Cuaderno Técnico n® 2

SEGURIDAD DEL MAiZ MON 810 (YIELDGARD®)

GENETICAMENTE PROTEGIDO CONTRA TALADROS

Maiz protegido contra taladros - Monsanto



INDICE

RESUMEN ...t ss bbb sa b es 3
INEFOAUCCION. ... sa s e 5
Caracterizacion molecular del maiz MON 810..........ccccovinininincinincinn. 8
Niveles de proteina CrylAb en las plantas de maiz MON 810........cccccecveuennce 9
Seguridad de la proteina CrylAB..........cinceneicnenencneneeenenenensessenaes 10
Evaluacion de la composicion y valor nutritivo del maiz YieldGard® ............ 15
Calidad del Grano..... ettt naes 23
Impacto del cultivo de variedades YieldGard® sobre el medio ambiente......25
BenefiCios......ccuiiiiiic s 31
CONCIUSIONES ...t ss s sas s aes 32
BiIblIOZIafia ...cecvuueeeeurueuiieieriecrtieiseteicseiese e s s s sa s saeanane 33

®YieldGard es una marca registrada de Monsanto.



SEGURIDAD DEL MAIZ MON 810 3

RESUMEN

Utilizando modernas técnicas de biotecnologia, Monsanto ha
desarrollado la linea de maiz MON 810, a partir de la cual se han derivado las
variedades de maiz YieldGard protegidas contra taladros. Estas variedades
producen la proteina natural CrylAb, de Bacillus thuringiensis (Bt), que las
protege de los dafios causados por Ostrinia nubilialis, Diatraea grandiosella y las
especies de Sesamia.

La proteina CrylAb, producida en las variedades YieldGard se une a
receptores especificos en el tubo digestivo de los insectos susceptibles, pero es
inocua para los mamiferos y resto de insectos, que carecen de dichos
receptores. Asi, la proteina Cry | Ab posee una toxicidad selectiva para un grupo
especifico de lepiddpteros, pero es inofensiva para el hombre, el resto de la
fauna terrestre y acudtica y los insectos auxiliares que ayudan al control de otras
plagas. Las proteinas Bt se han utilizado con un historial impecable de seguridad
durante casi 40 afios, como ingredientes de insecticidas de origen microbiano.

La seguridad de la proteina CrylAb en las variedades de maiz
YieldGard ha sido evaluada extensamente. Estas evaluaciones han confirmado
que la proteina estd presente en muy bajo nivel en el grano y en los alimentos
derivados, es rapidamente degradada en fluidos gastricos simulados, carece de
similitud con alergenos conocidos y no muestra efecto negativo sobre los
animales, cuando es ingerida en altas cantidades.

Los andlisis para determinar la composicion del grano y del forraje
del maiz YieldGard, producido en diferentes zonas y durante varios afos,
muestran que los niveles de los nutrientes principales en el maiz YieldGard
son comparables a los niveles encontrados en los respectivos hibridos
convencionales de maiz. Por otra parte, la seguridad de los piensos
producidos con maiz YieldGard ha sido confirmada mediante ensayos de
alimentacién animal. Estos estudios muestran que los animales crecen y se
desarrollan de forma similar si se alimentan con productos de maiz
convencional o con los de sus respectivas variedades YieldGard.

Las variedades YieldGard poseen una susceptibilidad a enfermedades
y resto de rasgos agronémicos similares a sus respectivas variedades
convencionales, de las que se han derivado. En diferentes ensayos se ha
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podido comprobar que el grano procedente de las variedades YieldGard
ofrecia una mejor calidad, al reducirse el dafio por insectos en las mazorcas
(una de las principales vias por las que los hongos infectan el grano) y también
se ha podido comprobar una reduccién en las pérdidas causadas por algunas
plagas de almacén.

Las evaluaciones para comprobar su seguridad medioambiental
muestran que el maiz YieldGard carece de efecto sobre los insectos
beneficiosos desde el punto de vista agrondémico, incluyendo abejas,
coccinélidos, crisopas u otros insectos depredadores y arafias. Es poco
probable que las variedades de maiz YieldGard ocasionen un efecto negativo
sobre las poblaciones de mariposa Monarca en EEUU, dada la exposicion
limitada que se ha podido comprobar en condiciones de campo. Por otra
parte, la proteina CrylAb producida en estas variedades se degrada
rapidamente en el suelo y carece de efecto sobre invertebrados del suelo,
como las lombrices de tierra y los colémbolos.

La revision de estos estudios demuestra que la proteina CrylAb es
segura para el hombre, los animales, los organismos no objeto de la
proteccion y los insectos beneficiosos. Asi como que el forraje y grano
derivado de las variedades YieldGard es tan seguro y nutritivo como el de sus
respectivas variedades convencionales.
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INTRODUCCION

La produccién agricola actual se basa en el cultivo de un nimero
reducido de especies vegetales, domesticadas por el hombre a lo largo de
muchos siglos, de tal forma que en la mayoria de los casos las variedades
actualmente cultivadas se extinguirian en pocos afios si los agricultores dejaran
de cultivarlas. Esta domesticacion consiste en una serie de modificaciones
genéticas naturales, que el hombre ha seleccionado de forma empirica, seguidas
de nuevas modificaciones buscadas y obtenidas mediante cruzamientos
dirigidos, hibridaciones, mutaciones, duplicaciones de cromosomas, etc., que en
diferentes cultivos se utilizan y consumen sin problemas.

Utilizando modernas técnicas de biotecnologia, Monsanto ha
desarrollado la linea de maiz MON 810, a partir de la cual se han derivado las
variedades de maiz YieldGard protegidas contra taladros. Estas variedades
producen la proteina natural CrylAb, de Bacillus thuringiensis (Bt), que las
protege de los dafios causados por los taladros del maiz, nombre comun con
el que se designa en Europa a Ostrinia nubilialis y las especies de Sesamia. En
EEUU y otras zonas maiceras, esta
proteccién también se extiende a
Diatraea grandiosella, otra especie
plaga de importancia agronémica.

Tanto O. nubilialis como las
especies de Sesamia son plagas de
importancia agrondémica en nuestro
pais y en el caso de la primera
especie, es una de las plagas mas
importantes, en las principales zonas
productoras de maiz de EEUU (Dicke
y Guthrie, 1988). Ambas especies
tienen la  particularidad  de
desarrollarse en el interior de las
cafas del maiz, lo que dificulta la
efectividad de los métodos de
proteccién basados en la aplicacién

Larva de Sesamia nonagrioides en el interior de
de insecticidas. la cafia de maiz y dafios caracteristicos de los
taladros
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El nimero de generaciones que se suceden en el campo es variable
de | a 3 segun la zona geogrifica, aunque en la mayoria de las zonas maiceras
de nuestro pais suele tener al menos dos generaciones por afio.

Los dafios y pérdidas ocasionadas por los taladros dependen del
estado fenoldgico del cultivo y de la intensidad del ataque, siendo mucho mas
importantes si el ataque se produce en los primeros estadios del maiz. En
todos los casos, la alimentacién de las orugas sobre la médula de las cafas
disminuye la capacidad de produccién de las plantas y las hace muy
vulnerables a la caida por lluvia o viento. En EEUU, se ha estimado que las
pérdidas ocasionadas por O. nubilialis varian del 3 al 7% por cada larva en cada
planta, lo cual se estima que supone unas pérdidas anuales entre 37 y 172
dolares (41-191 euros) por hectirea de maiz (Sanders y otros, 1998). En
Espafia se estima que los taladros afectan de forma endémica a unas 80.000
ha de maiz, observandose frecuentemente pérdidas medias de cosecha
superiores al | 1% (Fernandez-Anero y otros, 1999).

Los beneficios de cultivar maiz protegido contra taladros engloban:
I) un método efectivo de proteccién contra estas plagas; 2) una forma de
proteger al maiz de los taladros mientras se respeta a las especies
beneficiosas; 3) una herramienta para reducir del uso de insecticidas de
sintesis (Rice y Pilcher, 1999); 4) y por tanto, para reducir la exposicion de los
aplicadores a los insecticidas quimicos; 5) un elemento mas para conseguir un
manejo integrado de plagas y sistemas agricolas mas sostenibles; 6) una via
para reducir los niveles de micotoxinas y fumonisinas en los granos de maiz
(Munkvold y otros, 1999; Masoero y otros, 1999) y 7) una disminucién de los
requerimientos de maquinaria o trabajos adicionales, necesarios para la
proteccion del cultivo, lo que permite a los agricultores pequefios y grandes,
un mejor aprovechamiento del tiempo y de los recursos.

