones para las que NO se detecta proteina
o secuencia de ADN, cuando en realidad si la
contienen. Estos resultados pueden darse por
diversas razones: la presencia de sustancias
inhibidoras de la reaccion que se esta llevando
a cabo; ADN o proteinas degradados por diver-
sos motivos (por ejemplo, tratamientos y tiem-
pos excesivos previo al envio de la muestra al
laboratorio, por tratamientos de preparacién
de la muestra en el laboratorio); tamano de la
muestra inferior al requerido para el analisis;
incorrecta eleccién del método o de la estrate-
gia de analisis, presencia del analito a detectar
por debajo del limite de deteccion del método.
Para la deteccién de los falsos negativos se
utilizan de manera rutinaria distintos controles
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durante el analisis. Entre estos controles, se
encuentran las muestras positivas para la ca-
racteristica a detectar y controles especificos
para la deteccion de sustancias inhibidoras del
analisis.

Falsos positivos

Se define como “falsos positivos” a aquellas
reacciones para las que se detecta proteina o
secuencia de ADN, cuando en realidad NO la
contienen. Gran parte de este tipo de resulta-
dos no provienen de la muestra original, sino
que se deben a la contaminacion de la misma
por errores de manipuleo. La contaminacién
puede darse a lo largo de todo el proceso de
andlisis. Esta puede ser previa al envio de la
misma al laboratorio asi como dentro del la-
boratorio, ya sea durante la preparacion de la
misma para el analisis como en el momento
de su deteccion especifica. La técnica de PCR
es muy sensible, por lo tanto niveles infimos
de contaminacion con ADN en una muestra
pueden generar un resultado positivo falso. La
amplificacién repetida del mismo fragmento de
ADN (amplicén) va generando cientos de miles
de millones de copias dentro del mismo labo-
ratorio y estas copias pueden contaminar las
nuevas muestras y los reactivos si no se tienen
cuidados especiales. Ademas, restos de mo-
lienda de semillas o granos u otros tejidos ve-
getales de muestras previas, pueden llevar la
contaminacion a nuevas muestras. Asimismo,
en el caso de la PCR pueden informarse fal-
sos positivos por eleccidon de una estrategia de
deteccion inadecuada. Los casos mas comu-
nes se dan cuando se realiza la deteccion del
Promotor 35S en cruciferas o en alimentos que
las contengan (por infeccién con el virus del
Mosaico del Coliflor) y en el caso de Agrobac-
terium con la deteccion del Terminador NOS.

Para la deteccion de los falsos positivos se
utilizan de manera rutinaria controles nega-
tivos. Estos controles consisten en muestras
gue no contienen la caracteristica especial que
cada método permite detectar (secuencia de
ADN, proteina o directamente la matriz a ana-
lizar).

Limite de Deteccion y Limite de

Cuantificacion

Se considera como limite de deteccion a la
minima concentracién del analito de interés

presente en la muestra, que puede ser detec-
tado. Este limite varia de acuerdo al método de
eleccion y dentro de cada método, de acuerdo
al tipo de muestra analizada.

El limite de cuantificacién es la menor con-
centracion del analito de interés presente en la
muestra de estudio que puede ser cuantificado
con un aceptable nivel de exactitud y precision.

En ambos casos, dependera de la matriz so-
bre la que se realiza el analisis y del método
en si mismo. Es de suma importancia conocer
estos limites de manera de aplicar adecuada-
mente los métodos. El laboratorio debera en-
tonces validar sus metodologias mediante en-
sayos de validacion y en lo posible mediante
pruebas de interlaboratorio.

Los materiales de referencia

Los materiales de referencia son una herra-
mienta fundamental para cualquier analisis.
Por un lado, permiten conocer como se com-
porta el método con una muestra positiva y con
una negativa para la caracteristica a detectar,
y por otro son fundamentales para la validacion
del mismo y su comparacion con otros labora-
torios. Comercialmente se encuentran materia-
les de referencia disponibles y confiables para
distintos eventos y concentraciones. Los mas
utilizados y difundidos son las harinas o granos
GM, las secuencias de ADN vy los plasmidos.

En la actualidad no existe un unico material
de referencia que pueda aplicarse para la de-
teccion y/o cuantificacion de todos los produc-
tos a ser analizados. Ello conduce a que, cuan-
do estén disponibles, éstos deben ser elegidos
y utilizados de acuerdo al tipo de matriz que se
quiere analizar. No siempre es sencillo estable-
cer cual es el mejor material de referencia a ser
utilizado como control positivo, sobre todo para
efectos de cuantificaciéon, ya que el nimero de
copias por genoma haploide varia para cada
evento, ademas de la existencia de variables
propias para las matrices de cada muestra.
En relacion a los controles negativos, se debe
asegurar la ausencia de la caracteristica GM
por debajo de cierto umbral y con un rango de
tolerancia.

La tematica de los materiales de referencia
presenta una serie de consideraciones, com-
plejidades, problematicas y usos que exceden



los limites de este capitulo. Es por ello que sélo
se hace esta mencion a los mismos.

Redaccidn del informe de resultados

Los resultados de cada ensayo efectuado
por el laboratorio, deben ser informados en
forma exacta, clara, no ambigua y objetiva. Es
necesario que se especifiquen los datos del la-
boratorio que realizé el ensayo y los datos del
cliente, asi como también la descripcién del
método utilizado con sus respectivos limites de
deteccion y cuantificacion, cuando correspon-
da. Ademas, deben indicarse las condiciones
y cantidad de muestra recibida en el laborato-
rio asi como la cantidad utilizada para hacer
el analisis, los materiales de referencia utili-
zados y su resultado (que deben ser segun lo
esperado), el nivel de confianza de la prueba y
cualquier observacion o interpretacion que se
considere necesaria.

La forma correcta de presentar los resulta-
dos para analisis de tipo cualitativo debe conte-
ner: “No se detectd” o en el caso de dar positivo
“Se detecto la presencia de material GM o de
la secuencia XX o proteina XX en la muestra
al limite de deteccion de la técnica”. Cuando
corresponda, se puede informar el lote a partir
del cual se tomd la muestra analizada.

En el caso de resultados para analisis cuan-
titativos, se informara como "Menor al limite de
deteccion de la técnica” (para aquellos resulta-
dos donde no se detecte el analito en estudio)
y en valor numérico (porcentaje) cuando el re-
sultado sea positivo y no supere el rango de
linealidad del método de laboratorio. Siempre
deben quedar indicadas en el informe las uni-
dades en las que se expresan los resultados
asi como los limites de deteccion, de cuantifi-
cacion y la incertidumbre para la matriz en es-
tudio.

En el caso de analisis por PCR todavia no
existe una unica forma de expresar los resul-
tados. Es por ello muy importante para la com-
prension de los resultados que cada laboratorio
indique claramente las unidades en que infor-
man los mismos. Algunas de estas expresio-
nes refieren a “masa GM/masa total de la ma-
triz”, “secuencias de ADN GM /ADN total en la
matriz por especie”. Para el caso de semillas,
ISTA se ha manifestado al respecto (consultar
www.seedtest.org).

Existen ademas multiples consideraciones,
ya sean bioldgicas, de muestreo o del método
analitico a tener en cuenta cuando se realiza la
cuantificaciéon. Entre ellas sefialamos el estado
de ploidia de la matriz bajo andlisis, el esta-
do de cigosis, el método de deteccién elegido,
el muestreo utilizado y la cantidad de muestra
para la realizacion del analisis asi como los ma-
teriales de referencia utilizados y la presencia
de eventos apilados en la matriz bajo estudio.

Consideraciones generales para la

infraestructura basica de los laboratorios

El laboratorio donde se realizan los analisis
debe ser un ambito de trabajo que permita la
adecuada realizacion de los mismos. Para ello
se requiere contar con instalaciones y condi-
ciones ambientales que cumplan con los requi-
sitos de confort y con los recursos necesarios
para no poner en riesgo al personal que tra-
baja en el mismo ni la calidad de los analisis
realizados. El grado de complejidad de esta
infraestructura depende del tipo de analisis en
cuestién. Los laboratorios con mayor grado de
sofisticacion en su infraestructura y condicio-
nes de trabajo son aquellos que utilizan la téc-
nica de PCR.

Debido a la contaminacion cruzada que se
puede originar, especialmente cuando se rea-
lizan ensayos por PCR, es fundamental tener
maximos cuidados en el manipuleo de las
muestras y de todos los materiales e instru-
mentos utilizados para realizar los ensayos.
En este tipo de laboratorios se requiere de un
ambito de trabajo especialmente disefiado con
cuatro areas separadas para las distintas eta-
pas del analisis y con un flujo unidireccional
de la muestra desde el ingreso (zona limpia,
donde no hay productos de amplificacion) has-
ta la zona donde se leera el resultado (zona
"sucia").

