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RESUMEN

El algodén Bollgard, desarrollado por Monsanto y ensayado en campo
desde 1992, produce una proteina para el control de insectos (CrylAc)
derivada de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (B.tk.), presente
naturalmente en el suelo. La produccién de la proteina CrylAc en la planta
de algodén otorga una proteccion eficaz, durante toda la campaiia, contra
plagas claves de insectos Lepidopteros para este cultivo (Wilson et al., 1994;
Betz et al,, 2000). Entre las plagas de algodén, contra las que Bollgard ofrece
una proteccion eficaz, se encuentran las orugas de las capsulas: Helicoverpa
armigera (heliothis), Pectinophora gossypiella (gusano rosado) y Earias insulana
(earias) (Novillo et al., 1999), consideradas plagas de gran importancia agricola
para el algodén cultivado en Espaia (Alvarado et al., 1999).

En numerosos paises en todo el mundo se han autorizado
formulaciones microbianas de B. thuringiensis que contienen la proteina
insecticida CrylAc, las cuales han sido utilizadas de manera segura para el
control de plagas de insectos Lepidopteros durante mas de 40 afios (Luthy et al,
1982; Baum et al, 1999). La proteina CrylAc producida en el algodén Bollgard
es practicamente idéntica en estructura y actividad a la proteina CrylAc
encontrada en la naturaleza y en formulaciones microbianas B.t.k. comerciales. B.
thuringiensis y las formulaciones microbianas B.tk. han demostrado ser especificas
para las plagas a las cuales estan dirigidas (insectos diana) y no tienen efectos
nocivos para organismos no-diana como insectos y acaros beneficiosos, pajaros,
peces y mamiferos, incluyendo humanos (U.S. EPA, 1988;WHO, 1999).

Los beneficios directos del algodén Bollgard son el menor uso de
insecticidas para proteccién del cultivo, un control de las orugas de las
capsulas mas eficaz y en consecuencia una mejora del rendimiento, una
reduccién en los costes de produccién y en los riesgos del cultivo, teniendo
todo ello como resultado una mejora de la rentabilidad para los productores
de algoddn (ISAA, 2002; ISAAA, 2001; Edge et al., 2001; Carpenter y Gianessi,
2001; Betz et al., 2000; Economic Research Service/USDA, 2000; Falck-Zepeda
et al., 1998; Falck-Zepeda et al., 2000; Fernandez-Cornejo y McBride, 2000;
Gianessi y Carpenter, 1999; Klotz-Ingram et al., 1999; Traxler y Falck-Zepeda,
1999; Xia et al., 1999). Se ha estimado que el cultivo de algodén Bollgard en
los Estados Unidos desde 1996, ha permitido una reduccién de 1.2 millones
de kg de ingredientes activos de insecticidas y |5 millones de aplicaciones de
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insecticidas (Carpenter y Gianessi, 2001). Por otra parte, los productores de
algodoén de los Estados Unidos que cultivaron algodén Bollgard obtuvieron un
aumento de |18 millones de kg en la produccion de algodén por afio, lo que
supuso un incremento de sus ingresos netos en 1999 estimado en 100
millones de euros (Carpenter y Gianessi, 2001). Las revisiones mas recientes
sobre los beneficios derivados del cultivo de estas variedades de algodén
confirman que siguen aportando una reduccién significativa de ingredientes
activos de insecticidas y un balance positivo para los agricultores (Gianessi et
al., 2002). Pero también el cultivo de variedades de algodén Bollgard ha
aportado beneficios secundarios asociados a la reduccién en el uso de
insecticidas, que han dado como resultado un incremento de las poblaciones
de insectos beneficiosos y fauna salvaje, una disminucién en la escorrentia
potencial de insecticidas y una mayor seguridad para los trabajadores
agropecuarios (Pray et al., 2001).

Bajo las condiciones ensayadas en Espafia, las variedades Bollgard han
demostrado ofrecer una excelente herramienta para el manejo integrado de
plagas en algodén, reduciendo el consumo de recursos para proteger la
cosecha de las orugas de las capsulas: 10.7-15.8 I/ha de insecticidas no
selectivos ahorrados, manteniendo o incrementando las producciones finales:
2% de incremento medio en ensayos durante 1998 y respetando las
poblaciones de insectos auxiliares, que contribuyen a la lucha biolégica contra
las especies plaga del cultivo (Novillo et al., 1999; Parrado et al., 2001).

El algodon Bollgard, modificado genéticamente, se obtuvo
transfiriendo el gen crylAc al genoma de una variedad de algodén
convencional, Coker 312, mediante Agrobacterium tumefaciens y utilizando
como vector un plasmido. El gen nptll, que codifica una enzima seleccionable
como marcador, la neomicina fosfotransferasa Il (NPTII), estaba también
presente en el plasmido para facilitar la seleccion de las plantas protegidas
contra insectos. La proteina NPTII no sirve para ninglin otro propésito y no
tiene propiedades insecticidas. El plasmido también contenia el gen de
resistencia a antibiético aad, que codifica la enzima bacteriana seleccionable
como marcador 3”(9)-O-aminoglicésido adeniltransferasa (AAD). Este gen
confiere resistencia a los antibioticos espectinomicina y estreptomicina y
facilitd la seleccion de las bacterias que contenian el plasmido, en los pasos
iniciales de transformacion del tejido de algoddn. Estd controlado por un
promotor bacteriano, por lo que no se expresa en los tejidos del algodon.
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Para la evaluacién de la equivalencia nutricional y composicional del
algodén Bollgard con respecto a las variedades convencionales de algodén, se
realizaron mdas de 2.500 andlisis separados sobre 67 componentes de la
semilla y el aceite de algodén. Estos andlisis incluyeron niveles de proteinas,
grasas, humedad, calorias, minerales, aminodcidos, dacidos grasos
ciclopropenoides y gosipol. Los resultados de estos andlisis demuestran
claramente que, salvo la produccién de las proteinas CrylAc y NPTII, el
algodén Bollgard es composicionalmente equivalente a y es tan seguro como
las variedades de algodén convencionales, disponibles actualmente (Berberich
et al., 1996).

El siguiente resumen provee informacién sobre los métodos
utilizados para desarrollar el algodén Bollgard, Evento 531,y un resumen de
los estudios que avalan su seguridad como alimento humano, animal y
medioambiental. Ademads de la caracterizacion molecular, se llevaron a cabo
diferentes estudios para comprobar la seguridad de las proteinas producidas,
la composiciéon del alimento para uso humano y animal y su seguridad
medioambiental. Los resultados de estas evaluaciones muestran que el
algodéon Bollgard y sus fracciones procesadas son substancialmente
equivalentes al algodén producido convencionalmente, teniendo en cuenta la
variacién natural presente entre variedades de algodén, con la excepcion de
la expresién de las proteinas CrylAc y NPTIl. También se demostré que las
proteinas CrylAc y NPTIl son seguras para el consumo humano y animal asi
como para el medio ambiente.
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INTRODUCCION

El algoddn es la principal planta cultivada para produccién de fibra en el
mundo y los insectos Lepidopteros son las plagas mds importantes en la mayoria
de las hectdreas de algodén cultivadas, incluido el algodén cultivado en Espafia,
que se localiza fundamentalmente en Andalucia. Asi, el control de las orugas de
las capsulas en el algodén cultivado en Andalucia requiere un seguimiento muy
detallado de las poblaciones de estas orugas y se estima que sélo la proteccién
del cultivo frente a estas especies absorbe mas de la mitad de todas las
aplicaciones insecticidas a lo largo del ciclo del cultivo (Alvarado y Duran, 1996).
La incorporacion de la proteina CrylAc, de B. thuringiensis, dentro de las
variedades de algodén Bollgard reduce, y en muchos casos elimina, la necesidad
de aplicar insecticidas quimicos para controlar las principales plagas de orugas de
las capsulas. El algodén Bollgard tiene valor no solo como un reemplazo de las
aplicaciones de insecticidas contra plagas especificas, sino también como una
herramienta en el manejo de plagas, que puede otorgar beneficios afiadidos a la
reduccion en los costes del cultivo (Edge et al, 2001; Wier et al, 1998).
Estos beneficios adicionales incluyen un menor riesgo para la salud del agricultor,
un mayor respeto a los insectos auxiliares y la fauna salvaje y una perspectiva
econémica y de productividad mds estable para la industria del algodén.