El desarrollo de la metodologia de transformacion del maiz (Fromm
y otros, 1990), cred la oportunidad de proteger a las plantas de maiz de los
dafios causados por la alimentacién de los taladros, utilizando genes aislados
de la bacteria B. thuringiensis. La secuencia codificante de crylAb (Hofte y
Whiteley, 1989) fue aislada de B. thuringiensis var. Kurstaki (B.t.k.), cepa HD-1,
presente en el producto comercial DIPEL®, el producto lider de los
preparados microbianos, para uso en agricultura. Diversos laboratorios han
desarrollado lineas de maiz transgénico que producen proteinas del tipo

®Dipel es una marca registrada de Abbott Laboratories
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CrylA (Hill y otros, 1995; Armstrong y otros, 1995). Una de las lineas
obtenidas por este proceso fue la linea MON 810, a partir de la cual se han
derivado las variedades de maiz YieldGard protegidas contra taladros. Estas
variedades fueron comercializadas en EEUU, en 1997, por primera vez, y
desde entonces, se han cultivado unos |3 millones de hectireas. Con
posterioridad, otros paises se han ido sumando a su autorizacién, entre ellos
Argentina y la Unién Europea. Asi, el cultivo y consumo de maiz derivado de
la linea MON 810 fue aprobado en la UE, con fecha 22 de Abril de 1998
(Diario Oficial de las Comunidades Europeas del 5/5/1998, pagina L
131/32-33).

Las evaluaciones sobre la seguridad de estas variedades para el medio
ambiente, para su consumo, o utilizacién en fabricacién de piensos, han sido
un paso previo necesario para obtener las aprobaciones en los principales
paises productores o importadores de maiz, donde se ha solicitado su
autorizacion. Estas evaluaciones incluyen la caracterizacién del producto, que
abarca desde el andlisis molecular del ADN insertado, la caracterizacion de la
proteina y determinacién de los niveles de expresién en los tejidos del maiz;
evaluaciéon de la seguridad de la proteina; andlisis de los componentes
alimentarios, para establecer la equivalencia substancial con las variedades
comerciales, y la evaluacién medioambiental para asegurar que de su cultivo
no se deriven efectos negativos para el medio ambiente (Sanders y otros,
1998). Ademas de los estudios realizados por Monsanto, existen numerosos
articulos revisados y publicados en revistas cientificas, que apoyan la
conclusién del minimo riesgo de las variedades de maiz YieldGard que
expresan la proteina CrylAb (Pilcher y otros, 1997; Aulrich y otros, 1998;
Daenicke y otros, 1999). Con base en estas evaluaciones, diversos comités
cientificos de todo el mundo han expuesto sus conclusiones, como el
Comité Cientifico de Plantas de la Comision Europea, cuya opinién
fue presentada y  expuesta en internet el 10/2/98
(http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scp/out02_en.html), concluyendo que
no hay evidencia de que la linea MON 810 vaya a causar efectos adversos en
la salud humana o el medio ambiente. Esta opinion ha sido ratificada en un
nuevo dictamen el 24 de septiembre de 1999, después de que Austria invocara
el articulo 16 como consecuencia de las publicaciones sobre la mariposa
monarca (http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scp/out49_en.html).
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL MAIZ MON 810

La linea de maiz MON 810 fue desarrollada mediante el método
biolistico, utilizando el plasmido PV-ZMBKO07 (Figura |) y tejido embriogénico
de maiz (Armstrong y otros, 1991). El plasmido PV-ZMBKO7 contiene la
secuencia del gen crylAb, que codifica a la proteina CrylAb, con actividad
insecticida. La secuencia codificante de cry| Ab procedente de B. thuringiensis
subsp. HD-1 (Fischhoff y otros, 1987), fue modificada para optimizar los
niveles de expresion de la proteina CrylAb, en planta. El promotor 35S
mejorado, procedente del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Kay y
otros, 1987; Odell y otros, 1985) y el intrén de maiz hsp70 (Rochester y
otros, 1986) regulan la expresion de la secuencia codificante de crylAb. La
region no traducida 3’, del gen de la nopalina sintasa (NOS), aislada del
plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens, termina la transcripcion y dirige la
poliadenilacion del ARN mensajero (ARNm) (Fraley y otros, 1983). El
plasmido también contiene la secuencia codificante de la neomicina
fosfotransferasa (nptll) (Beck y otros, 1982), que codifica a un marcador
bacteriano seleccionable, utilizado para identificar las células de maiz
transformadas, durante el proceso de desarrollo.

Figura I. Plasmido utilizado para producir el evento MON 810, del que
derivan las variedades YieldGard

Ncol 1609

PV-ZMBK07
7794 bp
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Los analisis de tipo Southern con el evento MON 810 demostraron
que existe una Unica copia funcional de la secuencia codificante de cry/Ab, en
el genoma del maiz. La secuencia que codificaba a nptll no se integré durante
la transformacion.

Se ha comprobado que la secuencia codificante de cry/Ab tiene una
herencia de tipo mendeliano y se transmite a través del polen, lo que demuestra
su integracion estable en el ADN del niicleo. Durante el programa de mejora con
los hibridos comerciales de maiz, se ha mantenido la integridad del inserto.

NIVELES DE PROTEINA CrylAB EN LAS PLANTAS DE MAIZ
MON 810

Con objeto de conocer la cantidad de ingrediente activo, presente en la
linea MON 810, se han medido los niveles de proteina CrylAb en varios tejidos
del maiz. Estas determinaciones también sirven para calcular los niveles a los que
se espera que sean expuestos los organismos no objeto del control y el hombre,
asi como para apoyar la dosis efectiva, elemento del manejo de la resistencia,y para
demostrar la estabilidad de la proteina codificada, durante el proceso de mejora.

Los niveles de proteina Cry|Ab se midieron a partir de muestras de
cuatro ensayos de campo diferentes: ensayos realizados en EEUU durante los
afios 1994 y 1995 y ensayos en Europa en 1995 y 1996. Se desarrollé un
ensayo tipo ELISA (double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay) que fue validado para cuantificar los niveles de la proteina CrylAb en
varios tejidos de la planta. Los niveles de proteina CrylAb en los tejidos de
plantas de maiz YieldGard, derivadas del evento MON 810, han sido
consistentes a lo largo de varios afos de evaluacion en EEUU y Europa (Tabla
1). La consistencia en los niveles de proteina CrylAb, a lo largo de los afios
del ciclo de mejora, apoyan la estabilidad del inserto, un componente
importante de la eficacia del producto. Los niveles de proteina Cry|Ab, han
demostrado ser suficientes, en EEUU, para ofrecer proteccion efectiva frente
a la primera y segunda generacion del taladro O. nubilialis (Gianessi y
Carpenter, 1999). De igual forma se ha podido comprobar que estos niveles
son suficientes para ofrecer un control efectivo de los taladros del maiz O.
nubilialis y Sesamia spp. en nuestro pais (Fernandez-Anero y otros, 1999).



10 CUADERNO TECNICO N°2

Tabla I. Niveles de expresién de la proteina CrylAb en plantas de maiz YieldGard
(mglg peso fresco de tejidos)

EUUU 1994  EEUU 1995 UE 1995 UE 1996
Tejido Vegetal Pardmetro (6 localidades) (5 localidades) (4 localidades) (3 localidades)
Hojas! Media 9.35 8.95 8.60 12.15
Desv. tipica 1.03 2.17 0.74 3.86
Rango 7.93-10.34 5.21-10.61 7.59-9.39 7.77-15.06
Forraje / Media 4.15 334 4.80 4.88
Planta completa? Desv. tipica 0.71 1.09 0.75 0.52
Rango 3.65-4.65 2.31-4.48 4.11-5.56 4.32-5.34
Grano! Media 0.31 0.57 0.53 0.41
Desv. tipica 0.09 0.21 0.12 0.06
Rango 0.19-0.39 0.39-0.91 0.42-0.69 0.35-0.46
Hojas a lo largo del ciclo de cultivo?
() Media 9.78
(2% Media 843
33 Media 491

! Las medias se calcularon a partir de los analisis de muestras vegetales de cada una de las localidades.