En el primer cuarto se realiza la preparacion
-y en aquellos caso que se requiera- molien-
da de la muestra, en el segundo se realiza la
extraccién y purificacion el ADN, en un tercero
se prepara la reaccion de PCR y en el ultimo
se produce la amplificacion (y observacion del
resultado en el caso de la PCR cuantitativa) y
luego la electroforesis. En este ultimo paso,
para el método de PCR en tiempo final, se abre



el tubo de reaccion y es donde existe mayor
posibilidad de “escape” de los productos de
amplificacién, por lo tanto es el punto de mayor
posibilidad de contaminacion. Es conveniente
que el primer y ultimo cuarto tengan presién
negativa (de manera de sacar al exterior la po-
sible fuente de contaminacion), mientras que
en el de purificacién y PCR la presion debe ser
positiva (permitiendo el ingreso de aire limpio).

Cada cuarto debe ser limpiado regularmen-
te con hipoclorito de sodio, en lo posible po-
seer un sistema de luz ultra violeta (UV) para
la destruccion del ADN y contar con sus pro-
pios elementos de seguridad para el trabajo
(guardapolvos, guantes, anteojos protectores),
instrumentos y materiales (equipos en general,
pipetas, tips). Se recomienda que sélo perso-
nal autorizado para el trabajo dentro de cada
area ingrese a los laboratorios para minimizar
el transporte de productos de amplificacion de
un cuarto a otro.

Los organismos internacionales y

la determinacién de OGM

Normas ISO

La Internacional Standarization Organiza-
tion (ISO en sus siglas en inglés), a través del
Working Group 7 (WG 7) se ha ocupado en los
ultimos 8 afios de la redaccién de normas es-
pecificas en el tema. Estas se han desarrollado
bajo el Acuerdo de Viena donde la Comision
Europea de Normas (CEN) es quien lidera el
desarrollo normativo. En la actualidad 5 nor-
mas han sido publicadas bajo el Acuerdo y una
Especificacion Técnica (TS) que soélo fue publi-
cada por ISO. Estas normas son:

Protein Based Methods (ISO 21572 - Publi-
cada en 2004; Modificada en el afio 2005 don-
de el anexo paso a ser informativo).

Nucleic Acid Extraction (ISO 21571 — Publi-
cada en febrero 2005).

Qualitative Nucleic Acid Based Methods (ISO
21569 - Publicada en julio 2005).

Quantitative Nucleic Acid Based Methods
(ISO 21570 - Publicada en noviembre 2005).

General Requirements and Definitions (ISO
24276 - Publicada en febrero 2006).

Acceptability Criteria for Methods (TS — ISO
21098 - Publicada en febrero 2006).

La norma que discute el tema de toma de

muestras propuesta por la CEN, fue rechaza-
da por ISO, dado que manifesté que ya cont-
aba con normas especificas para la toma de
muestra para el caso de cereales y oleagino-
sas. Este documento sélo continud su estudio
dentro de la normativa CEN.

Reglas ISTA

La Asociacion Internacional de Analisis en
Semillas (ISTA en sus siglas en inglés) pub-
licd en el afio 2006 su estrategia para la de-
terminacion de semillas GM. Especificamente
manifiesta que, debido a que las técnicas para
determinacion de trangénicos son tan diversas,
y que se espera que continuamente se incor-
poren nuevos ensayos debido a la aparicién
de nuevos eventos, no es posible fijar metod-
ologias. Es por ello, que elabora una estrategia
de acreditacién de laboratorios para la detec-
cion de caracteristicas especificas. La misma
se basa en el cumplimiento de una serie de
requisitos técnicos, de capacitacion, de desem-
peno y de la gestion por parte de los laborato-
rios. Mas detalles sobre los documentos referi-
dos a este tema se pueden encontrar en www.
seedtest.org.

Consideraciones finales

El desarrollo y aprobacion para la comercial-
izacion de los distintos cultivos genéticamente
modificados en el mundo ha generado diversas
y variadas acciones y reacciones. En el ambito
del comercio mundial se han puesto en marcha
distintos procedimientos, legislaciones y proto-
colos tendientes a conocer y regular su produc-
cion y comercializacion.

La necesidad de monitorear, identificar y en
algunos casos cuantificar la presencia o no
de OGMs y sus derivados ha generado el de-
sarrollo y la implementacion de distintas her-
ramientas analiticas que permiten la deteccién
de los diferentes cultivos GM y sus derivados.
Asimismo, los laboratorios han debido desarr-
ollar, adaptar y validar métodos para poder de-
tectar este tipo de eventos.

Distintos organismos internacionales dedica-
dos ala elaboracion de normas se han ocupado
del desarrollo de diversos procedimientos con
la intencion de unificar criterios para la determi-
nacion de OGMs. Este desarrollo normativo se



encuentra todavia en discusion, principalmente
para el caso de granos y alimentos. Los princi-
pales puntos de conflicto se refieren a la toma
de muestra y a la expresién de los resultados
para las PCR cuantitativas.

La constante aprobacién de nuevos even-
tos en los distintos paises plantea el desafio
de la continua actualizacion y el desarrollo de
nuevos métodos y sistemas para la determi-
nacion de OGMs en semillas granos y alimen-
tos que se dirigen a paises con sistemas de
control de OGMs

Es de esperar que en el futuro las decisiones
que involucren la implementacion de siste-
mas de control de OGMs tengan en cuenta las
distintas y multiples voces y situaciones, aun
aquellas que parecen antagoénicas. Para ello,
sera fundamental que las decisiones politicas
y los fundamentos cientificos trabajen de man-
era conjunta y coordinada.

Lecturas recomendadas

CONABIA. Definicion de eventos.
http://www.sagpya.mecon.gov.ar/new/0-0/
programas/biotecnologia/respuestas.php
CONABIA. Eventos aprobados comerciales.
http://www.sagpya.mecon.gov.ar/new/0-
O/programas/conabia/bioseguridad_
agropecuaria2.php#eventos
ISAAA. www.ISAAA.org.
http://www.isaaa.org/resources/publications/
briefs/37/executivesummary/default.html
ISTA www.seedtest.org. Herramientas estadisticas
para el analisis de semillas.
http://www.seedtest.org/en/content---1--1143.html
ISTA www.seedtest.org. Informaciéon referida a
analisis de OGM.
http://www.seedtest.org/en/info_platform_for_gm_
seed_content---1--1195.html.
ISTAwww.seedtest.org.Acreditacionde Laboratorios
que realizan ensayos de determinacion de OGM.
http://www.seedtest.org/en/for_specified_traits_
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VI. CAPITULO 5

Manejo integrado de plagas —
Programa de Refugios

Viviana Confalonieri; Cecilia Roca

La bioseguridad es uno de los puntos clave
que debe ser abordado cuando se introducen
organismos genéticamente modificados (OGM)
en un ecosistema, asi como la perduracion en
el tiempo del efecto benéfico de estos OGM,
particularmente en aquellos casos en los que
se han introducido genes de tipo insecticida.

Los cultivos GM con propiedades insectici-
das que se encuentran actualmente en el mer-
cado, producen una proteina cristalina (Cry)
que proviene de la bacteria Bacillus thuringien-
sis (Bt). Estas proteinas son letales para los in-
sectos susceptibles ya que al ser ingeridas de-
gradan las paredes de su tubo digestivo. Este
efecto constituye la base de la defensa contra
insectos plaga de todos de los OGM comercia-
les que se cultivan de la actualidad, reduciendo
de este modo el uso de insecticidas quimicos,
lo que se traduce en beneficios tanto econémi-
cos como para la salud y el medio ambiente.

Los organismos Bt fueron cultivados por
primera vez a gran escala en 1996, gracias al
aval de la “Environmental Protection Agency”
(EPA) que permitié su uso comercial. En el afio
2007, casi 42 millones de hectareas en todo
el mundo presentaban estos cultivos, con una
cantidad acumulativa de mas de 200 millones
desde 1996. Aunque en la actualidad existe
una gran diversidad de toxinas Bt, durante la
primera década se cultivaron casi exclusiva-
mente algodén y maices transgénicos para las
toxinas Cry1Ac y Cry1Ab, respectivamente.
Estas toxinas matan alguna de las mas impor-
tantes plagas de lepidopteros.

El aval dado por la EPA en 1996 fue consi-
derado por muchos cientificos y ambientalistas
como muy prematuro. La mayor preocupacion
era que se carecia de informacion sobre la
forma de evitar que las especies blanco ge-
neraran resistencia al caracter introducido, ya
que existian evidencias de que éste fendmeno
podia ocurrir en el laboratorio. Esto implicaba
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no solo un riesgo en cuanto a la efectividad de
los cultivos Bt, sino que también en cuanto a la
pérdida de uno de los mas exitosos insectici-
das microbianos con los que se contaba hasta
ese momento. Se considerdé necesario enton-
ces crear un programa de “manejo integrado
de plagas” especificamente disefiado para el
sector agropecuario, que prevenga justamente
el aumento de la resistencia en las poblaciones
de insectos que se queria atacar.

El programa de manejo mas conocido que
se aplica en la actualidad es el de “alta dosis +
refugio” a través del cual altos niveles de expre-
sion de la toxina en las plantas Bt se asocian a
“refugios” o extensiones de campo cultivados
con plantas libres de Bt. Este programa se vie-
ne aplicando hasta ahora con relativo éxito en
plantas transgénicas para una unica toxina y
se cree que sera necesario de aplicar también
para los cultivos “dobles Bt”.