Las variedades Bollgard (izda) protegen la produccién de fibra de los dafios causados por las

orugas de las capsulas en sus variedades isogénicas (dcha)
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El algodén Bollgard fue producido utilizando una transferencia del
gen crylAc, mediada por A. tumefaciens, que codifica una proteina con actividad
insecticida contra larvas de insectos Lepidopteros, dentro del genoma de
algodoén Coker 312. El cultivar Coker 312 fue utilizado debido a su respuesta
favorable al sistema de cultivo de tejidos, utilizado en el proceso de obtencion
de plantas transgénicas. Pese a que Coker 312 no es una de las variedades mas
cultivadas actualmente, es atn un cultivar comercialmente aceptable. La
caracteristica Bollgard ha sido desde entonces transferida a diversas
variedades comerciales de algodén, utilizando técnicas de mejora
tradicionales.

El sistema de transformacion con A. tumefaciens es bien conocido y
ha sido utilizado durante muchos afios en la modificacion genética de diversas
plantas dicotiledoneas. El plasmido vector fue modificado, de manera tal que
el sistema de transformacion no pudiera transmitir la enfermedad de la agalla
de la corona. Este sistema de transformacion integra genes del plasmido
vector dentro del cromosoma de la célula de la planta, de forma estable. La
caracterizacion molecular demostré que se integraron dos insertos de ADN-
T (ADN transferido) dentro del genoma del algodén para producir Bollgard,
evento 53 1. El gen crylAc segregé de manera consistente con la presencia de
una sola copia activa de la region codificante y se transfirié de forma estable,
por técnicas de mejora tradicionales, a numerosas variedades comerciales de
algodoén.

El plasmido vector utilizado dentro de A. tumefaciens para producir el
algodoén Bollgard, evento 531, contiene la secuencia completa de los genes
crylAc, nptll y aad (Figura ). El gen crylAc deriva de la bacteria comin del
suelo B. thuringiensis variedad kurstaki (B.t.k.) y codifica la proteina insecticida,
CrylAc. El cassette del gen cryl/Ac contiene un promotor e-35S y una
secuencia de terminacién transcripcional 7S 3’. El gen nptll codifica una enzima
marcadora de seleccion, neomicina fosfotransferasa Il (NPTII), utilizada para
identificar las células de algodén que contenian la proteina CrylAc. El gen
nptll esta controlado por el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
y estd seguido por una region de nopalina sintasa (nos) 3’ que dirige la
poliadenilacion del ARNm. La proteina NPTII no es util para ningiin otro
proposito y carece de propiedades insecticidas. El gen aad codifica la enzima
marcadora de seleccion bacteriana 3”(9)-O-aminoglicésido adenililtransferasa
(AAD), que permitié la seleccion de las Agrobacterias, en medio que contenia
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espectinomicina o estreptomicina. El gen aad esta bajo el control de un
promotor bacteriano, y por lo tanto, la proteina codificada no se expresa en
las plantas derivadas del algodon Bollgard, evento 531.

Figura I: Mapa del Plasmido PV-GHBK04

PV-GHBKO04

11407 pb

Los organismos donantes de genes incluyen el virus del mosaico de la
coliflor (promotor e-35S), A. tumefaciens (terminador de nopalina sintasa), E. coli
(nptll y aad) y soja (Glycine max; sefial de terminacion 7S 3’). El virus del mosaico
de la coliflor y A. tumefaciens son fitopatégenos. E. coli es una bacteria gram-
negativa, no-patogénica, utilizada para el clonado de ADN y la construccion del
vector. Las caracteristicas de los organismos donantes, el virus del mosaico de
la coliflor y A. tumefaciens, no obligan a ninglin ensayo analitico o toxicoldgico,
ya que solamente se transfirieron al organismo huésped las secuencias de los
genes especificos, que codifican las enzimas deseadas.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL ALGODON BOLLGARD

La caracterizaciéon del algodén Bollgard, evento 531, demostré que
hay dos insertos de ADN-T. El principal inserto funcional contiene copias
Unicas del gen completo de crylAc, el gen nptll y el gen de resistencia a
antibioticos aad. Este inserto de ADN-T también contiene una porcion de 892
pares de bases del extremo 3’ del gen crylAc fusionado a la secuencia de
terminacion transcripcional 7S 3’. Este segmento de ADN se encuentra en el
extremo 5’ del inserto, en forma contigua y en orientacién inversa al cassette
del gen completo crylAc y no contiene un promotor. Se detect un transcrito
por transcripcion inversa RT-PCR, que corresponde a este segmento 3’ del
gen crylAc y al ADN gendmico adyacente. En la improbable eventualidad de
que este ARN fuera traducido, el péptido resultante seria altamente
homologo a la porcién correspondiente al C-terminal de la proteina Cryl Ac.
La seguridad de esta proteina tedrica se demuestra con los estudios descritos
en las secciones siguientes, ya que la proteina, de ser producida, habria sido
un componente en todos los estudios de seguridad llevados a cabo tanto con
la proteina CrylAc, como con plantas o semillas de algodén Bollgard.

El segundo inserto de ADN-T contiene una porcion de 242 pares de
bases de la secuencia de poliadenilacién 7S 3’ de la regidn terminal del gen
crylAc. No se detectd transcrito de ARN por transcripcion inversa RT-PCR,
que se correspondiera o hubiera sido transcrito del inserto de ADN-T de
242 pares de bases 7S 3’, por lo tanto no se produce ninglin péptido, seglin lo
esperado.

Los datos individuales de cruzamientos con otras variedades
comerciales de algodén demuestran la estabilidad de la transferencia del
inserto funcional, de generacion en generacién. Basandose en andlisis
moleculares, datos sobre la expresion fenotipica y patrones de herencia, se ha
demostrado la integracion estable del gen cry/Ac dentro del cromosoma del
algodén Bollgard. Los resultados de dichos estudios se resumen a
continuacion:

* Andlisis por Southern blot de numerosas generaciones de algodén
Bollgard, llevados a cabo durante los dltimos ocho afios, han dado
como resultado un patrén de Southern blot idéntico, lo que indica la
estabilidad del inserto funcional del gen crylAc.
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* Andlisis ELISA de semilla obtenida de ensayos en multiples
localidades, durante ocho afios, mostraron niveles similares de las
proteinas CrylAc y NPTII.

* Se ha confirmado la produccién de la proteina CrylAc por
deteccion inmunoldgica y/o datos de eficacia bajo diferentes
condiciones ambientales, en numerosas variedades de algodén
Bollgard.

* Se observa herencia mendeliana de la caracteristica Bollgard
después de auto-polinizacién o retrocruzamientos con otras
variedades de algodon.

* La eficacia insecticida se ha mantenido durante el desarrollo de este
producto, desde su comercializacién, en 1996, y en la produccién
total en unos 7 millones de hectareas sembradas en Estados Unidos.

* La calidad de la semilla del algodén Bollgard se ha mantenido
después de la transferencia del gen crylAc dentro de distintos
entornos genéticos.

De acuerdo con estos resultados, no existe evidencia o probabilidad
de inestabilidad genética o de eficacia. Ademas, estos datos confirman que la
caracteristica Bollgard estd integrada establemente en el genoma del algodén.
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NIVELES DE PROTEINA CrylAcY NPTII EN PLANTAS
DE ALGODON BOLLGARD

Las proteinas CrylAc y NPTIl se producen en bajos niveles (partes por
millén o pg/gr), en varios tejidos de la planta de algodén Bollgard. Los datos
generados a partir de muestras recogidas en 1992 se presentan en las Tablas | y 2.
Las proteinas CrylAc y NPTIl se detectaron en el evento 531 y no fueron
detectadas, seglin lo esperado, en la linea parental Coker 312. Los niveles medios
de la proteina CrylAc, en 1992, fueron 1.56 y 0.86 pg/gr peso fresco en hoja y
semilla de algodén sin procesar, respectivamente. Los niveles medios de la
proteina NPTIl ,en 1992, fueron 3.15 y 2.45 pg/gr peso fresco, para hoja y semilla
de algodén sin procesar, respectivamente. Las muestras de varias localidades, en
ocho afios de ensayos en campo, muestran niveles medios de la proteina Cry | Ac
en semilla de algoddn sin procesar que variaron de aproximadamente | a 9 pg/gr
de peso fresco. En semilla de algodén sin procesar, el nivel medio de la proteina
NPTII varié de 2.0 a 15 pg/gr de peso fresco entre las mismas localidades y afios
de ensayo en campo. Las proteinas CrylAc y NPTIl estan presentes en bajos
niveles en plantas completas recolectadas justo antes de la defoliaciéon. En
ensayos en campo durante la campafia 1992, las plantas Bollgard maduras
contenian unas cantidades estimadas de 0.08 pg CrylAc proteina/g y 3.3 ng
NPTII proteina/g peso fresco de una planta madura completa (aproximadamente
|0 pg de proteina CrylAc por planta). Dos afios adicionales de datos, de las
campafas 1998 y 1999, mostraron que los niveles de proteina CrylAc variaban
desde <0.07 (limite de deteccion del ensayo) a 0.19 pg/gr peso fresco. Los niveles
de proteina CrylAc se mantuvieron suficientemente altos para un control
efectivo de las plagas de insectos diana a lo largo de toda la campafia.