2 Para los ensayos realizados en EEUU, en 1994, los valores representan el andlisis de la planta completa.
Para los ensayos restantes, los valores representan el andlisis de tejidos para forraje. Las plantas
completas se recolectaron dos semanas después de la polinizacion; las muestras de forraje fueron
recogidas en el estado de “masa blanda” o “comienzo de indentacién”. Las medias se determinaron a
partir del andlisis de muestras de plantas de una localidad en EEUU y todos los lugares en la UE. Cada
muestra vegetal estaba constituida por una mezcla de dos plantas.

edias de un grupo de hojas recogidas en intervalos de dos semanas, desde el estado el maiz hasta

3 Medias d de h d tervalos de d desde el estado V4 del hast:

polinizacién, en una localidad.

SEGURIDAD DE LA PROTEINA CrylAB

Las evaluaciones para determinar la seguridad de la proteina Cry| Ab
abarcan desde la caracterizacion de la proteina, digestion en fluidos géstricos
e intestinales simulados, toxicidad aguda y crénica en ratén, comparacién de
la secuencia de aminoacidos con toxinas y alergenos conocidos y efectos
sobre especies no objetivo. Debido a que los niveles de proteina CrylAb
producidos en el maiz son extremadamente bajos, fue necesario producir
suficientes cantidades de proteina Cry | Ab mediante fermentacién bacteriana,
en Escherichia coli, para poder realizar los estudios sobre su seguridad. La
equivalencia funcional y fisico-quimica entre la proteina producida en E. coli y
la producida en las variedades YieldGard fue previamente demostrada,
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justificindose por tanto, el uso de Cry | Ab producida en E. coli en la evaluacién
de su seguridad (Lee y otros, 1995).

Modo de acciéon de CrylAb y especificidad

El modo de accién de las delta-endotoxinas de B. thuringiensis, tales
como la proteina CrylAb ha sido extensamente estudiado y revisado (Gill y
otros, 1992; English y Slatin, 1992; Yamamoto y Powell, 1993; Knowles, 1994;
Dean y otros, 1996). Para que la proteina CrylAb produzca su efecto
insecticida, debe ser ingerida por los insectos susceptibles (Huber y Lithy,
1981).Tras la ingestion, las toxinas de tipo Cryl| (peso molecular ~134 KD)
se solubilizan y son procesadas proteoliticamente en medio bésico hasta
quedar el nlcleo proteico que posee la actividad téxica (peso molecular ~63
KD). Después de atravesar la membrana peritréfica del tubo digestivo medio
del insecto, las toxinas de tipo Cry se unen selectivamente a receptores
especificos, localizados en los bordes vellosos del epitelio del tubo digestivo
medio (Hofmann y otros, 1988a y b). Tras esta unidn se forman poros que
rompen el flujo de iones existente en el tubo digestivo, lo cual conlleva a la
paralisis de su tubo digestivo y a la muerte de los insectos susceptibles.

La proteina Cry| Ab posee una actividad insecticida GUnicamente para
insectos pertenecientes al orden Lepidoptera. Asi, en un estudio sobre el
rango de huéspedes, se determiné que sélo siete de dieciocho especies de
insectos eran sensibles a las proteinas CrylAb y CrylAc, siendo las siete
especies lepiddpteros (Macintosh y otros, 1990). Esta especificidad es
atribuible directamente a la presencia de receptores especificos para la
proteina CrylAb en los insectos diana (Hofman y otros, 1988a; Van Rie y
otros, 1990).

Se ha demostrado que no hay receptores para las proteinas delta-
endotoxinas de las subespecies de B. thuringiensis en la superficie de las células
intestinales de los mamiferos. Por lo tanto, el hombre no es susceptible a estas
proteinas (Sacchi et a., 1986; Hofmann y otros, 1988b; Noteborn y otros,
1995). Por otra parte, las numerosas revisiones sobre la seguridad de las
proteinas Bt y un largo historial de uso seguro de los productos microbianos
que las contienen avalan la ausencia de efectos adversos en humanos
(Ignoffo, 1973; Shadduck, 1983; Siegel y Shadduck, 1989; McClintock y otros,
1995).
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Digestion de la proteina CrylAb en fluidos gastricos e intestinales simulados.

Dado que la proteina CrylAb debe ser procesada por proteasas
digestivas para poseer su actividad insecticida (Huber y Liithy, 1981), en los
estudios de digestion simulada, se utilizé el nicleo resistente a la digestion por
tripsina, de la proteina Cry | Ab (peso molecular ~63KD).En los fluidos gastricos
simulados, que contienen la enzima pepsina, se comprobé que la proteina
CrylAb se degradaba rapidamente. Asi, mediante analisis de tipo Western se
comprobd que mas del 90% de la proteina Cryl Ab se degradaba en los dos
minutos siguientes a la incubacion en fluidos gastricos simulados. La bioactividad
de la proteina CrylAb, medida por bioensayos con insectos, también
desaparece rapidamente; entre el 74 y el 90% de la bioactividad de la proteina
CrylAb se disipa a los dos minutos de incubacion en fluidos gastricos
simulados, el punto de medicién mas temprano. Para poner en perspectiva la
rapida degradacion de la proteina CrylAb en el sistema digestivo simulado, se
estima que aproximadamente el 50% de la comida sélida tarda dos horas en
vaciarse del estdbmago humano, mientras que los liquidos necesitan
aproximadamente 25 minutos (Sleisenger y Fordtran, 1989). A partir de los
andlisis tipo western y de bioactividad con insectos, se ha comprobado que en
fluidos intestinales, que contienen tripsina y otras proteasas, el ntcleo resistente
a tripsina de la proteina CrylAb, no alcanza una degradacién substancial hasta
pasadas 19,5 horas de incubacién. Estos resultados eran predecibles
considerando que estd documentado que el nlcleo resistente a tripsina de
estas y otras proteinas insecticidas de B. thuringiensis es relativamente resistente
a la digestiéon por las serin-proteasas, como la tripsina, una de las principales
proteasas en los fluidos intestinales (Bietlot y otros, 1989).

Ausencia de toxicidad oral aguda en ratén.

Para comprobar la toxicidad aguda oral de la proteina CrylAb, se
realizd un estudio en ratén. Se considera que un estudio sobre la toxicidad aguda
es apropiado ya que las proteinas toxicas sélo poseen efectos agudos (Sjoblad y
otros, 1992). La proteina CrylAb fue administrada oralmente cebando a tres
grupos de diez ratones, hembras y machos. Adicionalmente, se suministraba a un
grupo de ratones el mismo medio sin la proteina Cry| Ab. Las dosis de proteina
Cry | Ab administradas a los ratones fueron 0,400, 1000 y 4000 mg/kg. El grupo
de ratones control recibié albumina de suero bovino (BSA) a la dosis de 4000
mg/kg. En el momento del sacrificio, 7 dias tras la administracion, no habia
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diferencias estadisticas en la mortalidad, peso, ganancia de peso o consumo de
alimento, entre el grupo control BSA y los grupos tratados con proteina Cry | Ab.
Los resultados de este estudio muestran que la proteina CrylAb carece de
efecto toxico agudo sobre los mamiferos, como era esperable. La mayor dosis
evaluada en este estudio con ratones es aproximadamente 20 millones de veces
superior a la posible exposicién que podria recibir el hombre, a través de la dieta.

Falta de similitud de secuencia de la proteina CrylAb con proteinas
téxicas conocidas

Otra via para evaluar el potencial efecto toxico de una proteina introducida
en una planta es comparar la secuencia de aminoacidos de dicha proteina, con la de
proteinas toxicas conocidas. Las proteinas homologas, derivadas de un antecesor
comuin, comparten con bastante probabilidad la funcién. Asi, es indeseable introducir
ADN que codifique a una proteina que sea homdloga de una toxina.

Se han utilizado criterios publicados (Doolittle, 1990), que usan el
grado de similitud en los aminodcidos entre proteinas, para evaluar si la proteina
Cryl Ab es homodloga a toxinas conocidas. Basandose en este procedimiento, se
determiné que la proteina CrylAb no muestra similitud significativa en su
secuencia de aminodcidos cuando se compara con secuencias de proteinas
toéxicas conocidas, incluidas en las bases de datos de proteinas PIR, EMBL,
SwissProt y GenBank, con excepcion de otras proteinas Cry.

Falta de homologia de la proteina CrylAb con alergenos conocidos.