La funcién de los refugios es la de mantener
alelos susceptibles en las poblaciones de in-
sectos. Los insectos susceptibles que se desa-
rrollan en gran numero sobre plantas no trans-
génicas se cruzaran con los potenciales insec-
tos resistentes que puedan sobrevivir en las
plantas transgénicas. La progenie heterocigota
que resulte de estos cruzamientos sera elimi-
nada por las altas dosis de proteina insecticida
presente en las plantas transgénicas (figura 1).
En este sentido, juega un papel importante la
dosis de la toxina en las plantas Bt, ya que la
dominancia funcional de los resistentes dismi-
nuye a medida que aumenta la concentracién
de la toxina. Si los heterocigotos mueren en las
plantas Bt, condicion que se cumple a medida
que el alelo resistente se hace mas recesivo, la
resistencia tardara muchas mas generaciones
en fijarse.

La teoria que subyace a los programas de
manejo integrado se basa fundamentalmente
en modelos genético-poblacionales. Los mo-
delos son conjuntos de hipotesis sobre como
se relacionan determinados parametros en un
sistema, y permiten simplificar una realidad en
la que interactuan diversos factores de manera
compleja. Los parametros que se incorporan
en este caso son poblacionales, tales como las
frecuencias iniciales de los alelos de resisten-
cia y los coeficientes de seleccion asociados a
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Modificado de Pittendrigh y col., 2004,

Figura 1. RR, RS y SS genotipos homocigotos resistentes,
heterocigotos y homocigotos sensibles a la toxina Bt, respec-
tivamente. Las flechas indican que los insectos pueden circu- .
lar libremente entre las regiones con plantas transgénicas Bt

y con plantas libres de Bt, o refugios.

los distintos fenotipos sensibles y resistentes.
De este modo, es posible predecir bajo distin-
tas condiciones ambientales, como sera la evo-
lucion del caracter en cuestion y estimar valo-
res de fundamental importancia para el sector
agropecuario, como lo es el porcentaje minimo
de superficie libre de Bt que se requiere cultivar
para evitar que el alelo de resistencia se fije.

El propdsito de este capitulo es explicar des-
de una perspectiva genético-poblacional los
fundamentos de estos modelos tedricos y su
valor como herramienta predictiva en progra-
mas de manejo integrado de plagas. Asimismo,
otro objetivo es el de describir los elementos
tipicos que componen un plan de manejo de
resistencia de insectos y por ultimo, presentar
un panorama sobre la manera en que estos
planes se aplican en Argentina.

Modelos poblacionales y la

evolucion del gen de resistencia

Como se menciondé previamente, los mode-
los son simplificaciones de una realidad que
es de por si compleja. Estas simplificaciones
implican supuestos que se deben cumplir si se
quiere que el modelo efectivamente refleje esa
realidad. En el caso particular que se trata en
este capitulo se trabajara con una poblacién
de insectos que presenta variabilidad para el
caracter “resistencia a la toxina Bt”", y se ana-
lizara, mediante modelos matematicos, como
evolucionaria ese caracter a través de las ge-

‘:’ Plantas Bt

transgénicas

l:l Refugio

Genotipo muerto
por toxina

neraciones. El caracter se su-
pone que presenta cierto valor
selectivo, el cual varia de acuer-
do al microambiente disponible:
zona con plantas Bt y zona libre
de plantas Bt (refugio). Asimis-
mo, existirian solo dos alelos
para ese caracter, S o alelo de
sensibilidad y R, o alelo de re-
sistencia. Se definird “p” como
la frecuencia poblacional del
alelo “R” y “q” como la frecuen-
cia del alelo “S”.

Oftros supuestos seran que:
las generaciones de in-
sectos no se superponen.
* las poblaciones son de ta-

mano infinito.
el apareamiento es al
azar.

* no existe migracion.

* no existe mutacion.

* los coeficientes de seleccién son simila-

res en ambos sexos.

A continuacién se deducira el cambio en la
frecuencia del alelo R luego de una genera-
cion de seleccidn, siguiendo el modelo clasico
descrito en Hartl y Clark (1989) (tabla 1). En la
generacién “t” se parte de gametas portadoras
del alelo de resistencia R y gametas portadoras
del alelo de sensibilidad S, en frecuencias py q
respectivamente. Debido a que existe aparea-
miento aleatorio, las frecuencias de los zigotos
que se formen responderan a las frecuencias
del equilibrio de Hardy Weinberg: p?, 2pq y g2
Sin embargo, sobre esos zigotos actuara la se-
leccién natural (ejercida en este caso particular
por los efectos de la toxina Bt) modificando la
contribucién de adultos a esa generacion t + 1
de los genotipos RR, SR y SS en un factor que
dependera del valor adaptativo (W) de cada
uno de ellos (W, Wq, y W, respectivamente)
(tabla 1). Las frecuencias genotipicas relativas
se calculan dividiendo por el valor adaptativo
medio de la poblacion (W ,,) que es igual a:

WM=p2WRR+2quSR +q2Wss=p(pW
+qW  )+q@W +pW)

RR

Las frecuencias de las gametas de cada tipo
(p y 9q) en la generacion t + 1 se calculan me-
diante la formula:
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Tabla 1. Cambio en las frecuencias genotipicas relativas luego de una generacion de seleccion.

Generacion Estadio del ciclo de Frecuencias
vida
t Gametas R S
Frecuencia de las
gametas P q
t+1 Genotipos RR SR SS
Frecuencia de los 2 5 2
genotipos (zigotos) P Pq 9
Fitness (viabilidad) Wgrr Wggr Wgs
Contribucion ponderada p2 Ws 2pq Wer qz Was

(adultos)

Frecuencia relativa de
cada genotipo luego de
una generaciéon de
seleccién

Wrr!/ Wy 2pq Wer/ Wy Q* Weg/ Wy,

p= frecuencia relativa de homocigotos RR +
Y de la frecuencia relativa de het. SR

g= frecuencia relativa de homocigotos SS +
Y2 de la frecuencia relativa de het. SR

Reemplazando de acuerdo a la tabla 1, se
obtiene:

Pus= (PP Weg + 22pq W ) /W, = (p (P Wiy
+q W) W,

Qus= (q2 Wss + 7% 2pq WSR) / WM = (q (q Wss
+p W) /W,

El cambio en la frecuencia génica luego de
una generacion de seleccion para el alelo R,
Ap, sera entonces:

Ap =P, =P, =((P (P W + qW)) /W) -p

que es lo mismo que,

Ap: (p q (p (WRR - WSR) +q (WSR - Wss))) /
W, ec.1

De este modo se llega a un modelo poblacio-
nal que permitira estimar cémo sera el cambio
en la frecuencia del gen de resistencia, el cual
dependera de su frecuencia inicial y de los va-
lores adaptativos de los tres genotipos.

Estimacion de los valores adaptativos

Los valores adaptativos de los homocigotas
susceptibles y resistentes seran distintos de-
pendiendo del origen de dichos individuos. El
valor adaptativo medio de estos dos genotipos
debera tener en cuenta entonces el porcentaje
relativo de refugio y plantas Bt cultivado, como
sigue:

W, =ref(W
W =ref(W

RR/ref) + Bt (W
)+ Bt(W

ec.2
ec.3

RR/Bt)

SS/ref SS/Bt )

donde refy Bt (= 1- ref ) son las proporciones
de hectareas cultivadas de refugio y plantas Bt,
respectivamente; W, .y W, . son los valores
adaptativos de los individuos RR en el refugio y
en los campos con plantas Bt, respectivamen-
te; y Weg,or ¥ Wegs SON los valores adaptativos
de los individuos SS en el refugio y en los cam-
pos con plantas Bt, respectivamente.

Si bien existen distintos valores de domi-
nancias funcionales para el alelo resistente,
se considerara para todos los calculos que la
resistencia es recesiva. De hecho, las altas

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 613



dosis de toxina Bt tienen por objeto llevar a la
dominancia funcional del resistente a cero, lo
que favorece el retraso en el aumento de la
frecuencia de este alelo en las poblaciones.
Por lo tanto, se considerara que W = W_.. En
Tabashnik y col. (2005) se describe detallada-
mente como calcular empiricamente los costos
selectivos, lo cual se lleva a cabo, en términos
generales, analizando la supervivencia relativa
de las larvas de lineas sensibles y resistentes
sobre plantas Bty libres de Bt, tanto en el cam-
po como en estaciones experimentales.