La proteina Cry| Ac no fue detectada en néctar recolectado de algodén
Bollgard, utilizando un ensayo con un limite de detecciéon de 1.6 ng/g (0,001 ppm)
de peso fresco de néctar. La proteina Cry| Ac estad presente en el polen a niveles
por encima del limite de deteccién del ensayo utilizado para evaluar las
concentraciones de la proteina CrylAc: | I.5 ng/g peso fresco de polen.

Después del procesado, los niveles de proteina Cry| Ac fueron reducidos a
niveles no-detectables en la mayoria de los productos procesados de semilla de
algodon: aceite refinado, fibras marrones y harina de semilla de algodén. La proteina
CrylAc no fue detectada por ELISA o bioensayo con insectos, en la harina de semilla
de algodén procesada. Se encontrd que el contenido de proteina total en el aceite
refinado de semilla de algodén estaba por debajo del limite de deteccién del ensayo
(1.3 ppm). Se analizaron las fibras largas de la semilla de algodon Bollgard para medir
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la presencia de la proteina Cry | Ac, utilizando andlisis de western blot y bioactividad.
La proteina Cry| Ac fue detectada a 0.1 ug/g peso de fibras sin procesar. Después del
procesamiento de las fibras a fibras marrones o a fibras de algodén mas purificadas,
la proteina Cry | Ac no fue detectada a un limite de deteccién de 0.08 pg/g peso.

La proteina AAD no fue detectada en tejido de hojas o semillas de
algodon Bollgard al limite de deteccion de 0.008 y 0.005 pg/gr peso fresco
para hoja y semilla, respectivamente. Este resultado era predecible, ya que el
gen aad estd controlado por un promotor bacteriano y su expresién en la
planta de algodén era improbable.

Tabla I. Niveles de proteinas CrylAc, NPTIl y AAD en tejido de hoja de algodén,
en 1992 (uglg peso fresco).

Analizado Coker 312 2 Linea 531 2
CrylAc media ND 1.56
rango NA 1.18-1.94
error std NA 0.15
NPTII media ND 3.15
rango NA 2.46-3.84
error std NA 0.270
AAD media ND ND
rango NA NA
error std NA NA

2 Media de niveles de expresion a lo largo de las localidades de ensayo en campo. N=36, 6 muestras por cada
una de seis localidades
ND=no-detectable; NA=no aplicable

Tabla 2. Niveles de expresion de proteinas CrylAc, NPTIl y AAD en semilla de
algodén, en 1992 (uglg peso fresco).

Analizado Coker 312 2 Linea 531 2
CrylAc media ND 0.86
rango NA 0.40-1.32
error std NA 0.18
NPTII media ND 2.45
rango NA 1.97-2.93
error std NA 0.19
AAD media ND ND
rango NA NA
error std NA NA

2 Media de niveles de expresién a lo largo de las localidades de ensayo en campo. N=36, 6 muestras por cada
una de seis localidades
ND=no-detectable; NA=no aplicable
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EVALUACION DE SEGURIDAD DE LAS PROTEINAS CrylAc
Y NPTIl EN ALGODON BOLLGARD

Las evaluaciones de seguridad de las proteinas CrylAc y NPTII,
expresadas en el algodon Bollgard, evento 531, incluyen la demostracion de la falta
de similitud con alergenos y toxinas conocidos y la larga historia de consumo
seguro de proteinas comparables, en formulaciones microbianas, digestion rapida
en fluidos gastricos e intestinales simulados, modo de accion/especificidad de la
proteina CrylAc y la falta de toxicidad oral aguda en raton.

Modo de Accién y Especificidad de la Proteina CrylAc

La proteina CrylAc es producida como un cristal insoluble en la
bacteria B. thuringiensis. La proteina cristalizada estd compuesta por la forma
pro-toxina, de la proteina. La actividad insecticida de la proteina CrylAc
requiere que la proteina sea ingerida. En el intestino del insecto, la proteina se
solubiliza debido al alto pH del intestino del insecto y es procesada
proteoliticamente al nicleo activo de la proteina, que es resistente a mayor
degradacion por las proteasas del intestino del insecto. El nicleo de la
proteina se une a receptores especificos en el intestino medio de insectos
Lepidopteros, se inserta dentro de la membrana y forma poros ion-
especificos (English y Slatin, 1992). De esta forma, interrumpe el proceso
digestivo y causa la muerte del insecto. Los tejidos del sistema digestivo de
insectos no-diana, mamiferos, pajaros y peces carecen de receptores que se
unan a la proteina CrylAc. Por lo tanto, la proteina CrylAc no puede
interrumpir la digestion y es, en consecuencia, no-téxica para especies
distintas a insectos Lepidépteros (Betz et al., 2000; Hofmann et al., 1988).

Caracterizacion e Historia del Consumo Seguro de las Proteinas
CrylAc y NPTII.

Existe un largo historial de uso seguro de la proteina CrylAc en
productos microbianos basados en productos Bt (U.S. EPA, 1988;WHO, 2000).
La EPA y la WHO han reconocido el potencial de exposicion dietaria a
proteinas Cry a partir del uso de formulaciones microbianas en cultivos para
uso alimenticio: “Los patrones de uso para B. thuringiensis pueden dar como
resultado una exposicién dietaria con posibles residuos de esporas bacterianas
en materias primas agricolas. Sin embargo, en ausencia de preocupaciones
toxicoldgicas, no se espera riesgo por el consumo de materias primas agricolas
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tratadas, tanto para la poblacién general como para bebés y nifios” (U.S. EPA,
1998) “No se ha informado que B.t. cause efectos adversos en la salud humana
cuando se encuentra presente en agua potable o alimentos” (WHO, 2000).

Basidndose en la secuencia de nucleétidos de la secuencia codificante, se
predijo la secuencia de aminoacidos de la proteina CrylAc, expresada en el
algodon Bollgard. La proteina CrylAc producida en el algodén Bollgard es
idéntica en >99.4% a la proteina producida por la cepa bacteriana B. thuringiensis
subsp. kurstaki (B.tk.). Cepas de B. thuringiensis han sido utilizadas de forma segura
como insecticidas microbianos comerciales durante méas de 40 afos. Las
proteinas Cry presentes naturalmente en B.tk. han demostrado no tener efectos
nocivos para peces, aves, mamiferos y otros organismos no-diana (U.S. EPA, 1988;
Betz et al,2000). La seguridad de las proteinas Cry para las especies no-diana se
atribuye al modo de accion altamente especifico y a la rapida digestibilidad.

La proteina NPTIl expresada en el algodén Bollgard es similar quimica y
funcionalmente a la proteina NPTII presente en la naturaleza (Fuchs et al, 1993).

Digestion de las Proteinas CrylAc y NPTII en Fluidos Gastricos e
Intestinales Simulados

Ademas de la falta de receptores para la proteina Cry|Ac, la ausencia
de efectos toxicos en humanos y otros mamiferos se apoya en la rapida
degradacion de la proteina en un estudio de digestiéon géstrica in vitro. La
velocidad de degradacion de la proteina CrylAc fue evaluada de forma
separada en fluidos gastricos (pepsina, pH 1.2) e intestinales (pancreatina,
pH 7.5) simulados: los fluidos gastricos e intestinales simulados fueron
constituidos basdndose en los niveles recomendados por la Farmacopea de
Estados Unidos, 1995. La degradacion de la proteina CrylAc fue medida por
andlisis de western blot y bioactividad sobre insectos. El estudio demostré
que la proteina Cry|Ac se degrada en aproximadamente 30 segundos, desde
el momento de la exposicion al fluido gastrico (Betz et al, 2000). Las
condiciones acidas del estdbmago desnaturalizan la conformacion nativa de la
proteina CrylAc, facilitando su rapida degradacion. En fluidos intestinales, la
proteina CrylAc fue convertida a la forma estable a las proteasas y
permanecié intacta y bioactiva durante al menos 21 horas. Este resultado era
esperable, ya que es sabido que el nlcleo proteico resistente a proteasas de
las proteinas insecticidas B.t. es resistente a digestién adicional por tripsina.
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In vivo, la proteina CrylAc estaria expuesta a condiciones gastricas antes de
ingresar al limen intestinal. Seria esperable que el bajo pH y la pepsina en el
estémago digirieran completamente la proteina o la dejaran susceptible de
digestion intestinal.