Cuando se evalta el potencial alergénico de una proteina, el factor
mas importante es si la fuente del gen introducido en la planta es alergénica
(FDA, 1992; Metcalfe y otros, 1996). B. thuringiensis, la fuente del gen crylAb,
carece de un historial relacionado con reacciones alérgicas. En los casi 40
afios de uso comercial, se desconocen casos documentados de alergia a B.
thuringiensis, incluyendo la posible alergia asociada a la fabricacion de
productos que contengan B. thuringiensis (McClintock y otros, 1995).

Ademas, el perfil bioquimico de la proteina CrylAb ofrece una base
para la evaluacién de la alergenicidad cuando se compara con proteinas que
constituyen alergenos conocidos. Los alergenos proteicos deben ser estables
a la digestién por pepsina y tripsina en las condiciones 4cidas del sistema
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digestivo, ya que tienen que pasar a través de la mucosa intestinal para
desencadenar la respuesta alérgica. Otro factor que contribuye
significantemente a la alergenicidad de las proteinas es una alta concentracién
en la comida, que desencadene la respuesta alérgica (Taylor y otros, 1987;
Taylor, 1992; Taylor y otros, 1992; y Metcalfe y otros, 1996). De acuerdo con
estas caracteristicas, la prevalencia y propiedades fisico-quimicas de Ila
proteina CrylAb son claramente diferentes de las caracteristicas de los
alergenos conocidos.

La comparacién de la secuencia de aminodcidos de una proteina
introducida con la secuencia de aminoacidos de alergenos conocidos es
también un indicador Uutil del potencial alergénico (Metcalfe y otros, 1996).
Esta referencia define un test de comparacion de secuencias de relevancia
inmunoldgica para averiguar la similitud entre la secuencia de aminoacidos de
la proteina introducida y la de conocidos alergenos, en una coincidencia de al
menos ocho aminodcidos idénticos continuos.

La secuencia completa de aminoacidos de la proteina CrylAb se ha
comparado con las secuencias de aminoacidos de 219 alergenos, presentes en
las bases de datos genéticas de dominio publico (GenBank, EMBL, PIR, y
SwissProt), utilizando el programa de ordenador FASTA (Pearson y Lipman,
1988). El resultado de estas comparaciones es que no se encontraron
secuencias de significado inmunologico, u homologias alergénicas, con ninguno
de ellos (Dootlittle, 1990) en la proteina CrylAb (Metcalfe y otros, 1996).
Concluyéndose que: (1) el gen cry/Ab introducido en el maiz no codifica a un
alérgeno conocido y (2) la proteina introducida no comparte ninguna secuencia
de aminoacidos de significado inmunoldgico con los alergenos conocidos.

En resumen, la proteina CrylAb ha demostrado carecer de
homologia de secuencia con las toxinas conocidas, distintas de las proteinas
Cry,y es rapidamente degradada, con pérdida de la actividad insecticida, bajo
las condiciones que simulan la digestion de los mamiferos. Carece de
indicadores de toxicidad, medidos por posibles efectos adversos relativos al
tratamiento en ratones a los que se habia administrado en el alimento
proteina CrylAb. El gen crylAb no se deriva de una fuente alergénica y la
proteina CrylAb, carece de similitud en secuencias de importancia
inmunolégica con conocidos alergenos, y en las caracteristicas de dichas
proteinas. Estos estudios apoyan la seguridad de la proteina CrylAb y son
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completamente consistentes con la historia extensiva del uso seguro de la
proteina Cry|Ab, que posee una alta selectividad para los insectos, con falta
de efectos deletéreos para otros tipos de organismos como los mamiferos,
peces, aves o invertebrados (EPA, 1998; McClintock y otros, 1995).

EVALUACION DE LA COMPOSICION Y VALOR NUTRITIVO
DEL MAIZ YieldGard

El disefio de un programa para la evaluaciéon de la seguridad del
alimento y pienso derivados de una linea mejorada por ingenieria genética
requiere un detallado conocimiento de los usos del cultivo y de los productos
derivados en nutricion humana y animal. Aproximadamente el 80% de todo el
maiz producido en los EEUU se utiliza para fabricacion de piensos destinados
a la produccién ganadera, avicola y piscicola (NCGA, 2000). El maiz también
se procesa de forma abundante para utilizacion en alimentacion y productos
industriales, que incluyen productos tales como cereales para desayuno,
bebidas dulces, aperitivos, comida para nifios, pasta de dientes, lapices de
colores, pafales para nifios, productos cosméticos y farmacéuticos. (NCGA,
2000). EI maiz tiene un sabor agradable, es rapidamente digerido por el
hombre y por los animales monogastricos y rumiantes, y entre los granos, es
una de las mejores fuentes de energia metabolizable (Wright, 1988).Teniendo
en cuenta que el maiz es la mayor fuente de alimentos y piensos en todo el
mundo, se han realizado una amplia variedad de estudios para demostrar la
seguridad del maiz YieldGard protegido contra taladros, tanto para su uso
como alimento como para fabricacién de piensos.

Las nuevas variedades de maiz desarrolladas por mejora
convencional son generalmente seleccionadas por su potencial de
produccién, con pocas o ninguna evaluacién de los parametros nutricionales.
El maiz empleado en piensos es complementado con proteina, minerales y
vitaminas para alcanzar los requerimientos nutricionales de los animales. La
seguridad en alimentacién puede ser confirmada demostrando que el nuevo
alimento es substancialmente equivalente al alimento convencional (es decir,
tan seguro como el alimento convencional). El establecimiento de Ila
equivalencia substancial es un componente imporante de la evaluacién de la
seguridad de los alimentos (OECD, 1993; WHO, 1995; FAO/WHO, 1996).
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Tras realizar los andlisis correspondientes se pudo determinar que la
composicién de las variedades YieldGard es substancialmente equivalente a la
de sus respectivas variedades de maiz comercial. Se han realizado analisis
sobre la composicion del grano cosechado en ensayos realizados en 1994, en
EEUU, y en 1995, en la UE (Tablas 2-5) y sobre el forraje cosechado en
ensayos durante 1995 en la UE (Tabla 6). Los resultados de estos andlisis para
las variedades de maiz YieldGard, derivadas del evento MON 810, se
compararon con los de las lineas control, asi como con los datos existentes
en la literatura publicada.

Los parametros medidos sobre muestras de grano incluyen proteinas,
grasas, cenizas, fibra cruda, fibra (detergente neutro y detergente acido) y
humedad, asi como aminoacidos, acidos grasos, calcio, fosforo y tocoferol
(vitamina E). Los valores de carbohidratos fueron determinados sustrayendo
del 100% la suma los porcentajes de proteina, grasa, cenizas y humedad. Las
muestras de forraje se analizaron para el primer grupo de variables.

Los valores de los parametros medidos en grano (Tabla 2) se
encontraban todos en el rango de valores publicados en la literatura
(Jugenheimer, 1976;Watson, 1987). No habia diferencias estadisticas para los
niveles de proteina, grasa, cenizas, fibra detergente neutro, fibra detergente
acido y carbohidratos en el control y en el evento MON 810. Se observaron
diferencias estadisticas para la fibra cruda, en los ensayos realizados en 1994,
en EEUU y para la humedad, en los ensayos realizados en la UE, en 1995. La
diferencia en el contenido en humedad es poco probable que posea
significado sobre el valor nutritivo, dado que depende del periodo de secado
empleado en cada localidad. El contenido en fibra cruda del evento MON 810
fue aprox. 8% menor que el de la linea control. Esta pequefa diferencia es
bastante improbable que tenga un significado bioldgico, dado que se
encuentra dentro del rango de variabilidad que se cita en la literatura sobre
el contenido en fibra del maiz.
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Tabla 2. Resumen de los andlisis de composicién de grano de maiz

1994 EEUU. 1995 UE
Media? (Intervalob) Mediac (Intervalo)d
MON MON MON MON Intervalo
Componente 810 818e 810 820e Publicado
Proteinaf 13.1 12.8 I.5 10.8 6.0-12.02
(12.7-13.6) (11.7-13.6) (10.5-12.2) (9.0-11.8)  9.7-16.1n
Grasaf 3.0 2.9 3.0 3.0 3.1-5.7¢
(2.6-3.3) (2.6-3.2) (2.8-3.3) (2.4-3.3) 2.9-6.1h
Cenizasf 1.6 1.5 1.4 1.4 1.1-3.9¢
(1.5-1.7) (1.5-1.6) (1.3-1.5) (1.2-1.6)
Fibra crudaf 2.6i 2.4 N.A: N.A. 2.0-5.5
(2.5-2.8) (2.3-2.5)
Fibra, detergente neutrof N.A. N.A. 12.1 12.4 8.3-11.92
(10.7-13.9)  (9.6-15.3)
Fibra, detergente acidof N.A. N.A. 34 3.9 3.3-4.3¢
(2.7-4.1) (3.1-5.3)
Carbohidratosf 824 82.7 84.1 84.9 No indicado

(81.8-82.9) (81.7-83.8) (83.1-84.8) (83.7-86.3)

Humedad % 12.4 12.0 13.3 12.1 7-23¢
(11.0-144) (10.6-142) (12.1-152) (11.6-12.3)

®

Los valores indicados corresponden a la media de seis muestras, cada una de ellas procedente de un
campo.