Estimacion del porcentaje de

refugio en condiciones de

equilibrio

En genética de poblaciones se denomina
“condicidn de equilibrio” aquella en la que no
existe un cambio neto en las frecuencias aléli-
cas de un determinado caracter a través de las
generaciones. En el caso particular de los cul-
tivos transgénicos Bt, el objetivo que se quiere
lograr es el de llegar a ese equilibrio, mante-
niendo estable la frecuencia del alelo de resis-
tencia en las poblaciones de insectos, con el
fin de que no se diluya el efecto insecticida del
Bt. El “programa de refugios”, que implica cul-
tivar zonas con plantas libres de Bt junto a los
campos con plantas Bt, persigue justamente
ese objetivo: el de generar un microambiente
en donde los valores selectivos de los indivi-
duos sensibles a la toxina Bt sea maximo, ase-
gurando de este modo que el alelo S nunca se
pierda. El problema que surge entonces para
el productor agricola es cual sera el porcentaje
minimo que se debe cultivar con plantas libres
de Bt para que el programa funcione, ya que es
obvio que el rendimiento econdmico de estas
plantas susceptibles de ser atacadas por los
lepidopteros sera menor.

El porcentaje de refugio necesario para que
se alcance la condicion de equilibrio se puede
deducir de la ecuacion 1 (ec.1) como sigue:

Ap= (P q (P (Wrg - Wgr) + a4 (W, — W) /
W, =0

por lo tanto en el equilibrio
P (W - W + q (WSR - W

RR SR) = O
ec.4

SS)

Si se supone que el alelo de resistencia es
completamente recesivo, entonces W, = W,
por lo tanto el segundo término de la ecuacién
4 se antgla, y al reemplaza.r’WSR por W, en el
primer término, esta ecuacion se reduce a:

P (Wer-Wg)=0 ec.5

Sustituyendo W, y W, segun las ecuacio-
nes 2 y 3 del apartado anterior, se obtiene:

P ((ref (W) + Bt (W, ) — (ref (W
Bt (Wgg,))) = 0

SS/ref ) +

Teniendo en cuenta que p>0, y que el valor
selectivo de los individuos homocigotas sus-

ceptibles en los campos Bt (W) es O, en-
tonces,

ref (WRR/ref) + Bt (WRR/Bt) - ref (WSS/ref )= 0

es decir,

Bt (WRR/Bt) ref (WSS/ref - RR/ref) =0
ec.6

La resistencia se mantendra estable, enton-
ces, cuando el efecto neto de la seleccion para
resistencia que favorece a los RR en los cam-
pos Bt sea igual al efecto neto de los costos
de seleccion en contra de ese mismo genotipo
en los refugios. La frecuencia de la resistencia
disminuira si aumenta el porcentaje de refugio,
disminuye el valor selectivo de los resistentes
en campos libres de Bt, y aumenta la desven-
taja de los resistentes en los campos Bt en re-
laciéon a los campos libres de Bt.

Por lo tanto, el porcentaje de refugio ade-
cuado para que el alelo de resistencia se man-
tenga estable se puede estimar mediante la
ecuacioén 6 siempre y cuando se conozcan los
distintos valores selectivos. Por ejemplo, en un
estudio realizado en campos de algodon de
Arizona entre los afios 1997 y 2004, Tabash-
nik y col. (2005) estimaron que, de acuerdo a
valores selectivos empiricos medios de los RR
en los refugios, y en los campos Bt de esa re-
gion, la frecuencia del alelo de resistencia se
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mantendra estable con valores de porcentaje
de refugios que ronden el 23%. Sin embargo,
este valor obtenido de tamano de refugio para
el equilibrio, que como veremos mas adelante
es un valor relativamente bajo en comparacion
a los que se consideran en la practica valores
efectivos de tamafos de refugios, se basé en
estimas de valores selectivos de los individuos
resistentes en los campos Bt (W que tam-
bién fueron bajos.

RR/Bt)

Modelos tedricos vs. datos reales:

¢funcionan los refugios?

Un estudio recientemente publicado que
recavo informacién de monitoreo de la evolu-
cion de la resistencia en distintos paises de
todo el mundo, demostré que la estrategia de
los refugios es en general efectiva y que los
modelos tedricos son herramienta utiles para
predecir dicha evolucion bajo distintos escena-
rios. El estudio se baso en resultados previos
de analisis de la resistencia a Bt en campos
de Australia, China, Japoén, Espana y Estados
Unidos, de seis de las principales plagas de
insectos: Helicoverpa armigera, H. zea, Helio-
this virescens, Ostrina nubilalis, Pectinophora
gossypiella y Sesamia nonagrioides. Soélo en
Helicoverpa zea se observé evolucion para la
resistencia, medida mediante bioensayos, los
que demostraron un aumento en la concen-
tracion media letal (LC,;) de toxina Bt Cry 1Ac
para poblaciones coleccionadas en campos
cultivados con plantas Bt, en comparacion con
cepas especificas de laboratorio que nunca
habian sido expuestas a una dieta Bt. Cuando
se incorporaron los parametros reales iniciales
del monitoreo (frecuencias iniciales, porcenta-
je de refugio, valores selectivos) a los modelos
tedricos, se obtuvieron resultados similares en
el cambio esperado tedrico en dichas frecuen-
cias que las obtenidas al cabo de unos anos
de observacion, demostrando la efectividad de
los modelos para la prediccion futura en pro-
gramas de manejo integrado de plagas.

Los modelos tedricos predicen que H. zea
evolucionara mas rapido para resistencia que
las otras plagas antes mencionadas. De hecho,
el aumento en la frecuencia del alelo de resis-
tencia en esta especie fue mayor en Arkansas
y Missisipi que en Carolina del Norte, siendo

el porcentaje de refugio para las dos primeras
regiones de 39%, y para Carolina del Norte del
82%. Con estos tamanos, H. zea fijaria la resis-
tencia en 9 afos en Arkansas y Missisipi, y en
mucho mas de 20 afios en Carolina del Norte.
Es evidente entonces que el porcentaje mas
alto de refugio, esta impidiendo que la resis-
tencia evolucione mas rapidamente en pobla-
ciones de H. zea de Carolina del Norte. Altos
porcentajes de refugios también retardaron la
evolucion de la resistencia de H. armigera a
Cry1Ac en Australia y China, de P. gossypiella
en Arizona, y de S. nonagrioides en Espana.
En Australia, el tamafio del refugio fue del 70%,
en China del 87-95%, en Arizona, del 50% y
en Espafna fue de alrededor del 95%. Sin em-
bargo, en estas especies una ventaja adicio-
nal con respecto a H. zea fue la dominancia
funcional (h) del gen de resistencia, que en la
mayoria de ellas es completamente recesivo
(h=0) y en H. zea tiene un valor alto (h=0,826)
favoreciendo la fijacion rapida de la resistencia.

Por ultimo, cabe destacar que un estudio
reciente de simulacion que aplica modelos ge-
nético poblacionales como los expuestos aqui,
pero que contemplan un mayor niumero de pa-
rametros en el calculo de los valores adapta-
tivos (por ejemplo la reduccion en la tasa de
mortalidad de los genotipos sensibles a medi-
da que aumenta la edad de la planta y dismi-
nuye la expresion de la toxina, o la mortalidad
inducida por insecticidas quimicos fumigados
en la zona de refugios) demuestra de manera
tedrica que los refugios siguen siendo esencia-
les incluso en el caso de cultivos de algodén
que expresan dos toxinas. Estos cultivos “do-
bles Bt” se comenzaron a comercializar hace
relativamente poco tiempo, por lo que faltan al-
gunos anos para poner a prueba mediante da-
tos de monitoreo a campo estas simulaciones
tedricas y demostrar, una vez mas la efectivi-
dad real de los refugios.

Elementos tipicos de un plan de

manejo de resistencia

El desarrollo de resistencia en las poblacio-
nes de insectos, consecuencia del proceso na-
tural de evolucion, surge como adaptacion a
las practicas de manejo y por ende no se limita
a un sistema particular de cultivo. Los insectos
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pueden adaptarse a cualquier practica de ma-
nejo dependiendo de la presion de seleccion
ejercida sobre ellos. Hay numerosos ejemplos
de este fendbmeno en insectos que han desa-
rrollado mecanismos de defensa fisiologicos,
de comportamiento y metabdlicos frente a in-
secticidas quimicos, agentes de control biolo-
gico y controles culturales.

En el caso particular de la tecnologia Bt la
presencia de la proteina durante todo el pe-
riodo de crecimiento del cultivo, aumenta la
presion de seleccion y hace necesaria la incor-
poracion de refugios para el manejo de resis-
tencia de insectos (IRM) y como parte integra-
da del método de manejo de plagas. En todos
los paises donde esta tecnologia se encuentra
disponible se han desarrollado programas de
manejo de resistencia de insectos. Estos pro-
gramas son desarrollados en forma local y en
colaboracion entre los sectores académicos y
de investigacién, los gobiernos y la industria,
sobre bases cientificas y analizando la situa-
cion local en cuanto a plagas presentes y el
ambiente agroecologico.

Los elementos tipicos de un plan de manejo
de resistencia incluyen:

1) Investigacion. Las caracteristicas de los
refugios estan dadas por su tamafio (porcenta-
je sobre el total del area sembrada con maiz),
distancia entre ellos y forma. Si bien general-
mente en todos los paises se utilizan recomen-
daciones similares que garantizan ampliamen-
te un correcto manejo de resistencia de insec-
tos, las caracteristicas de los refugios estaran
dadas entre otras cosas por las plagas objetivo
presentes, por lo tanto los programas se sus-
tentan sobre ensayos que permiten ampliar las
herramientas disponibles para evaluar las re-
comendaciones de IRM dadas al productor.