Se demostré que la proteina NPTIl se degrada rapidamente bajo
condiciones digestivas simuladas de mamiferos. Mediante andlisis de western
blot se evaludé la degradacion de la proteina NPTII en fluidos digestivos,
encontrandose que la actividad enzimdtica de la proteina NPTIl desaparecia
después de una incubacion de 2 minutos en fluidos gastricos simulados y |5
minutos de incubacion en fluidos intestinales simulados (Fuchs et al.,, 1993).

Ausencia de Toxicidad Oral Aguda de las Proteinas CrylAc y NPTIl en Ratén

Los resultados sobre toxicidad de proteinas muestran que pocas
proteinas son toxicas al ser ingeridas. Cuando las proteinas son toxicas, se
sabe que actlian por mecanismos agudos y a bajos niveles de dosis (Sjoblad et
al,, 1992). Los resultados de estudios de toxicidad oral aguda en mamiferos
apoyan la especificidad y seguridad de la proteina CrylAc. Cuando se
administré proteina CrylAc en forma oral, a ratones (Betz et al., 2000), no
hubo evidencia de toxicidad alin a dosis extremadamente altas (4200 mg/kg
peso corporal). Por lo tanto, la proteina CrylAc no es considerada téxica,
excepto para los insectos plaga diana. Ademas, no se espera que la proteina
CrylAc producida en las plantas de algodon presente alglin riesgo de
toxicidad dermal o por inhalacién. En primer lugar porque el nivel de
expresion de la proteina CrylAc en algodén es bajo, y la proteina se
encuentra dentro de las paredes celulares de los tejidos de la planta, con bajo
o ninglin potencial de exposicién dérmica o inhalatoria. Y por otra parte, no
se espera que las proteinas que no son téxicas por la ruta oral lo sean por
rutas dérmicas o pulmonares. De forma similar, la proteina NPTIl no causé
efectos nocivos en ratones cuando fue administrada, a través de cebos,a dosis
de hasta 5000 mg/kg de peso corporal (Fuchs et al., 1993).

Ausencia de Similitud de Secuencia de las Proteinas CrylAc y NPTII
con Proteinas Téxicas Conocidas.

Un método para la evaluacion de potenciales efectos téxicos de las
proteinas introducidas dentro de plantas es comparar la secuencia de
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aminodcidos de la proteina con la de proteinas téxicas conocidas. Proteinas
homoélogas, derivadas de un ancestro comun, tienen secuencias de
aminodcidos similares, son estructuralmente similares y comparten funciones
comunes. Por lo tanto, es indeseable introducir ADN que codifique para una
proteina que sea homologa a alguna toxina. La homologia se determina por la
comparacién del grado de similitud de aminodcidos entre proteinas, utilizando
criterios publicados (Doolittle et al., 1990). La proteina CrylAc no muestra
similitud de secuencia de aminoacidos significativa cuando se compara con
proteinas téxicas conocidas, presentes en las bases de datos de proteinas PIR,
EMBL, SwissProt y GenBank, con la excepcién de otras proteinas Cry. La
proteina NPTIl no muestra similitud de secuencia de aminoacidos significativa
cuando se compara con toxinas proteicas conocidas, presentes en estas bases
de datos de proteinas.

Evaluacién de la Exposicion de Humanos a Proteinas CrylAc y NPTII
de Algodén Bollgard

Los unicos productos de algodén utilizados para alimento humano
son el aceite de semilla de algodén y las fibras de algodén procesadas,
(National Cottonseed Products Association, 1989). Los andlisis de aceite
refinado de semilla de algodén derivado de la linea parental Coker 312
utilizada como control y del algodén Bollgard, evento 531, confirmaron que
no hay proteina detectable en aceite de semilla de algodén, a un limite de
deteccion para el ensayo de 1.3 ppm, de proteina total. Esto es consistente
con otros informes que concluyen sobre la ausencia de proteina en aceite de
semilla de algodén (Cottonseed Qil, 1993). Andlisis de fibras procesadas
también confirmaron que no habia proteina detectable (Sims et al., 1996). Por
lo tanto, el consumo humano significativo de las proteinas CrylAc y NPTII
presentes en las variedades de algodén Bollgard es extremadamente
improbable. Ademas, pruebas directas con individuos alérgicos a proteinas
contenidas en la harina derivada de cultivos oleaginosos (ej soja, cacahuete y
girasol) con el aceite de estos respectivos cultivos, han establecido que el
aceite refinado no produce una respuesta alérgica (Bush et al., 1985; Halsey et
al., 1986; Taylor et al., 1981). Esto es consistente con la ausencia de proteina
detectable en el aceite (Tattrie y Yaguchi, 1973). Esta informaciéon proporciona
una base soélida para concluir que el aceite de semilla de algodén Bollgard no
causa preocupacion significativa sobre alergenicidad, basindose solamente en
la falta de exposicién significativa.
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Ausencia de Similitud de Secuencia de las Proteinas CrylAc y NPTII
con Alergenos Conocidos

Pese a que no hay disponible un bioensayo predictivo Unico para
medir el potencial alergénico de proteinas en humanos (U.S. FDA, 1992), el
perfil fisicoquimico y de exposicién humana de la proteina proporciona las
bases para la medicién del potencial alergénico, mediante la comparacién con
proteinas alergénicas conocidas. Por lo tanto, las consideraciones importantes
que contribuyen a la alergenicidad de proteinas ingeridas oralmente incluyen
exposicion y una medicién de los factores que contribuyen a la exposicion,
tales como estabilidad a la digestion, prevalencia en el alimento y patrones de
consumo (cantidad) del alimento especifico (Metcalfe, et al., 1996; Kimber et
al, 1999).

Un pardmetro clave que contribuye a la alergenicidad sistémica de
ciertas proteinas alimenticias es la estabilidad a la digestion gastrointestinal,
especialmente estabilidad a proteasas d4cidas como la pepsina que se
encuentra en el estdbmago (Astwood et al, 1996; Astwood y Fuchs, 1996;

Fuchs y Astwood, 1996; FAO, 1995; Kimber et al, 1999). Los alergenos
alimenticios importantes tienden a ser estables a la digestion peptidica y a las
condiciones 4cidas del estémago, si es que van a alcanzar la mucosa intestinal
donde se puede iniciar una respuesta inmune. Como se menciono
anteriormente, la medicion in vitro de la digestibilidad de las proteinas Cry|Ac
y NPTIl mostré que estas proteinas son digeridas rapidamente.

Otro factor significativo, que contribuye a la alergenicidad de ciertas
proteinas alimenticias, es su alta concentracién en alimentos (Taylor et al,
1987; Taylor, 1992; Fuchs y Astwood, 1996). Muchos alergenos estan presentes
como componentes proteicos principales en el alimento especifico,
representando del 2-3% hasta el 80% de la proteina total (Fuchs y Astwood,
1996). Por el contrario, las proteinas CrylAc y NPTII estin presentes en
niveles bajos en las plantas de algodén Bollgard y no son detectables en los
componentes del algodén que son utilizados para alimentacion.

También es importante establecer que la proteina no representa un
alergeno descrito previamente y que no comparte un segmento de una
secuencia de aminodacidos con potencial de reaccién cruzada o estructura con
alergenos conocidos. Una forma eficiente de determinar si la proteina
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incorporada es un alergeno o es probable que contenga estructuras de
reacciéon cruzada, es comparar la secuencia de aminodcidos con la de
alergenos conocidos. Se integré una base de datos de secuencias de proteinas
asociadas con alergia y la enfermedad de los celiacos, a partir de bases de
datos genéticas disponibles al publico (GenBank, EMBL, PIR y SwissProt).
Las secuencias de aminoacidos de las proteinas CrylAc y NPTIl fueron
comparadas con estas secuencias, y ninguna mostré similitud de secuencia de
aminodcidos significativa con los alergenos conocidos (Astwood et al.,1996).

Ademas, la proteina NPTII ha sido aprobada por la Administraciéon de
Alimentos y Medicinas de Estados Unidos (FDA) como aditivo util en el
procesado de tomate, algodén y canola (Administracién de Alimentos y
Medicinas, 1994), y esta exenta del requerimiento de tolerancia como un
ingrediente inerte por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (U.S. EPA, 1994). Estas aprobaciones incluyen la evaluacién de los
potenciales efectos alergénicos para la proteina NPTII, y ambas agencias
concluyeron que no habia preocupaciones significativas.