El intervalo indica los valores individuales més bajos y més altos en las seis localidades, para cada linea.
Los valores indicados corresponden a la media de cuatro muestras , cada una de ellas procedente de un
campo

El intervalo indica los valores individuales mas bajos y més altos en las cuatro localidades.

Linea control en el ensayo.

Peso seco en porcentaje de la muestra.

Watson, 1987.

Jugenheimer, 1976.

N.A., no analizado.

Diferencias estadisticas respecto a la linea control en el intervalo de confianza del 95%

k Watson, 1982.

o

a

- - T o = o a

Los resultados del anélisis de la composicion de aminodcidos del
grano se encuentran resumidos en la Tabla 3. Los valores para |5 de 18
aminodcidos, se encuentran dentro del rango de valores publicados en la
literatura (Watson, 1982).
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Tabla 3. Composicién en aminodcidos del grano de maiz®

1994 EEUU. 1995 UE
Mediab (Intervalo)c Mediad (Intervalo)e
Aminoécido MON MON MON MON Intervalo
810 818f 810 820f publicados
Metionina 1.7 1.7 |.4h 1.5
(1.6-1.9) (1.6-1.7) (1.4-1.5) (1.4-1.7) 1.0-2.1
Cisteina 2.0h 1.9 1.9 2.1
(1.9-2.1) (1.8-2.0) (1.9-2.1) (1.9-2.4) 1.2-1.6
Lisina 2.8 2.8 2.9 3.1
(2.5-2.9) (2.7-2.9) (2.7-3.1) (2.6-3.5) 2.0-3.8
Triptofano 0.6" 0.6 0.5h 0.6
(0.5-0.7) (0.4-0.6) (0.4-0.5) (0.5-0.7) 0.5-1.2
Treonina 39 3.8 37 3.7
(3.7-4.4) (3.7-3.9) (3.6-3.7) (3.3-3.8) 2.9-39
Isoleucina 37 38 38 39
(3.3-4.1) (3.6-4.0) (3.4-43) (3.7-43) 2.6-4.0
Histidina 3.0 29 3.0 3.1
(2.9-33) (2.8-3.0) (2.9-3.0) (2.9-3.2) 2.0-2.8
Valina 4.5 4.6 4.7 4.8
(4.1-4.9) (4.3-4.8) (4.4-4.9) (4.4-4.9) 2.1-52
Leucina 15.0 14.5 14.5 14.2
(14.1-16.7)  (13.8-15.0)  (13.9-15.3) (13.3-15.3) 7.8-15.2
Arginina 4.5 4.5 39 4.1
(4.1-4.7) (4.2-4.7) (3.6-4.1) (3.8-4.3) 2.9-5.9
Fenilalanina 5.6h 54 5.6 5.6
(5.4-6.1) (5.2-5.6) (5.4-5.9) (5.3-6.0) 2.9-5.7
Glicina 37 3.7 35 3.6
(3.4-4.0) (3.5-3.8) (3.4-3.7) (3.2-39) 2.6-4.7
Alanina 8.2h 7.8 82 8.1
(7.8-8.9) (7.5-8.0) (7.9-8.4) (7.5-8.6) 6.4-9.9
Acido aspiértico 7.1 6.6 7.1 6.9
(6.4-8.2) (6.3-6.8) (6.9-7.3) (6.4-7.3) 5.8-7.2
Acido glutdmico 21.9 21.1 21.3 20.9
(20.4-24.4)  (20.1-21.6)  (20.8-21.8) (19.5-22.1) 12.4-19.6
Prolina 9.9h 9.6 9.7 9.7
(9.7-10.5) (9.4-9.8) (9.5-9.9) (9.2-10.1) 6.6-10.3
Serina 5.5h 5.2 5.5 5.3
(5.3-5.9) (5.1-5.4) (5.4-5.6) (4.9-5.5) 4.2-5.5
Tirosina 4.4h 4.0 4.0 4.0
(4.1-4.8) (3.9-4.1) (3.9-4.2) (3.7-43) 2.9-4.7

Tl -0 a0 oo »

Los valores indicados corresponden al procentaje sobre la proteina total.
Los valores indicados corresponden a la media de seis muestras, una procedente de cada campo.

El intervalo indica los valores individuales mas bajos y mds altos para cada linea, en las seis localidades
Los valores indicados corresponden a la media de cuatro muestras, una procedente de cada campo.

El intervalo indica los valores individuales mas bajos y mds altos para cada linea en las cuatro localidades
Linea control en el ensayo.

Watson, 1982. Los valores corresponden al porcentaje sobre la proteina total [10.1% (Nx6.25)].
Diferencias estadisticas respecto a la linea control en el intervalo de confianza del 95%.
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Los valores para los aminodcidos cisteina, histidina y acido glutdmico
son significativamente superiores al rango que se encuentra en las
publicaciones existentes, tanto para el evento MON 810 como para la linea
control. Esto es probablemente debido a las diferencias en la metodologia de
analisis. En el grano procedente de los ensayos realizados en EEUU, en 1994,
no existian diferencias significativas entre el evento MON 810 y la linea
control para |0 de 18 aminoacidos. Sin embargo, los valores para ocho
aminodacidos (cisteina, triptdfano, histidina, fenilalanina, alanina, prolina, serina y
tirosina) eran significativamente mayores en el evento MON 810 que en la
linea control. En el grano procedente de los ensayos en la UE, en 1995, no
habia diferencias estadisticamente significativas para 16 de 18 aminoacidos. Sin
embargo, los niveles de metionina o triptofano era significativamente
inferiores en MON 810, comparados con los del grano control. Las pequefias
diferencias medidas, con excepcién del triptéfano, no fueron consistentes a lo
largo de varios afos y diferentes geografias. Los valores de triptéfano en el
grano de MON 810 eran significativamente superiores a aquellos en el grano
de la linea control en los ensayos realizados en 1994 en EEUU, pero
significativamente inferiores que en la linea control en los ensayos en la UE en
1995. De modo que, estas diferencias inconsistentes seguramente carecen de
significado bioldgico.

La composicién de dcidos grasos del grano de la linea MON 810 y de
la linea control se resumen en la Tabla 4. Se excluyeron de la evaluacion
estadistica diez acidos grasos, cuyos valores se encontraban cerca del limite
de deteccidon del ensayo (araquiddnico, caprilico, caprico, eicosadienoico,
eicosatrienoico, heptadecenoico, ldurico, miristico, miristoleico, Yy
pentadecanoico). También, se excluyen los datos para cuatro acidos grasos
(palmitoleico, araquidico, eicosenoico y béhenico), cuyos valores eran muy
bajos (< 0.4% del total de acidos grasos), y cuyos valores en las lineas MON
810 y control mostraban muy pequenas diferencias. No se encontraron
diferencias con significado estadistico para cuatro de los cinco acidos grasos
presentes en el grano en los ensayos realizados en 1995, en la UE. El 4cido
palmitico era significativamente mayor en el grano de la linea MON 810
(~3%) comparado con el grano del control. Esta pequefia diferencia es poco
probable que posea un significado biolégico dado que no fue consistente a lo
largo de varios afios y se encuentra dentro del rango de variacién publicado
en la literatura.
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Tabla 4. Composicién en dcidos grasos del grano de maiz®

1994 EEUU. 1995 UE
Mediab (Intervalo)c Mediad (Intervalo)e
Acido Graso MON MON MON MON Intervalo
810 818f 810 820f Publicadoz
Palmitico (16:0) 10.5 10.5 10.5h 10.3
(10.2-11.1) (10.2-10.7) (10.3-10.8) (9.9-10.7) 7-19
Estedrico (18:0) 1.9 1.8 1.5 1.5
(1.7-2.1) (1.8-1.9) (1.4-1.7) (1.4-1.6) 1-3
Oleico (18:1) 23.2 22.8 22.0 22.4
(21.5-25.4) (21.6-23.9) (21.0-22.9) (21.8-23.5) 20-46
Linoleico (18:2) 62.6 63.0 64.0 64.0
(59.5-64.7) (61.8-64.6) (63.3-64.6) (62.7-65.1) 35-70
Linolénico (18:3) 0.8 0.9 1.1 1.0

07-0.9)  (0.8-09)  (1.0-1.)  (1.0-1.1) 0.8-2

®

Los valores indicados corresponden al procentaje sobre el total de lipidos. Los dcidos grasos no listados se
encontraban por debajo del limite de deteccién del ensayo.