2) Comunicacién. Debido al papel clave del
conocimiento del productor en el logro de un
manejo exitoso y responsable de los maices
Bt, la comunicacion es uno de los pilares de
los programas de IRM. Los materiales educa-
tivos, la difusion en los medios especializados
y la capacitacion directa a los productores son
algunas de las herramientas mas utilizadas
para lograrlo. Por otra parte es importante el

diagnodstico de la situacidon con respecto a la
adopcion de los refugios, no sélo para medir
la aplicacion real de la practica, sino también
como herramienta para ajustar la estrategia
de comunicacion dirigida al productor. Las en-
cuestas periodicas son una herramienta utiliza-
da en muchos paises para estas mediciones.

3) Monitoreo. El objetivo del monitoreo es
detectar y confirmar cualquier posible desarro-
llo de resistencia con la suficiente antelacién
como para implementar medidas de remedia-
cion que permitan retrasar o prevenir la difu-
sion de la resistencia y evitar que se pierda
la capacidad de control de los maices Bt. La
herramienta apropiada para monitorear la re-
sistencia a campo depende del patrén de evo-
lucién de la resistencia. El patrén espacial de
evoluciéon de la resistencia en el campo pue-
de surgir en un foco localizado que evoluciona
rapidamente y se expande, o a partir de una
poblacion donde la resistencia esta dispersa y
evoluciona lentamente con un incremento mas
gradual en la frecuencia de alelos resistentes.
Es improbable que el muestreo al azar de la
poblacion permita detectar resistencia localiza-
da, a menos que se lleve a cabo a una escala
impracticable. En estos casos es mejor utilizar
como herramienta de monitoreo la identifica-
cion de lotes del cultivo con dafios no espera-
dos en las plantas. Para esto es fundamental
que los productores estén capacitados para
informar a la empresa proveedora de semilla
la presencia de plantas del lote con dafios de
larvas. Una vez detectado e informado el dafio
no esperado, se debera confirmar que la planta
es una planta Bt, que se esté expresando en
sus tejidos el nivel de proteina esperado y que
el dafio no haya sido producido por otra espe-
cie no susceptible al maiz Bt o por cuestiones
climaticas. Por otra parte, si la resistencia evo-
luciona lentamente a partir de areas dispersas,
los dafios no esperados soélo podran ser detec-
tados cuando una gran proporcién de la pobla-
cion se haya vuelto resistente. En este caso,
la herramienta de monitoreo apropiada es el
muestreo al azar de la poblacién y el andlisis
en laboratorio para detectar frecuencias relati-
vamente bajas de alelos de resistencia.

4) Remediacion. En caso de confirmarse la
aparicion de resistencia, debera aplicarse un
plan de remediacion que permita reducir la fre-
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cuencia de insectos resistentes. Cuando la re-
sistencia se detecta a través de la aparicion de
plantas con dafios no esperados en el cultivo,
es esperable que la proporcion de resistencia
en la poblacion de insectos sea significativa. En
este caso las acciones a tomar podran incluir la
aplicacion de insecticidas quimicos para redu-
cir la frecuencia de insectos resistentes e inclu-
so la suspension de la aplicacion de cultivos Bt
en la zona afectada. Por el contrario, si a tra-
vés de un programa de monitoreo al azar y del
analisis en laboratorio se detectara la presen-
cia de alelos de resistencia en una poblacion
de insectos, pero la resistencia no se hubiera
manifestado aun a campo, se podrian tomar
otras medidas para caracterizar la resistencia
y, de ser necesario, disminuir su dispersion.
Estas medidas podrian incluir la confirmacion
de la heredabilidad de la resistencia, determi-
nar si la resistencia es recesiva o dominante,
su frecuencia, etc.

El manejo de la resistencia a

insectos en Argentina

En Argentina, el Programa de Manejo de Re-
sistencia de Insectos (MRI) en maiz Bt apro-
bado por la Comisién Nacional Asesora de
Biotecnologia Agropecuaria (CONABIA) en
1999, es llevado a cabo por la Asociacién de
Semilleros Argentinos (ASA) entidad que nu-
clea a todas las empresas que comercializan
maiz Bt en el pais. El objetivo del programa es
promover un uso responsable de la tecnologia,

Lote de mas de 1500 mts.

que permita retrasar cualquier potencial desa-
rrollo de resistencia y detectar inmediatamente
cualquier cambio en la susceptibilidad de la po-
blacion de insectos.

Para cumplir con el objetivo propuesto, ASA fi-
nancia estudios locales realizados por del INTA,
la Estacion Agro Industrial Obispo Colombres, y
profesionales de laboratorios privados, que per-
miten ampliar la comprension de la bioecologia
de las plagas objetivo y contar con herramientas
para monitorear su susceptibilidad a las protei-
nas Bt actualmente en el mercado.

Con respecto a la comunicacion hacia el pro-
ductor y a la difusion del manejo adecuado de la
tecnologia Bt, ASA hace especial hincapié en la
difusion de un mensaje unificado entre todas las
empresas quienes se encuentran activamente
comprometidas con el programa, como sigue:

Los refugios deben sembrarse con un maiz
no Bt de ciclo similar en la misma fecha de siem-
bra que el lote Bt.

El refugio debe ser el 10% de la superficie del
lote. Por ejemplo, cada 9 hectareas sembradas
con maiz Bt, debemos sembrar 1 hectarea con
maiz no Bt.

Los refugios deben sembrarse en bloque en
uno de los bordes del lote. Si el lote mide mas
de 1500 m de lado, el bloque de refugio debera
sembrarse en el centro del mismo, para asegu-
rar que los insectos del refugio puedan volar y
cruzarse con cualquier potencial sobreviviente
del maiz Bt. (figura 2).

Tratamientos quimicos: a) No
deben realizarse aplicaciones de

insecticidas para el control del
barrenador del tallo (Diatraea sa-
ccharalis) en los refugios. b) En
caso de detectarse ataque de gu-
sano cogollero (Spodoptera frugi-

Lote de menos de 1500 mts.

Figura 2: Distribucién del refugio en el lote de acuerdo a las
dimensiones del mismo. Bt= zona sembrada con maiz Bt.

Ref.= zona de refugio.

perda) por encima del umbral de
accion, pueden aplicarse insecti-
cidas. EI mejor control del gusano
cogollero se obtiene con aplica-
cion de insecticidas en los prime-
ros estadios del cultivo. De esta
forma, ademas de facilitarse el tra-
bajo, se disminuye la presion de la
plaga en estadios mas avanzados,
preservando la funcién del refugio.
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VI. CAPITULO 6
Resistencia de malezas a
herbicidas: evolucién y
estrategias de manejo

Daniel Tuesca; Luisa Nisensohn;
Mario R Sabbatini; Guillermo Chantre

Introduccién

En los agroecosistemas la presencia de
malezas interfiere dificultando las tareas de
siembra y cosecha y generando pérdidas de
rendimiento por competencia con los cultivos.
La magnitud de estas pérdidas varia en fun-
cioén de la interaccion de numerosos factores
tales como la composicion de la comunidad de
malezas, la abundancia relativa de cada una
de las especies que la integran, las condicio-
nes ambientales, la modalidad de conduccién
del cultivo, entre otros. Los niveles de pérdida
causados por las malezas pueden oscilar en-
tre 0 y 30% para especies poco agresivas con
bajos niveles de infestacién hasta un 80% para
malezas mas competitivas, en densidades muy
altas y frecuentemente coexistiendo con el cul-
tivo durante todo su ciclo.

La reduccion del grado de abundancia de las
poblaciones de malezas que acompafian los
cultivos puede efectuarse mediante el control
mecanico, empleando diversas herramientas
de labranza; el control biolégico, que utiliza
agentes biocontroladores (fundamentalmente
insectos y hongos) que afectan malezas es-
pecificas; el control cultural, donde se aprove-
chan las caracteristicas propias de los cultivos
que integran la secuencia, y el control quimico,
que involucra el empleo de herbicidas. Actual-
mente, el control mecanico tiene una utilidad
limitada debido a la adopcién masiva de sis-
temas con labranza minima o directamente
sin labranza (siembra directa). El control bio-
I6gico, si bien es una metodologia de mane-
jo de plagas altamente recomendado por su
bajo impacto ambiental, se encuentra limitado
a aquellas especies de malezas de las cuales
se han aislado y autorizado el uso de agentes
biocontroladores. El control cultural, utilizado
por los agricultores desde el inicio mismo de la
agricultura, ha recibido en los ultimos afos una

especial atencion, por constituir una alternativa
ante el uso excesivo de herbicidas. Una de las
opciones mas conocidas y aplicadas es la rota-
cion de cultivos con diferente ciclo y habito de
crecimiento, la eleccién de cultivares competiti-
vos, la modificacion de la fecha de siembray el
acortamiento de la distancia entre surcos a los
fines de aumentar la habilidad competitiva de
los cultivos frente a las malezas.