En resumen, estos datos y andlisis sustentan la conclusién de que las
proteinas CrylAc y NPTIl no son detectables en productos de algodén
utilizados para alimento humano, no poseen un riesgo alergénico significativo,
no derivan de fuentes alergénicas, no poseen similitud de secuencias
inmunolégicamente relevantes con alergenos conocidos y no poseen las
caracteristicas de proteinas alergénicas conocidas como se resume a
continuacion. Esta conclusién estd sustentada por la falta de antecedentes de
sensibilizacion a las formulaciones microbianas comerciales y por las
caracteristicas de las proteinas Cry en cuanto a alergenicidad (McClintock et
al,, 1995).

Caracteristicas de proteinas alergénicas conocidas y las proteinas expresadas
en el algodén Bollgard

Caracteristica Alergenos CrylAc NPTII
Estable a digestion Si No No
Estable al procesamiento Si No No
Similitud con alergenos conocidos Si No No
Proteina prevalente en alimentos Si No No

Segun se describe en Taylor (1992) y Taylor et al. (1987)
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Tabla 4. Composicién de lipidos y dcidos grasos en Bollgard, evento 531,
y Coker 312 (Ensayos en campo 1993)

Componente C312ab Bollgard 531 ab
Media Rango¢ Media Rango

Lipidos 335 30.9-35.5 335 30.8-35.9
Miristico (14:0) 0.94 0.67-1.07 0.88 0.75-0.98
Pentadecanoico (15:0) 0.40 0.32-0.60 0.62 0.32-0.90
Palmitico (16:0) 26.5 24.8-27.8 26.3 25.1-27.2
Palmitoleico (16:1) 0.64 0.48-0.71 0.6l 0.54-0.64
Margarico (17:0) 0.16 0.13-0.20 0.18 0.14-0.27
Estearico (18:0) 2.63 2.32-3.26 2.90 2.71-3.26
Oleico (18:1) 15.3 14.8-16.0 16.8 14.8-19.1
Linoleico (18:2) 47.8 46.4-49.9 45.6 41.6-49.0
Linolénico (18:3) 0.20 0.13-0.29 0.14 0.13-0.18
Araquidico (20:0) 0.29 0.26-0.31 0.28 0.22-0.33
Behénico (22:0) 0.15 0.12-0.17 0.14 0.13-0.15
Malvalico (C-17) 0.37 0.22-0.45 0.38 0.23-0.47
Esterculico (C-18) 0.59 0.48-0.70 0.62 0.54-0.69
Dihidoestercilico (C-19)  0.36 0.29-0.50 0.49 0.24-0.84

a2 El valor de los lipidos se expresa como % de peso de muestra seca. El valor de édcidos de acidos grasos se
expresa como % de los lipidos totales.

b Los valores representados son la menor media cuadrada y los rangos de cinco muestras para C312 y
cuatro muestras del evento Bollgard 531.

< El rango indica los valores individuales menores y mayores, a través de las localidades para cada variedad.
No hay diferencias estadisticas significativas con el testigo Coker 312.
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Tabla 5. Composicién de aminodcidost en semilla de algodén Bollgard,
evento 531,y Coker 312 (Ensayos en campo, 1993).

Bibliografia

Aminodacido Max! Min! C3122 Bollgard 5313
Acido Aspartico 9.5 8.8 9.72 9.49
Treonina 32 2.8 3.40 3.42
Serina 4.4 3.9 4.62 4.67
Acido Glutdmico 22.4 20.5 19.56 18.21%*
Prolina 4.0 3.1 422 4.03
Glicina 4.5 3.8 432 4.18
Alanina 4.2 3.6 4.12 4.03
Cisteina 34 2.3 1.60 1.68
Valina 4.7 43 4.50 4.09*
Metionina 1.8 1.3 1.48 1.94*
Isoleucina 34 3.0 3.26 3.02%
Leucina 6.1 55 5.98 593
Tirosina 33 2.8 2.92 3.08*
Fenilalanina 5.6 5.0 5.32 5.28
Lisina 4.1 3.9 4.50 4.73*
Histidina 2.8 2.6 2.72 2.94*
Arginina 12.3 10.9 11.20 11.68
Triptéfano 1.4 1.0 1.04 1.00

T La composicion de aminoacidos se expresa como mg/kg de peso seco de proteina en la semilla de algodon.

I Lawhon, 1977 (solo pudo citarse una referencia relevante, lo que da como resultado un rango menor para
la comparacion, que probablemente no sea representativo de la variacion en niveles de aminoacidos entre
distintas variedades de algodon).

2 El valor indicado es la menor media cuadrada de cinco muestras, una de cada localidad de ensayo donde se
recolect6 un volumen de semilla del cultivar C312.

3 El valor indicado es la menor media cuadrada de cuatro muestras, una de cada localidad de ensayo donde
se recolect6 un volumen de semilla del evento Bollgard 531.

* Diferencia significativa del cultivar testigo C312,a un nivel de 5% (t-test apareado). Datos de afios
adicionales han demostrado que estas diferencias no son consistentes a lo largo de los afios y en
diferentes entornos genéticos, indicando que las diferencias observadas en 1993 no son atribuibles a la
caracteristica genética.

Tabla 6. Niveles de aflatoxina y gosipol determinados en semilla de algodén
Boligard, evento 531 y Coker 312 (Ensayos en campo, 1993)

% Gosipol Totalt Aflatoxina
Variedad Media2 Rangob
C312 1.16 (0.97-1.43) ND
Bollgard 531 1.10 (0.86-1.29) ND

 El gosipol se expresa como porcentaje del peso seco de la semilla: el rango en la bibliografia es 0.39 — 1.7%
(Berardi y Goldblatt, 1980)

2 Los valores citados para las muestras de semillas son la menor media cuadrada (procedente de andlisis
estadisticos).

b Los rangos representan los valores menores y mayores entre seis muestras por variedad, una muestra por
localidad donde se recolecté un volumen de muestras de semilla.

ND = No detectado al limite de deteccién de | ppb
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Tabla 7. Perfil de acidos grasos de aceite refinado de algodén Bollgard,
Evento 531 y Coker 312 (Ensayos en campo, 1993).

Aceite Refinado
(% de acidos grasos totales)

Acidos Grasos Rango en bibliografia Coker 312 Bollgard 531
Miristico (14:0) (0.5-2.5)! 0.98 0.77
(0.68-1.16)2
Palmitico (16:0) (17-29)! 25.42 25.08
(21.63-26.18)2
Palmitoleico (16:1) (0.5-1.5)! 0.64 0.58
(0.56-0.82)2
Estedrico (18:0) (1.0-4.0)! 2.53 2.67
(2.27-2.88)2
Oleico (18:1) (13-44)! 14.92 15.89
(15.17-19.94)2
Linoleico (18:2) (33-58)! 50.27 50.88
(49.07-57.64)2
Linolénico (18:3) (0.1-2.1)1,(0.23)3 0.16 0.17
Araquidico (20:0) (<0.5)', (0.41)3 0.21 0.30
Behénico (22:0) (<0.5)! 0.12 0.13
Malvalico (C-17) (0.22-1.44)* 0.36 0.46
Estercdlico (C-18) (0.08-0.56)* 0.48 0.43
Dihidroesterculico (C-19) NA 0.22 0.16
Gosipol total 0.01% (I ppm)?2 0.09 ND
Gosipol libre 0.01% (I ppm)?2 ND ND
o -Tocoferol® 136-660¢ 638 568

Rangos adoptados por el Comité del Codex Alimentarius FAO/WHO en grasas y aceites (Cottonseed oil, 1993).
Cherry y Leffler, 1984

Cherry, ).P, 1983

o -Tocoferol citado como mg/kg de aceite

|
2
3
4 Cottonseed oil, 1993. Valores citados para aceite de semilla de algodén crudo.
5
6

Rossel, 1991; Dicks, 1965

ND = No Detectado, NA = No Disponible
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Se evalué el contenido de gosipol libre y total en harina de semilla de
algodén tostada. Después del tostado, el gosipol libre se redujo a niveles
aceptables para uso alimenticio animal, tanto en las variedades de algodén
Bollgard como en las convencionales. El contenido total de gosipol estuvo
dentro de los rangos aceptables para permitir que la harina sea utilizada como
un suplemento proteico para alimento animal (Tabla 8). Las fibras cortas
asociadas a la semilla después del desmotado, estdn compuestas
principalmente de celulosa y son altamente procesadas tanto para usos
quimicos como no-quimicos. Los rendimientos de las fibras cortas del
algodon Bollgard fueron comparables a aquellos del testigo y a los rangos
citados para otras variedades de algoddn (Tabla 9). Por lo tanto, la insercién
del ADN, incluyendo la secuencia codificante de CrylAc, en el genoma del
algodén, no alterd las caracteristicas del procesamiento de la semilla de
algodoén.