Los valores indicados corresponden a la media de seis muestras, una procedente de cada campo.

El intervalo indica los valores individuales més bajos y més altos para cada linea, en las seis localidades

Los valores indicados corresponden a la media de cuatro muestras, una procedente de cada campo.

El intervalo indica los valores individuales més bajos y mas altos para cada linea en las cuatro localidades
Linea control en el ensayo.

Watson, 1982.

Diferencias estadisticas respecto a la linea control en el intervalo de confianza del 95%.

= ®m = 0o a a o

Los valores para los componentes minerales, calcio, fésforo y
tocoferol (vitamina E) se reflejan en la Tabla 5. Los valores para el fésforo y la
vitamina E se encontraban entre los valores publicados; sin embargo, los
valores para el contenido en calcio, tanto para MON 810 como para la linea
control, se encontraban por debajo del rango publicado en la literatura. Esto
puede ser atribuible a las diferencias en el método analitico, con interferencias
de otros elementos como el fosforo, en los antiguos procedimientos de
evaluacién (Sidhu y otros, 2000). El nivel de calcio en MON 810 era
significativamente mayor que en la linea control en los ensayos realizados en
1994, en EEUU, pero no mostraban diferencias estadisticas en los ensayos
realizados en 1995, en la UE. Esta inconsistencia en los resultados sugiere que
las diferencias observadas en los ensayos realizados en 1994, en EEUU,
carecen probablemente de significado biologico. No se encontraron
diferencias significativas entre los valores de fésforo en la linea MON 810 y
en la linea control.



SEGURIDAD DEL MAIZ MON 810 21

Tabla 5. Tocoferol, calcio y fésforo en el grano de maiz®

1994 EEUU
Media® (Intervalo)<
MON MON Intervalo
810 818 Pulbicadod
Tocofenol (Vit E) mg/kg 10.4 10.9
(9.7-11.3) (9.9-12.1) 3.0-12.1
Calcio % 0.0036¢ 0.0033
(0.0033-0.0039) (0.0029-0.0037) 0.01-0.1
Fosforo % 0.358 0.348
(0.334-0.377) (0.327-0.363) 0.26-0.75

Valores en peso seco.

Los valores indicados corresponden a la media de seis muestras, una procedente de cada campo.

El intervalo indica los valores individuales més bajos y més altos para cada linea, en las seis localidades
Watson, 1982.

Diferencias estadisticas respecto a la linea control en el intervalo de confianza del 95%

6 a o o

Los resultados de los andlisis en el forraje recogido en los ensayos de
campo de la UE en 1995 se presentan en la Tabla 6. No hubo diferencias
significativas en los valores de grasas, cenizas, fibra (detergente neutro), fibra
(detergente acido), carbohidratos y contenido en materia seca, entre la linea
MON 810 y la linea control. Se observé un incremento estadisticamente
significativo en el nivel de proteina del forraje de MON 810 comparado con
la linea de control. Sin embargo, estas diferencias carecen de significado
biolégico dado que se encuentran dentro del rango de valores histéricos para
forraje.

Para demostrar ademas la equivalencia nutricional de los hibridos de
maiz YieldGard y otros hibridos de maiz Bt, se han completado muiltiples
estudios de alimentacién animal. Los resultados de estos estudios demuestran
que los animales crecen y se desarrollan de manera comparable cuando se
alimentan con maiz Bt, a cuando lo hacen con productos de maiz
convencional. Especificamente, en un ensayo con pollos alimentados sobre
maiz Bt, no se encontraron diferencias en crecimiento o eficiencia de
alimentacién comparados con aquellos que se alimentaban sobre productos
de maiz convencional (Aulrich y otros, 1998); tampoco se observaron
diferencias en la ingestion de pienso, produccion de leche, composicion de
leche y sanidad de las ubres cuando se alimentaron vacas lecheras lactantes
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Tabla 6. Resumen de los andlisis de composicién del forraje

1995 EEUU
Media? (Intervalo)®
Componente MON MON Intervalo
810 820¢ Histoéricod
Proteina® 7.3f 6.1
(5.7-84) (4.8-7.4) 4.8-8.4
Grasa® 1.4 1.8
(1.3-1.7) (1.4-2.1) 1.4-2.1
Cenizas® 3.2 34
(3.1-3.6) (2.9-4.4) 2.9-5.1
Fibra, detergente neutroe 384 41.5
(36.9-41.4) (39.9-43.3) 39.9-46.6
Fibra, detergente acidoe 24.7 27.3
(22.6-27.2) (25.6-29.2) 21.4-29.2
Carbohidratose 88.0 88.8
(86.9-89.8) (88.0-89.1) 84.6-89.1
Materia seca % 30.0 28.7
(28.7-32.4) (26.5-31.3) 26.5-31.3

Los valores indicados corresponden a la media de cuatro muestras, una procedente de cada campo.

El intervalo indica los valores individuales més bajos y més altos para cada linea, en las cuatro localidades

Los valores indicados corresponden a la media de dos grupos de medidas. La linea control es MON 820

Intervalo para las lineas control, sembradas en los campos de ensayo de Monsanto Co entre 1993 y 1995
(Sidhu y otros, 2000).

e Porcentaje en peso seco de cada muestra.

f Diferencias estadisticas respecto a la linea control en el intervalo de confianza del 95%.

a o o »

con maiz Bt o con maiz convencional recogido en verde y picado (Faust y
Miller, 1997); asimismo, la digestibilidad en ganado vacuno alimentado sobre
ensilado a partir de maiz Bt, o convencional, era similar (Daenicke y otros,
1999); y en el primer afio de un estudio de dos afos, que se puso en marcha
con ganado vacuno para carne, no se encontraron diferencias en el
rendimiento entre los que se alimentaron con tallos de maiz Bt o maiz
convencional (Russell y Petersen, 1999).

Los datos sobre la composicion del grano y del forraje confirman que
la linea de maiz MON 810 es substancialmente equivalente al hibrido parental,
asi como a los hibridos tradicionales de maiz. Es poco probable que el
procesamiento altere la composiciéon del maiz y por tanto, los productos
derivados del grano de maiz serdn también substancialmente equivalentes a,
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y tan seguros como, los actuales productos derivados del maiz. Los estudios
sobre el rendimiento de animales, ademas, confirman que las variedades
YieldGard y otras variedades de maiz Bt son tan completas y nutritivas como
el maiz convencional.

Los datos de composicién presentados a las autoridades del Reino
Unido (ACNFP) sirvieron de base para permitir la notificacién —autorizacion
para consumo, con el correspondiente etiquetado— de acuerdo con el
Articulo 5 del Reglamento CE 258/97 sobre nuevos alimentos y nuevos
ingredientes alimentarios (Diario Oficial de las Comunidades Europeas,
26/6/1998, pag C 200/16).

CALIDAD DEL GRANO

En condiciones de ataques de taladros a las mazorcas, el maiz
YieldGard ha demostrado mejorar la calidad del grano, lo cual ademas
contribuye a mejorar la seguridad del maiz para fabricacién de piensos y
alimentos. Los investigadores han confirmado que el maiz YieldGard reduce
los dafios por insectos en las mazorcas del maiz, una de las principales vias
por las que el hongo Fusarium moniliforme infecta al grano (Munkwold y otros,
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1997). Fusarium produce fumonisinas, una clase de micotoxinas peligrosas para
los animales y el hombre, que pueden causar leucoencefalomalacia al ganado
equino, sindrome de edema pulmonar en ganado porcino, y que ha sido
asociada a cancer de esofago en humanos (Sobek y Munkwold, 1999).

