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RESUMEN

Utilizando modernas técnicas de biotecnologia, Monsanto desarrollo
entre 1990 y 1996 la linea de maiz MON 810, a partir de la cual se han deri-
vado las variedades de maiz YieldGard® protegidas contra taladros. Las varie-
dades YieldGard producen la proteina natural Cry|Ab, de Bacillus thuringiensis
(Bt), que las protege especificamente de los dafios causados por las larvas de
ciertas especies de lepidopteros, entre las que se encuentran Ostrinia nubilia-
lis y las especies de Sesamia, conocidas cominmente como taladros del maiz.

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 lepidopteros, pero es inofensiva para el hombre, el resto
de la fauna terrestre y acuatica 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 medio siglo, 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 alimen-
tos derivados, es rapidamente degradada en fluidos gastricos simulados, care-
ce 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 muestran que los niveles de los nutrientes principales son
comparables a los niveles encontrados en los respectivos hibridos conven-
cionales de maiz. Por otra parte, la seguridad de los piensos producidos con
maiz YieldGard ha sido confirmada mediante ensayos de alimentacion 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 conven-

®YieldGard es una marca registrada de Monsanto.
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cionales, de las que se han derivado. En diferentes ensayos se ha podido com-
probar 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 la presencia de
fumomisinas (micotoxinas).

Después de una completa y detallada revision de los estudios reali-
zados con el maiz MON 810, las autoridades regulatorias americanas y euro-
peas autorizaron su empleo comercial en 1996 y 1998, respectivamente.

Las evaluaciones para comprobar su seguridad medioambiental mos-
traron que el maiz YieldGard carece de efectos relevantes sobre los insectos
beneficiosos desde el punto de vista agronémico, incluyendo abejas, cocciné-
lidos, 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 exposicién limitada en
condiciones de campo. Por otra parte, la proteina Cry | Ab 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.

El cultivo comercial de las variedades YieldGard, derivadas de
MONS8I0, estda siendo acompafiado por un seguimiento sin parangén desde
las empresas comercializadoras y la comunidad cientifica, cuyos resultados,
hasta la fecha, son consistentes con las evaluaciones de seguridad previas a la
autorizacion.Asi, tras una década de cultivo comercial, las conclusiones de los
estudios y seguimiento realizado confirman las ventajas y beneficios de esta
proteccion frente a otras alternativas de control, y ratifican que las varieda-
des de maiz YieldGard son tan seguras y equivalentes nutricionalmente a sus
correspondientes variedades convencionales.
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INTRODUCCION

La produccion agricola actual se basa en el cultivo de un nimero redu-
cido 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 cultivar-
las. Esta domesticacién consiste en una serie de modificaciones genéticas natu-
rales, que el hombre ha seleccionado de forma empirica, seguidas de nuevas
modificaciones buscadas y obtenidas mediante cruzamientos dirigidos, hibrida-
ciones, mutaciones, duplicaciones de cromosomas, etc., que en diferentes culti-
vos se utilizan y consumen sin problemas.

Utilizando modernas técnicas de biotecnologia, Monsanto desarrollo
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 Cryl|Ab, de Bacillus thuringiensis (Bt), que las protege de los
dafos causados por los taladros del maiz, nombre comun con el que se desig-
na en Europa a las orugas de O. nubilialis y las especies de Sesamia. En EEUU
y otras zonas maiceras, esta protec-
cion también se extiende a Diatraea
grandiosella, otra especie plaga de
importancia agronémica.

Tanto O. nubilialis como las
especies de Sesamia son plagas de
importancia agronémica en nuestro
pais (Castafiera, 1996) 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 espe-
cies tienen la particularidad de que
sus larvas se desarrollan en el interior
de las cafas de maiz, lo que ha deter-
minado que la mayoria de los méto-
dos de proteccién alternativos (insec-

Larva de Sesamia nonagrioides en el interior de
ticidas) ofrezcan sélo una proteccién |a cafia de maiz y dafios caracteristicos de los

limitada. La alimentacién de las orugas taladros
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de taladro sobre la médula de las cafias disminuye la capacidad de produccion
de las plantas y las hace muy sensibles al derribo por lluvia o viento, con pérdi-
das de cosecha que se agravan si el ataque se produce en los primeros estados
de desarrollo del maiz y con deterioro de cosecha en ataques a mazorcas.