En las ultimas décadas el enfoque alterna-
tivo mas utilizado para solucionar el problema
de las malezas consistio en el control quimico
utilizando herbicidas. Una de las razones de
este predominio radica en la relativa simplici-
dad de la tecnologia, que permite su empleo
aun con conocimientos escasos de los funda-
mentos en que se sustenta. La eleccién de es-
trategias de reduccion o de erradicacion de ma-
lezas en reemplazo de estrategias de preven-
cion y contencion se vio favorecida no solo por
factores tecnoldgicos, como la eficacia de los
principios activos y la tecnologia de aplicacion,
sino también por factores econdmicos y socio-
culturales como la disminucién de los costos
relativos, el aumento de la escala productiva
y las caracteristicas de los actores involucra-
dos en el proceso de produccién. A pesar de la
continua generacion y sustitucion de diversos
herbicidas en las ultimas dos décadas no fue
posible erradicar a las malezas sino que por el
contrario se seleccionaron biotipos tolerantes
y/o resistentes a algunos principios activos. La
resistencia de diferentes biotipos de insectos
a diversos plaguicidas es el mayor desafio del
control de plagas desde hace medio siglo en
todo el mundo. En los ultimos afios, este mis-
mo desafio se ha trasladado al control de ma-
lezas, fundamentalmente en aquellos cultivos
en los que se aplican intensamente herbicidas.

En el manejo de malezas en cultivos se han
diferenciado dos conceptos que se relacionan
con la capacidad que tienen algunas plantas
de sobrevivir a los tratamientos con herbicidas.
Asi, el término tolerancia se emplea para definir
la capacidad natural heredable de una especie
para sobrevivir y reproducirse luego de un tra-
tamiento herbicida, mientras que la resistencia
a herbicidas se define como la capacidad he-
redable de una poblacién o biotipo para sobre-
vivir y reproducirse después de la aplicacién
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de una dosis de herbicida que era letal para
la poblacién original. Desde la aparicion de los
primeros herbicidas selectivos en el mercado
argentino en los anos 60, los agricultores han
lidiado con el problema de la tolerancia. Asi
por ejemplo, varias especies de malezas son
tolerantes al 2,4-D y a la atrazina, dos herbi-
cidas selectivos ampliamente utilizados des-
de hace muchos afios en los cultivos de trigo
y maiz, respectivamente. Para controlar esas
malezas tolerantes se utilizan otros herbicidas
o0 se emplean diferentes métodos de control.
En cambio, la resistencia es un fendmeno rela-
tivamente nuevo, y si bien en nuestro pais se
ha manifestado en unas pocas especies, esta
generando una creciente preocupacion en los
agricultores.

Desarrollo de resistencia en

poblaciones de malezas

El primer registro de resistencia a herbicidas
se reportd en 1970 en Estados Unidos, en una
poblacion de Senecio vulgaris (senecio) que
mostrd resistencia a simazina y atrazina lue-
go de un periodo de diez afios en el que estos
principios activos se aplicaban una o dos veces
por afo. A nivel mundial, la tasa de aparicion
de biotipos resistentes se ha incrementado
notablemente. En 1983 se habian detectado
60 casos de resistencia y en la actualidad se
registran 321 biotipos resistentes que corres-
ponden a 185 especies, de las cuales 111 son
dicotiledoneas y 74 son gramineas. Si bien se
ha documentado resistencia a la mayoria de
los grupos quimicos, un alto porcentaje de los
casos corresponden a inhibidores de la enzima
acetolactato sintasa (ALS), de los fotosistemas
I 'y Il, de la sintesis de acidos grasos y de las
auxinas sintéticas (figura 1).

En las poblaciones de malezas, el desarro-
llo de resistencia es un proceso evolutivo en
respuesta a la presion de seleccion ejercida
por el uso repetido de herbicidas con el mismo
sitio de accidén. Los biotipos susceptibles mue-
ren, mientras que los resistentes sobreviven y
producen semillas. Si continda la aplicacién de
herbicidas que actuan sobre el mismo sitio de
accion, la proporcion del biotipo resistente se
incrementa en relacién al biotipo susceptible
(figura 2).
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Figura 1. Distribucion de los casos registrados de
resistencia en funcién de los distintos grupos de
herbicidas.

A Aplicacién B

C Aplicacién D

tTrre tt

W Biotipo resistente

Mavyoria de plantas resistentes

W Biotipo susceptible e Semillas

Figura 2. Evolucién de la resistencia. (A) una po-
blacion de malezas que presenta mayoria de plan-
tas susceptibles es pulverizada con un herbicida.
Como el biotipo resistente al herbicida se encuentra
en una frecuencia muy baja, la poblacién en general
es eficientemente controlada. (B) Con la aplicacion
recurrente del mismo herbicida (u otros herbicidas
que actuan en el mismo sitio de accion) las plantas
susceptibles son eliminadas antes de formar se-
millas que garantizan su supervivencia. Contraria-
mente, la frecuencia del biotipo resistente se incre-
menta ya que dispersan sus semillas normalmente.
(C) Al persistir la aplicacion de estos herbicidas, la
densidad del biotipo resistente se incrementa signi-
ficativamente. (D) Luego de algunos afios la mayo-
ria de los individuos de la poblacion es resistente y
el herbicida ya no resulta una herramienta eficiente
para el control de la maleza.
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La deteccion de biotipos resistentes no es in-
mediata; este proceso solo comienza a percibir-
se cuando los individuos resistentes represen-
tan aproximadamente el 30% de la poblacion.
Uno de los requisitos para la evolucion de re-
sistencia en las poblaciones de malezas es la
presencia de variacion genética heredable para
la resistencia. Asi, en poblaciones no seleccio-
nadas se pueden distinguir dos situaciones:

1. La poblacién no posee alelos que confieren
resistencia al herbicida cuando se inicia el pro-
ceso de seleccion. En este caso la probabilidad
de que la poblacion adquiera resistencia a tra-
vés de mutacién, dependera de i) la frecuencia
de mutacion, ii) las desventajas selectivas de
los alelos o genes que confieren resistencia en
un ambiente sin seleccién vy iii) el tamafo de la
poblacion.

2. Preexistencia de genes resistentes. En este
caso los alelos que confieren resistencia estan
presentes en la poblacion antes de aplicarse el
herbicida, aunque en una frecuencia muy baja
para ser detectados. En esta situacion, la evolu-
cién de la resistencia sera mas rapida que en 1.

Mecanismos de resistencia

Existen tres mecanismos por los cuales se
anula la actividad fitotoxica del herbicida dentro
de la planta y se genera resistencia:

Modificacion del sitio de accién. Se produ-
cen cambios estructurales en la molécula que
constituye el sitio de accion del herbicida. De
esta manera, el herbicida no puede unirse a
dicha molécula y se inhibe el efecto fitotoxico
(ej.: resistencia a las triazinas o a los inhibido-
res de ALS).

Detoxificacion por metabolizacion. Se
producen cambios en la tasa de detoxificacion
del herbicida. En una planta resistente, el her-
bicida se degrada a metabolitos no fitotoxicos
en forma mas rapida que en una planta sus-
ceptible (ej.: algunos casos de resistencia a los
inhibidores de la sintesis de acidos grasos).

Reducida absorciéon, transporte o se-
cuestro. El secuestro o aislamiento implica
que el herbicida sea apartado de las regiones
metabdlicamente activas de la célula vegetal,
y trasladado a sitios menos activos (por ejem-
plo, una vacuola) donde es inocuo para el cre-

cimiento vegetal. Este paso frecuentemente es
precedido por una desactivacién por conjuga-
cion con otra molécula (por ejemplo, un azu-
car). Se produce de este modo una reduccion
de la concentracién del herbicida en el sitio de
accién. Este mecanismo ha sido sugerido en
algunos casos de resistencia a los inhibidores
de la sintesis de acidos grasos y del fotosiste-
ma .

Factores que modifican la tasa de

evolucion de la resistencia

En las poblaciones de malezas existen di-
ferentes factores que influyen en los procesos
evolutivos y que interactuan para determinar
tanto la probabilidad como la velocidad a la
que puede ocurrir la resistencia. Estos factores
estan relacionados con caracteristicas de las
poblaciones de malezas, de los herbicidas y de
los sistemas de manejo del agroecosistema.

1 Factores relacionados con la biologia y

genética de las poblaciones de malezas:

1.a. Frecuencia de alelos resistentes. A me-
dida que dicha frecuencia aumenta en una po-
blacion, la tasa de evolucion de la resistencia
sera mayor.

1.b. El modo de herencia de la resistencia. Si
la resistencia es conferida por alelos dominan-
tes la evolucion sera mas rapida, debido a que
tanto los individuos homocigotas como hetero-
cigotas resultaran resistentes.