Las investigaciones realizadas por la Universidad de lowa y el
Departamento de Agricultura de EEUU en el cinturén del maiz, en el medio
Oeste americano, entre 1995 y 1998, muestran que los hibridos de maiz
YieldGard, que expresan la proteina CrylAb, reducen los niveles de
podredumbres en mazorca y niveles de fumonisinas en el grano, hasta en un 90 al
93%, comparados con los hibridos no Bt. (Munkwold y otros., 1997; Munkvold y
otros, 1999; Masoero y otros, 1999).La menor contaminacion por micotoxinas en
granos protegidos con la proteina Bt ha sido constatada en Francia y Espafia
(Cahagnier y Melcion, 2000) y también en Italia (Pietri y Piva, 2000).

Presencia de Fusarium y micotoxinas en maiz grano cultivado en dos
localidades espaiiolas (datos de Cahagnier y Melcion, 2000)
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El maiz YieldGard ha demostrado también mejorar la calidad del
grano reduciendo las pérdidas por algunas plagas de almacén susceptibles a la
proteina CrylAb. Los investigadores de la Universidad del estado de
Kentucky (Sedlacek y otros, 1999) encontraron que el maizYieldGard reducia
la supervivencia de las larvas de dos plagas de almacén importantes, las polillas
Plodia interpuntella y Sitrotoga cerealella, en aproximadamente un 80%. Ademas,
los insectos que conseguian sobrevivir, tenian afectada su fertilidad, con una
produccién mermada de huevos de entre el 70 y 80%, lo que reducia la
extension de las poblaciones de estas plagas.

IMPACTO DEL CULTIVO DE VARIEDADES YieldGard SOBRE
EL MEDIO AMBIENTE.

Existe una extensa informacion sobre la carencia de efectos de las
preparaciones microbianas de cepas de B.tk., que contienen la proteina CrylAb
(Melin y Cozzi, 1990). La secuencia completa de la proteina CrylAb, codificada
por el gen crylAb, empleado en las variedades YieldGard, y la forma activa,
producida en el intestino de los insectos tras su ingestion, son idénticas a las
respectivas, cadena completa y forma activa, de la proteina Cry|Ab contenida en
las formulaciones microbianas, que cuentan con un historial de uso seguro, durante
casi 40 afios. Las proteinas CrylAb de B.tk. son extremadamente selectivas para
los insectos lepidopteros (Dulmage, 1981; Klausner, 1984; Aronson y otros, 1986;
Whiteley y Schenepf, 1986; Maclntosh y otros, 1990), uniéndose especificamente
a receptores del tubo digestivo medio de los insectos susceptibles (Wolfersberger
y otros, 1986); Hofmann y otros, 1988% Hofmann y otros, 1988b;Van Rie eta al.,
1989; Van Rie y otros, 1990) y carecen de efectos perjudiciales sobre insectos
auxiliares, beneficiosos o en general no objetivo para la proteccion del cultivo,
incluyendo depredadores y parasitoides de plagas de lepidopteros o abejas (Apis
mellifera) (Cantwell y otros, 1972; Krieg y Langenbruch, 1981; Flexner y otros,
1986; EPA, 1988;Vinson, 1989;y Melin y Cozzi, 1990).

Para confirmar y expandir los resultados de los productos de origen
microbiano, que contienen una proteina Cry | Ab idéntica a la producida en el maiz
YieldGard, se ha evaluado el efecto potencial de dicha proteina sobre un grupo
representativo de organismos no objeto de la proteccion. Estos estudios se
realizaron con el nucleo resistente a tripsina de la proteina CrylAb, o forma
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activa, dado que se trata de la porcién con actividad insecticida. Las especies no
objetivo, incluidas en estos estudios fueron larvas y adultos de abeja (Apis mellifera),
un insecto polinizador beneficial para el hombre; larvas de crisopa (Chrysopa
carnea), un insecto auxiliar, depredador de otras plagas; un himenoptero parasito
de la mosca doméstica (Brachymeria intermedia); una coccinela (Hippodamia
convergens), insecto auxiliar depredador; y una lombriz de tierra (Eisenia fetida).
Ademas, se realizd una evaluacion sobre colémbolos (Folsomia candida), una
especie no objetivo del suelo, estudio para el cual se utilizaron hojas de plantas
derivadas de la linea MON 810. Debido a la potencial exposicion de invertebrados
acuaticos al polen de maiz que contuviera la proteina Cry|Ab, también se realizd
un ensayo de toxicidad con Daphnia magna. Los resultados de los estudios con
estos organismos no objetivo, muestran que la mortalidad de las especies de
insectos no Lepidopteros y de otros tres organismos representativos, expuestos
a la proteina Cry| Ab, no difieren significativamente de la mortalidad del control.

Ademas de los citados estudios, no se han observado efectos negativos
agudos sobre tres especies de depredadores (Coleomegilla maculata, Orius
insidiousus y Chrysoperla carnea) expuestos al polen de plantas que expresaban la
proteina CrylAb (Pilcher y otros, 1997). Tampoco se observaron efectos sobre
Folsomia candida y Oppia nitens cuando se alimentaron con hojas de algodén que
contenian las proteinas CrylAb y CrylAc (Yu y otros, 1997).Y en ensayos de
campo realizados en 1994, no se encontraron diferencias en la oviposicion de O.
nubilialis y su depredacién o parasitismo por enemigos naturales, cuando se
compararon las muestras encontradas en plantas de maiz que expresaban la
proteina Cry|Ab y su respectivo control (Orr y Landis, 1997).

El seguimiento de las poblaciones de insectos auxiliares en los
ensayos y parcelas demostrativas durante 1998 y 1999 en Espafa, ha
mostrado igualmente una distribucién ajena a la expresion de esta proteina,
sin que ninguna de las especies mas abundantes y recogidas en los conteos se
mostrara afectada por este tipo de maiz (Figuras 2 y 3). Estos resultados
confirman la seguridad de la proteina Cry|Ab para las especies no objetivo.
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Fig.2. Nimero medio de artrépodos auxiliares en variedades de maiz
resistentes a taladros y sus respectivas lineas isogénicas en diferentes campos
de ensayo, durante 1998.
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Los valores representados para depredadores y parasitoides indican el nimero medio de insectos recogidos
en aspiraciones de dos minutos (2-4/9/98) en los lineos centrales de las parcelas sembradas con una variedad
resistente a taladros, YieldGard (YG), su variedad isogénica (Isog) y ésta ultima protegida contra taladros
mediante aplicacion de insecticidas.

Los valores indicados para los dcaros fitoseidos representan el nimero de individuos recogidos en 5 hojas
utilizando un embudo tipo Berlesse (26-31/8/98).

El tratamiento insecticida de las parcelas tratadas (T) consisti6 en una aplicaciéon de deltametrina 2.5% (0.5
I/ha), con fechal7-30/6/98, en el estado de maiz 8-10 hojas.

Fig 3. Nimero medio de insectos depredadores beneficiosos en variedades de
maiz resistentes a taladros (YG) y sus respectivas lineas isogénicas, durante 1999.
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Los valores representan el nimero medio en cuatro muestras de 10 plantas en cada parcela y localidad antes
de la polinizacion, durante plena polinizacién y tras ésta.
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En un famoso estudio de laboratorio, se indicé que las larvas de
mariposa Monarca, Danaus plexippus, son susceptibles a la proteina Cry|Ab,
que se encuentra en el polen del maiz Bt (Losey y otros, 1999). Para verificar
estos potenciales efectos, se han llevado a cabo numerosos trabajos de campo,
cuyos resultados han sido presentados en el Symposium sobre Mariposa
Monarca y en dos Talleres celebrados en 1999 y 2000. Para entender mejor el
impacto del polen del maiz Bt sobre la mariposa Monarca se han realizado
investigaciones en cinco areas: |) biologia de la mariposa Monarca, 2)
movimiento del polen, 3) niveles de polen necesarios para afectar a las larvas,
4) distribucién de la lechetrezna huésped (Asclepias spp.), y 5) el impacto del
clima. Los resultados de estos trabajos demuestran que la exposiciéon de las
mariposas Monarca y otra especie de gran colorido y vistosidad, Papilio
polyxenes, al polen de maiz en condiciones de campo es muy bajo (Sears y
otros, 2000a; Wraight y otros, 2000). Los investigadores han concluido que:

[) la migracion de la mariposa Monarca y la deposicion del polen pueden no
coincidir,

2) las Monarcas prefieren depositar sus huevos en lechetreznas que no estdn
cerca de los campos de maiz,

3) el polen de maiz es bastante pesado y no viaja mucho mas alla de los
campos de maiz (> 90% se deposita en los 5 primeros metros del
perimetro del campo (Sears y otros, 2000a),

4) el polen de YieldGard sobre las hojas, a densidades de hasta de 1100
granos/cm?, no tiene efecto sobre el peso de las larvas de mariposa
Monarca o su supervivencia (Hellmich y otros, 2000a) y

5) la densidad de lechetreznas es mayor en las cunetas que en los campos de
maiz.