El nimero de generaciones que se suceden en el campo es variable
de | a 3 segln la zona geogrifica, aunque en la mayoria de las zonas maiceras
de nuestro pais suele tener al menos dos generaciones por afo.

Los dafios y pérdidas ocasionadas por los taladros dependen del esta-
do fenolégico 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 alimentacion de las orugas sobre la médula de las cafas dis-
minuye 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 oca-
sionadas 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 doélares (41-
91 euros) por hectirea de maiz (Sanders y otros, 1998). En Espaiia se estima
que los taladros afectan de forma endémica a unas 80.000 ha de maiz. Las esti-
maciones de incremento medio de cosecha por empleo de variedades prote-
gidas contra taladros oscilan en torno al 6-7% (Brookes, 2002; Serra y otros,
2006), con incrementos superiores al | 1%, cuando los ataques de taladro son
mas importantes (Novillo y otros, 2003).

La obtencién de variedades protegidas frente a taladros ya constituia
una de las lineas de mejora clasica, por sus considerables ventajas frente a otras
alternativas de proteccién.Asi, los beneficios de cultivar maiz protegido contra
taladros engloban: |) un método efectivo de proteccién contra estas plagas; 2)
una forma de proteger al maiz de los taladros mientras se respeta a las espe-
cies beneficiosas; 3) una herramienta para reducir del uso de insecticidas de
sintesis (Rice y Pilcher, 1999);4) y por tanto, para reducir la exposicién 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; Serra y otros, 2006) y 7) una
disminucién de los requerimientos de maquinaria o trabajos adicionales, nece-
sarios para la proteccién del cultivo, lo que permite a los agricultores peque-
fios y grandes, un mejor aprovechamiento del tiempo y de los recursos.
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El desarrollo de la metodologia de transformacién del maiz (Fromm
y otros, 1990), creé la oportunidad de proteger a las plantas de maiz de los
dafos causados por la alimentacion de los taladros, utilizando genes aislados
de la bacteria B. thuringiensis. La secuencia codificante de cryl/Ab (Hofte y
Whiteley, 1989) fue aislada de B. thuringiensis var. Kurstaki (B.t.k.), cepa HD-I,
presente en el producto comercial DIPEL®, el producto lider de los prepara-
dos microbianos, para uso en agricultura. Diversos laboratorios han desarro-
llado lineas de maiz transgénico que producen proteinas del tipo Cryl A (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 varie-
dades de maiz YieldGard protegidas contra taladros. El cultivo comercial se
inicié en EEUU con 4 millones de ha sembradas en 1997, que casi se triplica-
ron durante los dos afios siguientes (Betz y otros, 2000).

La solicitud para importacién y cultivo del maiz MON 810 fue pre-
sentada en la UE, en 1995, bajo la Directiva 90/220/EEC, a través de Francia,
como Estado Miembro Ponente.Tras recibir la opinidn favorable del Comité
Cientifico de Plantas, el 10 de febrero de 1998, concluyendo que “no existia
evidencia de que las semillas de este tipo de maiz, resistente a insectos por expre-
sién del gen cryl Ab, fuera a causar efectos adversos sobre la salud humana o ani-
mal, ni sobre el medio ambiente, cuando se cultivara, importara y procesara de la
forma indicada” (http://ec.europa.eu/food/fs/sc/scp/out02_en.html), la modifi-
cacion genética MON 810 alcanzé la mayoria cualificada en el Comité
Regulatorio de la Comisidon Europea, compuesto por expertos de los esta-
dos miembros. (Decision de la Comisién de 22 de abril de 1998 -
98/294/EC)'.

En paralelo, se aportd la informacion necesaria para demostrar la
equivalencia composicional y seguridad del maiz con MON 810 comparado
con el maiz convencional al Comité Asesor sobre Nuevos Alimentos y
Procesos del Reino Unido (ACNFP), que en febrero de 1997 informé que “los
productos procesados, obtenidos a partir del maiz MON 810 y su lineas derivadas
por técnicas de mejora convencional eran sustancialmente equivalentes, tan seguras
para su empleo en alimentacion y sin diferencias en composicién respecto al maiz
obtenido por técnicas de mejora convencionales”. Tras recibir este informe favo-
rable, Monsanto notificé a la Comisién la puesta en el mercado de alimentos
y fracciones alimentarias derivadas de la progenie de las lineas de maiz MON
810, en diciembre de 1997 (98/C 200/08)2.