1.c. Numero de genes que confieren resis-
tencia. La herencia de la resistencia es comun-
mente monogénica, es decir que esta contro-
lada por un solo gen, dando lugar a tasas de
evolucion relativamente elevadas. Por el con-
trario, cuando la resistencia es poligénica y
esta asociada con varios genes, la evolucion
es mas lenta, ya que se requieren recombina-
ciones genéticas durante varias generaciones
para reunir un numero suficiente de alelos que
den lugar a un genotipo resistente.

1.d. Caracteristicas reproductivas de la es-
pecie. En las especies aldgamas, los alelos de
resistencia pueden dispersarse no sélo a tra-
vés de las semillas, sino también mediante el
polen transportado por el viento o por insec-
tos. En las especies autégamas el flujo génico
es sumamente reducido entre individuos, y en
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este caso la dispersion de alelos resistentes se
produce casi exclusivamente a través de se-
millas.

1.e. Capacidad reproductiva de la maleza.
La produccion de un elevado numero de se-
millas favorece la dispersién de la resistencia.

1.f. Tamarnio de la poblacion de malezas. En
poblaciones de malezas con densidades ele-
vadas, la probabilidad de que algunos indivi-
duos resistentes estén presentes sera mayor.

1.9. Longevidad de las semillas en el sue-
lo. En las especies que poseen un banco de
semillas persistente, sélo una fraccion de éste
estara expuesto a la seleccion por el herbicida
en cada estacion de crecimiento. Asi, en afnos
sucesivos las poblaciones de plantulas reclu-
tadas a partir del banco incluiran una propor-
cion de individuos susceptibles. Esto resultara
en una disminucién de la frecuencia de alelos
resistentes y hara mas lenta la evolucién de la
resistencia.

1.h. Mecanismos de dispersion de semillas.
En el caso de especies anemdfilas, el viento
puede dispersar semillas de genotipos resis-
tentes a areas no infestadas. La dispersion
por efecto antrépico también debe tenerse en
cuenta, ya que la maquinaria es una via de
transporte de estos genotipos hacia areas li-
bres de individuos resistentes.

1.i. Periodo de emergencia. En la medida en
que las poblaciones de malezas tengan perio-
dos prolongados de germinacion, la probabili-
dad de que el herbicida afecte sdélo a una parte
de dicha poblacion se incrementa. Los indivi-
duos susceptibles que emerjan con posteriori-
dad a la aplicacion contribuiran a disminuir la
frecuencia de alelos resistentes y la evolucion
de la resistencia sera mas lenta.

1.j. El valor adaptativo (fitness) relativo de los
genotipos resistentes y susceptibles. El valor
adaptativo de un genotipo se mide a través del
éxito reproductivo, es decir la cantidad de des-
cendientes que estan presentes en la siguiente
generacion. En poblaciones que se aparean al
azar casi todos los alelos de la poblacién van
a estar en forma heterocigota durante los pri-
meros estadios de la evolucion de la resisten-
cia. En el caso que frente a las aplicaciones de
herbicidas, los individuos heterocigotas (RS)
tengan mas fitness que los homocigotas sus-
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ceptibles (SS), la evolucién de la resistencia
sera rapida. Si en cambio, los heterocigotas
poseen un fitness similar al de los susceptibles,
la resistencia evolucionara mas lentamente. En
algunos casos, el genotipo resistente tiene un
valor adaptativo menor que el susceptible, en
esta situacion si se reduce la presion de se-
leccion, por ejemplo, utilizando herbicidas con
distinto sitio de accidn, la frecuencia del genoti-
po resistente disminuye rapidamente en la po-
blacion.

2 Factores relacionados con el herbicida

2.a. Dosis empleadas. Cuando la resistencia
es monogeénica, el empleo de dosis elevadas
aumenta la presién de seleccion y favorece la
evolucion de la resistencia. Por el contrario, la
utilizaciéon de sub-dosis, al disminuir la presién
de seleccion, puede atrasar la aparicion de
la resistencia. En esta situacion, las semillas
provenientes de plantas susceptibles sobrevi-
vientes al herbicida, contribuiran a que en la
siguiente generacion disminuya la frecuencia
de alelos resistentes en la poblacion total. Si la
resistencia es poligénica es necesario que se
produzcan recombinaciones entre individuos
durante varias generaciones para alcanzar un
numero suficiente de alelos que generen un
genotipo resistente. En este caso, la utilizacion
de sub-dosis de herbicidas permitira que aque-
llos individuos que expresan mecanismos de
resistencia relativamente débiles por no poseer
la cantidad de alelos suficientes sobrevivan y
contribuyan al pool de genes de resistencia.
En cambio, al aplicar dosis altas se elimina la
mayoria de la poblacién disminuyendo asi la
frecuencia de alelos resistentes en la poblacion
total.

2.b. Eficacia. La eficacia de un herbicida
esta relacionada con la mortalidad que causa
en una poblacién de malezas. Como se indico
en el punto anterior, en caso que la resistencia
sea monogénica, los herbicidas mas eficaces
eliminaran una mayor proporcion de individuos
susceptibles y de este modo facilitaran la evo-
lucion de la resistencia. En cambio, si la resis-
tencia es poligénica, una menor eficacia de los
herbicidas podria beneficiar la sobrevivencia
de algunos alelos que, por acumulacion, in-
crementaran el pool de genes resistentes. Asi,
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tanto los herbicidas eficaces como ineficaces
contribuyen a aumentar, mediante diferentes
mecanismos, el desarrollo de la resistencia. La
evolucién de la resistencia por ello puede de-
morarse, pero es un proceso inevitable mien-
tras se usen herbicidas como unica herramien-
ta del manejo de malezas.

2.c. Especificidad del sitio de accion. En el
caso de herbicidas que interfieren con un solo
sitio de accion, el cambio en un solo gen puede
ser suficiente para afectar la unién de la mo-
lécula herbicida al sitio de accion. El uso de
herbicidas con multiples sitios de accion tendra
menor probabilidad de generar biotipos resis-
tentes.

2.d. Residualidad. Los herbicidas no resi-
duales sé6lo actuan sobre los individuos de la
poblacion ya emergidos. Los herbicidas re-
siduales afectan ademas a las cohortes que
emergeran posteriormente a la aplicacion, eli-
minando asi una mayor proporcion de indivi-
duos susceptibles de la poblacién y favorecien-
do la evolucion de la resistencia.

2e. Patrones de uso. El empleo repetido,
dentro de la misma campafia agricola o en
campanas sucesivas del mismo herbicida o de
herbicidas con igual sitio de accion favorecera
la evolucion de poblaciones resistentes.

Clasificacion de la resistencia

La clasificacion de la resistencia se asocia
con los mecanismos de resistencia involucra-
dos. Asi pueden distinguirse dos tipos de resis-
tencia: cruzada y multiple.

Resistencia cruzada: se refiere a la resis-
tencia a dos o mas herbicidas del mismo o de
diferentes grupos quimicos provocada por un
unico mecanismo. Dentro de este tipo se pue-
den definir dos categorias:

1. Resistencia cruzada asociada con la mo-

dificacion del sitio de accion. Es el tipo
mas frecuente de resistencia cruzada y
ocurre cuando un cambio en el sitio de
accion de un herbicida confiere resisten-
cia a herbicidas que inhiben el mismo si-
tio de accion. Esta modificacién no nece-
sariamente resulta en resistencia a todos
los grupos de herbicidas con similar sitio
de accion ni a todos los herbicidas dentro
de un mismo grupo quimico. Es el caso
de biotipos de Amaranthus quitensis re-

sistentes a sulfonilureas, imidazolinonas
y triazolopirimidinas, debido a una altera-
cion de la ALS.

2. Resistencia cruzada no asociada con la
modificacion del sitio de accion. En este
caso, la resistencia a dos o0 mas herbici-
das es debida a un mecanismo de resis-
tencia diferente a la modificacion del sitio
de accion. Los mecanismos potenciales
incluyen: reducida absorcion y transpor-
te, secuestro y detoxificacion del herbici-
da. Biotipos de Lolium rigidum presentan
resistencia cruzada a herbicidas del gru-
po de las triazinas y de las ureas debida
a un aumento en la tasa de detoxifica-
cion de esos herbicidas.

Resistencia multiple: comprende la resis-

tencia a uno o mas herbicidas del mismo o

de diferentes grupos quimicos debida a dos

0 mas mecanismos. Los casos mas simples

de resistencia multiple son aquellos donde

un individuo o poblacion posee dos o mas

mecanismos que le confieren resistencia a

un herbicida o grupo de herbicidas. Una si-

tuacién mas compleja es aquella donde la
resistencia es a diferentes grupos quimicos.

Tal es el caso de un biotipo de Lolium rigi-

dum en Australia que presenta resistencia

a nueve grupos de herbicidas conferida por

distintos mecanismos.