Los resultados de los ensayos realizados durante el afio 2000
encontraron ademads, que las larvas de Monarca sobrevivian y se desarrollaban
normalmente sobre lechetreznas que se encontraban en los campos de maiz
Bt durante el periodo de polinizacion (Anderson y otros, 2000; Hellmich y
otros, 2000b; Sears y otros, 2000b).

Recientemente, acaban de ser publicados los resultados de cinco
nuevos estudios de campo para evaluar el riesgo del maiz Bt para la mariposa
Monarca. En ellos se ha podido confirmar que las variedades de maiz
derivadas de la linea MON 810 son tan seguras para las larvas de Monarca
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como las variedades convencionales (Hellmich y otros,2001; Pleasants y otros
2001; Oberhauser y otros, 2001; Stanley-Horn y otros, 2001; Sears y otros,
2001).

Ademas de comprobar el potencial efecto de la proteina CrylAb
sobre especies de organismos no objetivo, se han realizado diversas
evaluaciones para confirmar la esperable rapida degradacién de la proteina
CrylAb en el suelo. Los restos de las plantas de maiz que quedaron tras la
cosecha, fueron incorporados al suelo mediante labores o permanecieron en
la superficie del mismo (en sistema de no laboreo), dependiendo de las
practicas de manejo del suelo tras la cosecha, que se practicaban en cada
localidad. La tasa de degradacion de la proteina Cry | Ab fue medida mediante
el decrecimiento de la actividad insecticida de las hojas de maiz YieldGard
incubadas en el suelo. En estos trabajos se pudo comprobar que la proteina
Cryl Ab, como componente de los tejidos del maiz, tiene una TD,, (tiempo en
el que la bioactividad se reduce al 50%) y TD,, (tiempo en el que la
bioactividad se reduce al 90%) de 1.6 y |5 dias, respectivamente (Sims y
Holden, 1996). Esta medida del ritmo de degradacion, en el suelo, es
comparable a la citada para la proteina de B.tk. en algodon modificado
genéticamente (Palm y otros, 1994) y a la tasa de degradacion citada para los
productos Bt de origen microbiano (West y otros, 1984;West, 1984;y Pret y
otros, 1980). Esta rapida degradacién refuerza por otra parte, la carencia de
efectos deletéreos sobre organismos no objetivo del suelo.

En una reciente publicacion, se ha citado que proteinas Bt aisladas
pueden unirse a particulas de arcilla y dcidos himicos, en mezclas de suelos
artificiales, de forma que se podria reducir su degradacion, al tiempo que la
proteina Bt todavia retendria parte de su actividad insecticida (Crecchio y Stotzky,
1998). Los autores deducian que las proteinas Bt producidas en variedades
transgénicas podrian asi entrar en el suelo por las labores posteriores al cultivo,
o por procesos como la exudacién, y unirse a particulas en el suelo,acumuldndose
hasta niveles que podrian ser tdxicos para los organismos del suelo. Sin embargo,
estas deducciones se contradicen con los datos que muestran que la proteina
Cry|Ab, expresada en las plantas de maiz YieldGard, y otras proteinas Bt, son
rapidamente degradadas en el suelo (ver parrafo anterior). Estos datos,
combinados con la especificidad de las proteinas Bt, y la ausencia de efectos
ecoldgicos adversos, apoyan la conclusién de que es bastante improbable que las
proteinas Bt tengan un efecto adverso sobre los organismos del suelo.
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Los entomélogos han observado que las poblaciones de insectos se
adaptan a los insecticidas si dichos insecticidas no se manejan adecuadamente.
El manejo integrado de plagas se desarroll6 como resultado de las
experiencias de la industria con insecticidas quimicos. Para responder a las
mismas preocupaciones, relativas al maiz transgénico, resistente a taladros,
Monsanto introdujo un plan de manejo de la resistencia de los taladros (IRM)
en el cultivo de variedades de maiz YieldGard, en EEUU en 1997, coincidiendo
con el lanzamiento comercial de este producto.

Para retrasar la aparicion de resistencias en las poblaciones de
taladros y maximizar la sostenibilidad del maiz YieldGard, el plan de IRM
incluye los siguientes puntos:

I) expandir el conocimiento de la biologia y ecologia de los taladros;

2) disponer de un producto con una dosis efectiva, que controla
practicamente todos los insectos heterozigotos resistentes;

3) mantener refugios, o campos sembrados con variedades convencionales
(en un 20% de la superficie), para mantener poblaciones de insectos
susceptibles a Cry|Ab;

4) poner en marcha un programa de seguimiento para detectar cualquier
incidencia de resistencia y en caso de confirmarse ésta implementar un
plan de contencion;

5) promover el empleo de otras practicas de manejo integrado de plagas, que
favorezcan la diversidad del ecosistema y la utilizacion de diversas tacticas
para el control de insectos;

6) poner en marcha un programa de formaciéon de los agricultores para
asegurar la correcta implementacién de estas estrategias; y

7) desarrollar productos con modos de accién alternativos.

La implementacién de este plan, durante los pasados afios ha dado
sus frutos, sin que se haya registrado hasta el momento un cambio en la
sensibilidad de la resistencia a la proteina CrylAb. Las bases para la
implementacién de un plan similar en Espafia han comenzado por el
establecimiento de la sensibilidad a Bt de las poblaciones iniciales (Gonzalez-
Nufez y otros, 2000).

Las evaluaciones desde el punto de vista medioambiental muestran
que el maizYieldGard carece de efectos perjudiciales sobre insectos auxiliares
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y beneficiosos desde el punto de vista agronémico, incluyendo abejas,
coccinélidos, crysopas o insectos depredadores y arafias. Es poco probable
que el maiz YieldGard posea un impacto significativo sobre las poblaciones de
mariposa monarca, debido a su limitada exposicion. Por otra parte, la proteina
Cryl Ab, producida en el maiz YieldGard, se degrada rapidamente en el suelo
y carece de efecto sobre los invertebrados del suelo, incluyendo las lombrices
de suelo y los colémbolos.

BENEFICIOS

Aunque no es el proposito de esta publicacion el analisis y
cuantificacion de beneficios, existen numerosas publicaciones disponibles que
ilustran el valor aportado por las variedades YieldGard derivadas de MON
810 y las razones de su aceptacion por los agricultores. En zonas con ataques
endémicos de taladros, la disponibilidad de variedades de maiz genéticamente
protegidas contra orugas contribuye a importantes aumentos de produccién
(10,5% de media en los ensayos de Monsanto en Espafia) sin necesidad de
aplicar insecticidas para esta plaga.

El aumento en la produccién es positivo para el medio ambiente,
pues con la seguridad antes descrita reduce las necesidades de agua, suelo,
fertilizantes y otros recursos necesarios para obtener cada Tm. de maiz.
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CONCLUSIONES

Las variedades de maizYieldGard han demostrado ofrecer un control
eficaz de los taladros del maiz, primero en ensayos de campo que se vienen
realizando desde 1993, y posteriormente en la experiencia comercial, con
millones de hectareas cultivadas, desde 1997. El ADN insertado en la linea
MON 810, que contiene el gen crylAb, ha sido incorporado mediante
cruzamientos a diversos hibridos comerciales de maiz, dando lugar a las
variedades de maiz YieldGard, con el objetivo de combinar la proteccion
frente a taladros con un potencial de alto rendimiento agronémico y
adaptacion a diversas condiciones de cultivo. Las detalladas evaluaciones de la
seguridad de su cultivo para el medio ambiente y de sus productos para la
fabricacién de piensos o alimentos confirman la seguridad de este producto
y han apoyado su aprobacion en multiples paises. Los andlisis incluyen: |) una
detallada caracterizacion molecular del ADN introducido; 2) evaluacién de la
seguridad de la proteina Cryl Ab expresada, 3) andlisis de la composicién del
grano de maiz y forraje y 4) evaluacién del impacto medioambiental de las
plantas de maiz. Estos estudios han demostrado que la proteina CrylAb es
segura para el hombre, los animales, los organismos no objetivo y los insectos
auxiliares y que el grano y el forraje derivado de las variedades YieldGard es
tan seguro y nutricional como el de las variedades de maiz convencionales.
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