Tabla 8. Niveles de gosipol libre y total determinados en harina de semilla de
algodén cruda y harina tostada de algodén Bollgard, evento 531, y Coker 312%

% Gosipol Total % Gosipol Libre
Harina Cruda
C312 1.06 0.667
Bollgard 531 1.05 0.687
Harina Tostada
C312 .11 0.011
Bollgard 531 0.87 0.008

* Los valores fueron obtenidos de anilisis de una muestra que incluia semilla de todas las localidades de
ensayo donde se recolectd un volumen de semilla de algodén en el ensayo en campo durante 1993.

Tabla 9. Rendimiento de fracciones de fibras de semillas de algodén procesadas

Rendimiento (Ibs) % Rendimiento % Rendimiento

para Cultivares

C3l12 5.3 1.8 9.9-12.41,8.42
Bollgard 531 7.5 14.7

! Cherry y Leffler, 1984
2 Cottonseed y its Products, 1989
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En resumen, puede concluirse que tras realizar un andlisis detallado
de la composicion del algodén Bollgard, evento 531 (Berberich et al., 1996),
no hay diferencia significativa cuantitativa o cualitativa entre éste y el cultivar
de algoddn a partir del cual fue desarrollado, o valores citados para otras
variedades comerciales, con respecto a los nutrientes tales como proteina
total, grasa, fibra, ceniza y aminodcidos. Por lo tanto, el valor nutricional de la
semilla de algodén Bollgard es sustancialmente equivalente a otras variedades
de algodén, disponibles actualmente.

Ademas de los estudios de composicién, se demostré la calidad
nutricional de la semilla de algodén Bollgard alimentando ratas e
incorporandola a la dieta de vacas lecheras que contenia semilla de algodén
cruda, tanto del algodén Bollgard, como de cultivares de algodén
convencionales utilizados como testigo. Cuando finalizé el estudio en ratas, no
hubo diferencias significativas en ganancia de peso o incorporaciéon de
alimento entre aquellas que consumieron algodén Bollgard y la dieta de
algodoén control (Tabla 10). Los resultados del estudio con vacas lecheras
mostraron que la semilla de algodén Bollgard se comportdé de forma
comparable a la semilla de algodén control. No se encontraron diferencias
significativas en el rendimiento de la leche, composicion y condicién corporal
de las vacas (Castillo et al, 2001). Ademas, el algodén Bollgard ha sido
cultivado comercialmente en mas de 7 millones de hectéreas, desde 1996, sin
que se hayan citado diferencias en el comportamiento como alimento animal.

Tabla 10. Resumen de ganancia de peso en ratas durante un mes de estudio
alimenticio con harina de semilla de algodén Bollgard*

Peso Corporal Macho/g Peso Corporal Hembra/g

Pre-test 28 dias Pre-test 28 dias
C3l12 Media 174.5 321.9 140.0 191.9
Desv. Std. 10.29 18.87 6.51 10.31
Tamafo Muestra 10 10 10 10
Bollgard 531 Media 174.8 323.8 140.9 189.3
Desv. Std. 10.38 14.39 8.15 10.31
Tamafo Muestra 10 10 10 10

* Concentracion en la dieta de aproximadamente 10%
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TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES
Y EVALUACION DE GENES MARCADORES

La transferencia horizontal de genes se define como la transferencia
de ADN desde una especie hacia otra. Con respecto a plantas cultivadas que
se hayan desarrollado gracias a la biotecnologia, se han llevado a cabo diversas
evaluaciones para evaluar la posibilidad de que los genes marcadores de
resistencia a antibidticos, utilizados para facilitar la seleccion de las plantas
transformadas, puedan ser transferidos, ya sea a bacterias en el campo, o a
animales que hayan consumido el cultivo. La razén para esta evaluaciéon es que
algunas especies de bacterias encontradas en el suelo, en el rumen o en el
intestino pueden recibir ADN de otros organismos, a través de tres
mecanismos de transferencia (Morrison, 1996; Davison, 1999). Sin embargo,
solamente un mecanismo, la transformacion, es relevante para la posible
transferencia de ADN desde plantas hacia bacterias y la subsiguiente
expresion del producto proteico codificado. Los otros dos mecanismos,
conjugacién (intercambio de ADN plasmidico entre bacterias compatibles) y
la transduccién (transferencia viral de ADN dentro de bacterias) son
especificos de formas de transferencia restringidas y no son relevantes para
la potencial transferencia de ADN desde plantas (Thomson, 2000). En general,
las especies de bacterias difieren marcadamente en su habilidad para aceptar
ADN del ambiente, y la frecuencia de transformacién, ain bajo circunstancias
ideales, es muy baja. EIl ADN que fue transferido dentro del algodén para
producir algodén Bollgard, fue incorporado al ADN genémico de la planta y
representa una pequefia fraccion del genoma del algododn. La probabilidad de
que una bacteria tome los genes marcadores de la transformacién es la misma
para cualquier otra pieza de ADN de la planta, elegida al azar.

Transferencia Horizontal de Genes en el Campo

Los factores que afectarian a la posible transferencia horizontal de
genes entre plantas modificadas genéticamente expresando genes marcadores
de resistencia a antibiéticos y microorganismos, en el medio ambiente, han
sido estudiados extensamente (Prins y Zadoks, 1994; Schliiter et al., 1995;
Nielsen et al, 1998; Smalla et. al, 2000). Hasta la fecha, no hay evidencia
experimental de que un gen marcador de resistencia a antibidticos de una
planta haya transformado una bacteria, tanto en condiciones de laboratorio
como de campo (Broer et al., 1996; Schliiter et al., 1995; Nielsen et al., 1997).
Muchas bacterias en ambientes naturales no son competentes para aceptar



28 CUADERNO TECNICO N°4

ADN. Auln bajo condiciones de laboratorio, estudios disefiados
especificamente para detectar la transferencia de genes marcadores
funcionales, desde plantas hacia bacterias, han fracasado en demostrar este
suceso.

Transferencia horizontal de Genes desde Productos Alimenticios
Humanos y Animales

Ademas de los ensayos en el medio ambiente, varios estudios han
medido el potencial de transferencia horizontal de genes marcadores de
resistencia a antibioticos, desde plantas transgénicas a la microflora en el
intestino de humanos, rumiantes y otros animales. La probabilidad de que este
acontecimiento ocurra es virtualmente cero (Prins y Zadoks, 1994; Schliter
et al.,, 1995; Nielsen et al., 1998; Beever y Kempe, 2000; Montesinos y Badosa,
2002).

Si un gen marcador fuera transferido, una pregunta importante seria
si afiadiria un riesgo mds, teniendo en cuenta la abundancia de bacterias
resistentes a antibidtico. Recientemente, Smalla et al., (2000), publicaron una
minuciosa revision del peligro potencial asociado con la transferencia
horizontal de genes de un marcador de resistencia a antibiéticos desde
plantas a microorganismos y concluyeron que “es improbable que los genes
de resistencia a antibidticos utilizados como marcadores en cultivos
transgénicos contribuyan significativamente a la diseminacién de resistencia a
antibiéticos en poblaciones bacterianas”. Como tal, el riesgo asociado a un
marcador de resistencia a antibidticos en un cultivo modificado es
considerado minimo.

El algoddn Bollgard contiene dos genes marcadores de antibiéticos,
aad y nptll. El gen aad fue aislado del transposén Tn7 que se encuentra
comunmente en bacterias gram-negativas (Shaw et al,, 1993). Si una bacteria
del intestino adquiriese el gen aad, no tendria ventaja selectiva en ausencia de
espectinomicina o estreptomicina. La proteina AAD es comun en la naturaleza
y por lo tanto, consumida como parte de nuestra dieta natural. Aln si la
proteina AAD estuviera presente en el intestino,no comprometeria la eficacia
terapéutica de estos antibidticos, ya que la enzima AAD necesita cofactores
especificos, en concentraciones apropiadas, para funcionar, y éstos no se
encuentran en el intestino. Se han revisado bases de datos de secuencias de
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proteinas comparandolas con la secuencia de aminodcidos de AAD, sin
encontrar similitudes con toxinas o alergenos conocidos (Karenlampi, 1996).
El gen nptll fue aislado del transposén Tn5, el cual se encuentra en varias
bacterias gram-negativas, incluyendo cepas que colonizan naturalmente el
intestino humano (Karenlampi, 1996). Adicionalmente, si el gen nptll fuera
transferido a una bacteria, no seria expresado, salvo que se integrase dentro
de la regiéon que contenga un promotor bacteriano, ya que el gen nptll esta
regulado por un promotor vegetal.