Diagnéstico de malezas resistentes a

herbicidas

La deteccion temprana de la resistencia per-
mite maximizar la efectividad de los programas
de manejo y prevenir su dispersion a campos
vecinos. Las fallas en el control de malezas no
siempre estan asociadas con la presencia de
biotipos resistentes sino que pueden relacio-
narse con empleo de dosis de herbicidas inade-
cuadas, deficiente incorporacion del herbicida,
incorrecto uso de coadyuvantes y surfactantes,
condiciones ambientales desfavorables para la
actividad del herbicida, momento inadecuado
de aplicacion o flujos de emergencia poste-
riores a la aplicacién en el caso de herbicidas
poco residuales.

Una vez que estas causas han sido descar-
tadas deben considerarse los siguientes as-
pectos que caracterizan lotes con poblaciones
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de malezas que han desarrollado resistencia:

* La especie sospechosa esta inicialmente
confinada en pequenos manchones.

* Todas las especies susceptibles al her-
bicida son bien controladas, excepto la
especie sospechosa.

* Se detectan individuos de la especie
sospechosa sin sintomas y dispersos en-
tre plantas de la misma especie que han
sido controladas.

* La especie sospechosa normalmente es
muy susceptible al herbicida empleado.

* Se ha utilizado el mismo herbicida en for-
ma repetida sin emplear otros métodos
de control (mecanico o cultural).

» La historia del lote indica un uso exten-
sivo e intensivo a lo largo del tiempo del
herbicida aplicado o de herbicidas con el
mismo sitio de accion.

Cuantificacion de la resistencia

La resistencia puede ser cuantificada com-
parando valores experimentales derivados de
biotipos resistentes y susceptibles. Por ejem-
plo, se puede comparar la dosis de herbicida
requerida para controlar el 50 % de la pobla-
cion de malezas (DL ), la dosis que causa un
50% de reduccion en la biomasa (GR ) o la
dosis que disminuye en un 50% la actividad
de una enzima especifica (/50). La metodologia
empleada para la estimacion de estos valores
se basa en la construccion de curvas de dosis—
respuesta. Los valores de estos indices seran
menores en biotipos susceptibles y aumenta-
ran a medida que los biotipos presenten mayor
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta para biotipos con
distinto grado de resistencia.

grado de resistencia (figura 3).

Otro indicador utilizado para comparar los di-
ferentes grados de resistencia entre biotipos es
el factor de resistencia que indica el numero de
veces que es necesario aumentar la dosis de
un herbicida en un biotipo resistente para al-
canzar un control similar al obtenido en el bioti-
po susceptible. Este factor resulta del cociente
entre valores de DLSO, GR50 o I50 del biotipo re-
sistente y los valores de estos mismos indices
del biotipo susceptible.

Casos de resistencia en Argentina

Hasta el ano 2005, el Unico caso de resisten-
cia documentado en Argentina correspondia
a Amararanthus quitensis (yuyo colorado) re-
sistente a herbicidas inhibidores de la enzima
acetolactato sintasa (ALS) como por ejemplo,
imazetapir, clorimurén etil y flumetsulam.

El empleo generalizado de siembra directa
y la introduccion de cultivares de soja resisten-
tes a glifosato a partir de 1997 produjo impor-
tantes modificaciones en las comunidades de
malezas. Asociado con algunas caracteristicas
especificas del glifosato, se estimaba una baja
probabilidad de que las malezas desarrollaran
resistencia a este principio activo; no obstante
hasta la fecha se han detectado 15 casos de
resistencia a glifosato en distintas especies de
malezas a nivel mundial.

El primer caso de resistencia a glifosato en
Argentina se confirmé en el afio 2005 en bioti-
pos de sorgo de Alepo (Sorghum halepense).
Las primeras deficiencias en el control con este
herbicida se observaron en las provincias de
Salta y Tucuman, en el afio 2003 y experimen-
tos realizados posteriormente corroboraron la
resistencia a ese principio activo. Investigacio-
nes recientes permiten asegurar que el numero
de biotipos de sorgo de Alepo resistente a glifo-
sato estd aumentando, y el area de distribucion
de los mismos incluye la regién sojera nucleo.
En ensayos realizados comparando estos bio-
tipos con otros susceptibles, se determiné un
grado relativamente alto de resistencia a glifo-
sato. Resta evaluar si estos biotipos resisten-
tes se han generado en forma independiente o
guardan alguna relacion con los casos encon-
trados en el noroeste argentino.

Estudios realizados en el sudoeste de la
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Provincia de Buenos Aires indican la existencia
de poblaciones de raigras (Lolium multiflorum)
con una menor sensibilidad al glifosato, lo cual
sugeriria el desarrollo de biotipos resistentes.
En poblaciones con un historial de alta frecuen-
cia de aplicacion de glifosato se detectaron va-
lores de GR,, entre 3,6 y 4 veces superiores
al de poblaciones sin registro de uso de este
herbicida. Ademas, se observaron valores de
hasta 20% de supervivencia en individuos
de poblaciones tolerantes a dosis de 1440 gr
e.a.ha™', mientras que la supervivencia fue nula
para los individuos de poblaciones sensibles a
una dosis de 360 gr e.a.ha. Experiencias re-
cientes indicaron valores de supervivencia de
hasta 40% a una dosis de 1680 gr e.a.ha' en
plantulas obtenidas a partir de semillas cose-
chadas de una poblacion que sobrevivié a una
aplicacion comercial de glifosato. Existen ca-
sos confirmados de biotipos de raigras resis-
tentes a glifosato en Chile y Brasil.

El contexto favorable para el mercado inter-
nacional de commodities, el precio relativamen-
te bajo del glifosato respecto a otros herbicidas
y su probada eficacia en un amplio espectro de
malezas, redundaran en un creciente aumen-
to del area sembrada con cultivos resistentes
a este herbicida. Es necesario implementar
medidas de manejo integrado para prevenir el
incremento en las poblaciones de malezas to-
lerantes y resistentes a glifosato.

Manejo integrado para prevenir la

evolucién de la resistencia

Existen dos estrategias principales para de-

morar la manifestacion de la resistencia utili-
zando herbicidas:

1. Rotar herbicidas con distintos sitios de
accion y no realizar mas de dos aplica-
ciones consecutivas de herbicidas con el
mismo sitio de accion en el mismo lote
a menos que se incluyan otras practicas
de control efectivas en el manejo del sis-
tema.

2. Emplear mezclas de herbicidas con dis-
tintos sitios de accion o aplicar en forma
secuencial herbicidas con distintos sitios
de accion pero similar espectro de ac-
cion sobre las malezas a controlar.

Como ya se indicé anteriormente, el uso del

control quimico como unica medida de manejo
de las malezas puede demorar la aparicion de
resistencia, pero no erradicarla. Las practicas
conducentes a la erradicacion de la resisten-
cia son las del control integrado, que resulta de
combinar el control quimico con el control me-
canico, cultural y/o biolégico. Asi, resulta acon-
sejable sumar al uso de herbicidas, algunas de
las siguientes practicas:

* Realizar rotaciones de cultivos con dife-
rentes ciclos de crecimiento. Esta prac-
tica presenta varias ventajas: permitir el
uso de herbicidas con diferentes sitios
de accion y permite utilizar diferentes fe-
chas de siembra en los distintos cultivos,
formas de preparacion del suelo y otros
métodos culturales para controlar un pro-
blema particular de malezas.

» Laboreo antes de la siembra para contro-
lar las plantas nacidas y enterrar semillas
no germinadas.

* Retraso de la siembra de manera de
controlar los primeros flujos de emergen-
cia de malezas con control mecanico o
herbicidas no selectivos.

» Evitar la dispersién de semillas de male-
zas resistentes. Para ello utilizar herbici-
das no selectivos en precosecha de los
cultivos antes de la madurez de las semi-
llas de las malezas y limpiar los equipos
de labranza y cosecha antes de trans-
portarlos a otros lotes.

* Relevarlos campos regularmente, identi-
ficando las malezas presentes de manera
de responder rapidamente a cambios en
las poblaciones de malezas para restrin-
gir la dispersion de biotipos resistentes
que puedan haber sido seleccionados.

* Iniciar programas de control biolégico a
los fines de identificar biocontroladores
que disminuyan los perjuicios ocasiona-
dos por las especies de malezas mas
importantes de la region.

Si bien la combinacion de diferentes méto-
dos de control es la estrategia mas recomen-
dada para demorar o evitar la evolucion de
resistencia, un enfoque interdisciplinario de
esta problematica surge como esencial para
una soluciéon de largo plazo. Un programa de
Manejo Integrado de Malezas es un sistema
de manejo que enfoca el problema de forma
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compatible con la preservacién de la calidad
del ambiente, utilizando diferentes tacticas y
estrategias de control con el objeto de reducir
la poblacion de malezas a niveles tales que los
perjuicios econémicos producidos resulten in-
feriores a un umbral econémico aceptable para
el sistema general de produccion. Este progra-
ma puede involucrar, ademas de los métodos
de control ya sefialados, estudios basicos de
la bioecologia de las malezas, medidas pre-
ventivas, entrenamiento de personal calificado,
extension a agricultores, entre otros. Un ma-
nejo integrado de malezas, en el que multiples
estrategias son implementadas de una manera
racional, es la Unica solucion en el marco de
un manejo sustentable del sistema productivo.
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