El origen de replicacion ori322, para mantener un alto nimero de
copias del plasmido PV-GHBKO4 en E. coli, que fue utilizado para la
transformacién, no fue transferido dentro del genoma de la planta de algodén.
Por lo tanto, los genes de resistencia a antibiéticos en el algodén Bollgard no
pueden movilizarse por escision del gen marcador con otro inserto, para
crear un plasmido funcional. El ADN deberia integrarse dentro del genoma o
plasmido del recipiente para poder replicarse y ser transferido a través de la
reproduccion.

La pregunta de la transferencia de genes de resistencia a antibioticos
marcadores ha sido recientemente discutida en detalle por expertos
cientificos de la Unién Europea en relacién con una solicitud para
comercializar un maiz protegido contra insectos bajo la Directiva 90/220, en
un seminario organizado por la Comisién de Ingenieria Biomolecular y la
Comisién de Ingenieria Genética. La Comision Europea solicité la opinion de
tres Comités Cientificos, los cuales se centraron en particular en los riesgos
de transferencia del gen bla, que confiere resistencia a ampicilina a bacterias,
en el tracto gastro-intestinal de humanos y animales. El comité cientifico
concluyé que “(a) la posibilidad de transferencia de una construccién
funcional con el gen bla es virtualmente cero y (b) que si el virtualmente
imposible hecho ocurriera, no seria clinicamente significativo”
(http:/europa.eu.int/comm/food/fs/sc/oldcommé/outO1_en.html). Una conclusién
similar fue obtenida por Salyers, 1998.
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EVALUACION SOBRE SEGURIDAD AMBIENTAL
Algodén

El algodon pertenece al género Gossypium, de la tribu Gossypieae, y de
la familia Malvaceae. Las especies de algodén importantes desde un punto de
vista agronémico en todo el mundo son cuatro: las dos especies Asiaticas
diploides, G. arboreum y G. herbaceum, y las dos especies alotetraploides del
Nuevo Mundo, G. barbadense y G. hirsutum. Pese a que las especies diploides
aln son importantes en areas restringidas de la India, Asia y Africa, las dos
especies del Nuevo Mundo son las responsables del 98% de la produccién
mundial de fibra de algoddn. Las especies salvajes de Gossypium surgen
tipicamente en las zonas aridas tropicales y subtropicales. Especies salvajes de
G. hirsutum son relativamente inusuales y tienden a estar ampliamente
dispersadas.

Potencial de Cruzamiento con otras Especies

El algodén es un cultivo predominantemente auto-polinizado, pero
puede ser polinizado de forma cruzada por ciertos insectos. Sin embargo, el
cruzamiento del gen crylAc desde el algodén Bollgard hacia otras especies
de Gossypium o a otros miembros de la familia malvacea es extremadamente
improbable por las siguientes razones (Percival et al., 1999):

* El algodén cultivado es un alotetraploide y es incompatible con
especies diploides de algodén cultivadas o salvajes; por lo tanto, no
se puede cruzar y producir descendencia fértil.

* Pese a que el cruzamiento con especies alotetraploides salvajes
Gossypium puede ocurrir, la produccién comercial de algodén no
ocurre generalmente en la misma localizacién geografica que los
parientes salvajes. Por ejemplo, el cruzamiento externo de G.
tomentosum en Hawaii es posible, pero en Hawaii no se cultiva
algodén comercialmente.

* No hay identificadas en Europa otras plantas distintas al algodén que
sean compatibles sexualmente con el algodén cultivado.
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Si el gen crylAc llegara a ser transferido a poblaciones salvajes de
especies de algodon tetraploides, y si esto fuera considerado indeseable, el
tamafio de las plantas, su hdbito de crecimiento perenne, su habitat
restringido y su baja fecundidad natural las harian facilmente controlables. El
cruzamiento de la caracteristica de proteccién contra insectos a otros
genotipos de algodén cultivados es posible si las plantas estan préximas; sin
embargo, diferentes estudios han demostrado que esto ocurre en frecuencias
muy bajas y no es considerado como una preocupacién, ya que es improbable
que cause ningun impacto adverso en el medio ambiente (Green y Jones,
1953; Mehetre, 1992). En ensayos de campo realizados en Andalucia con
variedades de algodén modificadas genéticamente para tolerancia al herbicida
glifosato, no se ha encontrado polinizaciéon cruzada en otras plantas de
algodon situadas a una distancia superior a 4 m. (Lépez-Granados y Garcia-
Torres, 1999, datos no publicados).

Comportamiento Agronémico

Los datos de ensayos en campo concernientes a rendimientos y
observaciones visuales de propiedades agronémicas, incluyendo
susceptibilidad a enfermedades e insectos, indican que el algoddn
Bollgard 531 no es diferente en el comportamiento agronémico
comparado con variedades no-modificadas. El algodén Bollgard no posee
ningln riesgo como plaga para otras plantas y el medio ambiente,
diferente a las variedades convencionales de algodén, como se demuestra
por la siguiente informacién:

Potencial de Transformarse en Mala Hierba

El algodén Bollgard no tiene ninguna caracteristica de mala hierba
diferente a las variedades convencionales de algodén. No se considera que
el algodén tenga caracteristicas de maleza, tales como latencia de la
semilla, persistencia en el suelo, germinacién bajo condiciones ambientales
diversas, crecimiento vegetativo rapido, ciclo de vida corto o alta
produccién y dispersion de semillas. El algodén Bollgard no muestra
caracteristicas agronémicas o morfoldgicas distintas comparado con los
controles, que pudieran conferirle una ventaja competitiva sobre otras
especies en el ecosistema en el cual es cultivado. También, existe poca
probabilidad de que alguna especie Gossypium, que se cruce con el algodén
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Bollgard, pueda hacerse mds similar a una mala hierba.Todos los parientes
salvajes del algodén son arbustos perennes tropicales, lefiosos, ademiés de
algunos arbustos herbaceos (Percival et al, 1999). En la mayoria de los
casos, la distribucion de estas especies esta determinada por el suelo y las
condiciones climdticas. Basandose en estos argumentos y en experiencia
en el campo, no hay indicacion de que la insercion del gen crylAc dentro
del genoma del algoddn tenga alglin efecto en las caracteristicas de maleza
de la planta de algodén.

Ausencia de Efecto en Organismos No-diana

Existe extensa informacién sobre preparaciones microbianas de
B.tk. conteniendo proteinas Cry, incluyendo la proteina CrylAc, que
demuestran que estas proteinas no son toxicas para organismos no-diana
(U.S. EPA, 1988; Vifiuela y del Estal, 1999; Betz et al., 2000). La literatura ha
establecido que estas proteinas Cry son extremadamente selectivas para
insectos lepidopteros, se unen especificamente a receptores en el intestino
medio de insectos lepidépteros y
no tienen efectos adversos en
insectos beneficiosos y no-diana.
Este perfil toxicologico determina
el gran interés en incluir los
preparados microbianos y las
variedades Bt en el control
integrado de plagas (Caballero y
Ferré, 2001)

La proteina CrylAc es inofensiva para la

mariquita y otros artrépodos auxiliares,

enemigos naturales de diversas plagas
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Para confirmar y expandir los resultados obtenidos para los
productos microbianos que contienen la misma proteina CrylAc que el
algoddn Bollgard, se evalué el impacto potencial de la proteina CrylAc en
varios organismos representativos no-diana. Las especies de insecto no-
diana incluyeron larvas de abeja y abejas adultas (Apis mellifera L.,), un
insecto polinizador beneficioso; larvas de crisopas (Chrysoperla carnea), un
insecto predador beneficioso encontrado cominmente en algodén y otros
cultivos; un himendptero parasito de moscas domésticas beneficioso
(Nasonia vitripennis); una mariquita (Hippodamia convergens), un insecto
predador beneficioso que se alimenta de dfidos y otras plagas de malezas
y plantas cultivadas; y colémbolos (Folsomia candida y Xenylla grisea)
organismos del suelo no-diana. No hubo efectos nocivos en el crecimiento
y desarrollo de los insectos y organismos examinados (Betz et al., 2000).
Tampoco se observaron efectos cuando se alimenté a Folsomia candida y
Oppia nitens (Acari: Orbatidae) con material de hoja de algoddn
transgénico que contenia la proteina CrylAc (Yu et al., 1997; Betz et al,
2000).

Los ensayos de campo que se han completado en Andalucia desde
1996 han incluido un seguimiento detallado de las poblaciones de los insectos
auxiliares mas importantes, de acuerdo con el programa de ATRIAs
(Asociciaciones para Tratamientos Integrados en Algodén) que se viene
implementando en esta region (Duran et al, 1998):

Especies de insectos auxiliares depredadores mads frecuentes en los campos con
variedades de algodén Bollgard, en Andalucia.

Orius spp.

Nabis spp
Crysoperla carnea
Geocoris spp.
Deraeocoris spp.

Coccinélidos (Coccinella spp, Hippodamia spp, Scymus spp, Stethorus spp)

Los resultados de estas evaluaciones ponen de manifiesto la
selectividad de la proteina CrylAc, expresada en el algodén Bollgard, evento
531, sobre estas especies. En las poblaciones recogidas, los depredadores mas
abundantes eran Orius spp, Nabis spp, Crysoperla carnea y Geocoris spp,
registrandose niveles similares para todos ellos en las parcelas que inclufan la
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proteccién Bollgard y en aquellas sembradas con algodén convencional,
cuando no se aplicaban tratamientos insecticidas (Novillo et al., |999; Parrado
et al, 2001). Por otra parte, la proteccion Bollgard permitiria un ahorro
significativo de productos no selectivos, con resultados medios de 10.7 a 15.8
I/ha, empleados actualmente para proteger las cosechas de algoddn, y evitaria
los efectos negativos que estos productos causan a estas especies, principales
agentes de la lucha biolégica en este cultivo.

] (] el e e M ! n
Mediante ensayos en campo en Andalucia, que incluian variedades de algodén Bollgard (dcha) y
sus variedades isogénicas no modificadas (izda), se ha comprobado la eficacia de la proteccién
Bollgard frente a orugas de las capsulas y su seguridad medioambiental.

También se ha realizado un estudio del potencial impacto sobre aves
presentes en campos Bollgard. Se alimentaron codornices con una dieta
conteniendo 0% de harina cruda de semilla de algoddn de algodén Bollgard
y algodén testigo. Este nivel de alimentacién de semilla de algoddn se
aproxima al consumo de 400 semillas/kg de peso corporal por ave. No hubo
diferencia en el consumo de alimento o la ganancia de peso para las
codornices alimentadas con la dieta en base a semilla de algodén Bollgard
versus el alimento con semilla de algoddn testigo (Betz et al., 2000).
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La proteina Cry|Ac purificada fue administrada oralmente, mediante
cebos, a ratas macho y hembra a 500, 1000 y 4200 mg/kg de peso corporal.
El crecimiento y consumo alimenticio de los ratones no fue afectado por la
proteina CrylAc (Betz et al, 2000). Los niveles de proteina a los que los
ratones fueron expuestos, representan un factor de seguridad de mas de
50.000 veces la cantidad que una vaca consumiria cuando se alimenta de
semilla de algodén cruda.

Comportamiento en el Medio Ambiente de la proteina CrylAc

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) ha
llevado a cabo estudios medioambientales de las proteinas Cry y ha publicado
la carencia de impacto significativo (FONSI: findings of no significant impact)
para la proteina CrylAc (USDA, 1995).

El comportamiento en el medio ambiente de proteinas Cry
purificadas ha sido estudiado extensamente. Se ha comprobado que los
cristales de proteina Cry se degradan rapidamente en el campo debido a la
radiacion solar y a la temperatura (Palm et al., 1993, 1994, 1996). Los estudios
publicados han demostrado que la adsorcion de la proteina Cry al suelo es
rapida y se completa dentro en 30 minutos (Venkateswerlu y Stotzky, 1992).
Otros numerosos estudios han analizado la biodegradacién y la adherencia de
proteinas Cry en el suelo (Tapp et al, 1994; Tapp y Stotzky 1995, 1998;
Crecchio y Stotzky, 1998; Koskella y Stotzky, 1997). Estos estudios
demuestran que proteinas Cry aisladas pueden unirse a particulas de barro y
acidos del humus en mezclas de suelos artificiales.

Se han medido los niveles de proteina CrylAc en plantas maduras
completas, al final de la campafia, obtenidas a partir de ensayos en campo, en
1992 y 1993. Dichos datos se han utilizado para estimar la cantidad de
proteina CrylAc que se incorporaria al medio ambiente después de la
cosecha, cuando las plantas son aradas e incorporadas al suelo. Para los dos
afios evaluados (1992 y 1993), la carga en el suelo fue estimada en 3,5y I,5
gramos de proteina CrylAc por hectdrea, respectivamente. Tomando como
base estos datos, se llevé a cabo un estudio de degradacién in vitro en el suelo,
utilizando la actividad insecticida para medir la degradacién de la proteina.
Este estudio mostré que la proteina Cryl Ac es rapidamente degradada en el
suelo, tanto en la forma purificada o como parte del tejido de la planta de
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algodon. Se calculé que la vida media de la proteina CrylAc en el tejido
vegetal es 4| dias, lo que es comparable a las velocidades de degradacion
citadas para las formulaciones microbianas B.t. (Betz et al, 2000). La vida
media para la proteina purificada fue menor de 20 dias. Estos valores son
similares a las velocidades de degradacion observadas por Palm et al, (1993,
1994, 1996) para plantas transgénicas que producen proteinas Cry.
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AUTORIZACIONES DE BOLLGARD EN EL MUNDO

Después de completarse las preceptivas evaluaciones de seguridad, el
algodén genéticamente protegido contra orugas de las capsulas, Bollgard, esta
autorizado en EEUU desde 1995. Los paises que desde entonces se han
sumado a su autorizacion son hasta la fecha: México, Australia, Argentina,
China, Sudéfrica, Indonesia e India. Estos paises representan la gran mayoria
del algodén que actualmente se cultiva en el mundo e incluyen diferentes
entornos socioeconémicos, desde grandes explotaciones hasta pequefios
agricultores, en paises como China o Sudifrica. Como prueba de que los
resultados obtenidos han sido positivos, la autorizacién en EEUU ha sido
prorrogada por otros 5 afios en 2001.

En la Unién Europea, la autorizacién para el algodén Bollgard,
evento 531, fue solicitada en 1996, habiendo recibido en 1998 el
informe positivo del Comité Cientifico de Plantas de la U.E.:
(http://www.europa.eu.int/comm/dg24/health/sc/scp/outl8 en.html)

La agencia de seguridad alimentaria del Reino Unido —Food Standards
Agency- ha publicado en internet su opinion sobre el aceite derivado del
algodén 531 genéticamente protegido contra insectos, de acuerdo con el
procedimiento establecido en el Articulo 5 del Reglamento CE 258/97 sobre
nuevos alimentos. La conclusién de la Food Standards Agency es que el aceite
de la linea 531 es sustancialmente equivalente (en términos de composicion,
valor nutricional, metabolismo, usos propuestos y niveles de sustancias
indeseables) al aceite procedente de lineas convencionales de algodén. Los
detalles de la evaluacién pueden consultarse en: http://www.foodstandards.gov.uk/
science/ouradvisors/novelfood/assess/substantialequivalencenotific/gmcottonseedoils

Anteriormente, el Comité Cientifico Director de la Comisidn
Europea se habia pronunciado sobre el empleo de algodén genéticamente
modificado en instrumentos médicos concluyendo que no se identificaban
riesgos adicionales en comparacién con otras variedades de algodén para el
empleo de la fibra en productos de higiene.
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CONCLUSIONES

La introduccién del algodén Bollgard ha reducido el nimero y coste
de aplicaciones de insecticidas necesarias para el control de la orugas de las
cépsulas, entre ellas H. armigera, P. gossypiella y E. insulana, plagas de importancia
agricola en el algodén cultivado en Espafia.

La proteina CrylAc introducida es comparable a las proteinas Cry
que han sido utilizadas de forma segura, durante mas de 40 afos.

Los estudios alimenticios detallados y de seguridad medioambiental
confirman la seguridad de este producto. Estos anilisis incluyeron: )
caracterizacion molecular detallada del ADN introducido; 2) estudios de
seguridad de las proteinas expresadas CrylAc y NPTII; 3) andlisis de
composicién de la semilla de algodén, aceite y harina; y 4) estudio del impacto
en el medio ambiente de la proteina CrylAc y de las plantas de algodén
Bollgard. Estos estudios han demostrado que la proteina CrylAc posee
riesgos minimos para organismos no-diana, incluyendo humanos, animales e
insectos beneficiales.

Basidndose en los datos disponibles y en la experiencia acumulada
hasta la fecha, el algodén Bollgard posee riesgos comparables o menores para
el medio ambiente que el algodén tradicional protegido con insecticidas
aprobados comercialmente. En cambio, la reduccién de las aplicaciones de
insecticidas como resultado del uso de Bollgard proporciona beneficios
ambientales significativos. Adicionalmente, se ha comprobado que las plantas
de algodon Bollgard, semilla de algodon, aceite de semilla de algodén vy fibra
son equivalentes y por lo tanto tan seguras como las variedades
convencionales de algodén.
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