®Dipel es una marca registrada de Abbott Laboratories
I http://europa.eu.int/eur-lex/pri/en/oj/dat/1998/1_131/I_13119980505en00320033.pdf
2 http://europa.eu.int/eurlex/pri/en/oj/dat/1998/c_200/c_20019980626en001600 | 6.pdf
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Posteriormente, y de acuerdo con el nuevo Reglamento Comunitario
1829/2003, sobre alimentos y piensos modificados genéticamente, los pro-
ductos derivados del maiz, incluyendo fracciones para piensos, aditivos para
alimentos y piensos han sido incluidos en el registro comunitario, en abril de
2005 (http://europa.eu.int/comm/food/dyna/gm_register/index_en.cfm).

Las evaluaciones sobre la seguridad de estas variedades para el medio
ambiente, para su consumo, o utilizacion en fabricacién de piensos, han sido
un paso previo necesario para obtener las aprobaciones en los principales pai-
ses productores o importadores de maiz, donde se encuentra autorizado.
Estas evaluaciones incluyen: una detallada caracterizacion del producto, que
abarca desde el andlisis molecular del ADN insertado, la caracterizacién de la
proteina y determinacion de los niveles de expresion en los tejidos del maiz;
evaluacion de la seguridad de la proteina; andlisis de los componentes ali-
mentarios, 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). A los estudios realizados por Monsanto hay que afadir articulos revi-
sados y publicados en revistas cientificas, que apoyaron la conclusion del mini-
mo riesgo de las variedades de maiz YieldGard (Pilcher y otros, 1997; Aulrich
y otros, 1998; Daenicke y otros, 1999).

En los siguientes parrafos se resumen las conclusiones mas relevan-
tes de las evaluaciones sobre la seguridad del maiz MON 810, revisadas por
las autoridades regulatorias antes de autorizar su cultivo comercial o consu-
mo. Posteriormente, y durante la década de comercializacién, se ha realizado
un completo seguimiento que ha generado mas informacién sobre la seguri-
dad de la proteina Cry | Ab y la modificacion genética MON 810 para el hom-
bre y el medio ambiente. Asi, en esta nueva edicién se afiaden la citas y con-
clusiones de nuevos trabajos y estudios publicados, que muy probablemente
seguiran creciendo durante los préximos afos.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL MAI{Z MON 810

La linea de maiz MON 810 fue desarrollada mediante el método bio-
listico, utilizando el plasmido PV-ZMBKO07 (Figura |) y tejido embriogénico de
maiz (Armstrong y otros, 1991). El plasmido PV-ZMBKO7 contiene la secuen-
cia del gen crylAb, que codifica a la proteina Cry| Ab, con actividad insecticida.
La secuencia codificante de cry| Ab procedente de B. thuringiensis subsp. HD-
| (Fischhoff y otros, 1987), fue modificada para optimizar los niveles de expre-
sion de la proteina Cry | Ab, 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 expre-
sién de la secuencia codificante de crylAb. La regiéon no traducida 3’, del gen
de la nopalina sintasa (NOS), aislada del plasmido Ti de Agrobacterium tumefa-
ciens, termina la transcripcion y dirige la poliadenilacién 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 deri-
van las variedades YieldGard

Ncol 1609
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Los andlisis 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 integracién estable en el ADN del nucleo. 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 Cry|Ab 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 Cryl Ab se midieron a partir de muestras de
cuatro ensayos de campo diferentes: ensayos realizados en EEUU durante los
afios 1994y 1995 y ensayos en Europa en 1995 y 1996. Se desarroll6 un ensa-
yo tipo ELISA (double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay) que fue validado para cuantificar los niveles de la proteina Cry|Ab 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 consis-
tentes a lo largo de varios afios de evaluacién en EEUU y Europa (Tabla I). 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 esencial para la
eficacia del producto. Los niveles de proteina CrylAb, han demostrado ser
suficientes, en EEUU, para ofrecer protecciéon efectiva frente a la primera y
segunda generacién 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 (Novillo y otros, 2003; Serra y otros, 2006).
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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 3.34 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?
(1% Media 9.78
2% Media 843
3% 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 comienzo de indentacion (early dent). 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.

3 Medias de un grupo de hojas recogidas en intervalos de dos semanas, desde el estado V4 del maiz hasta poli-
nizacién, en una localidad.

SEGURIDAD DE LA PROTEINA CrylAb

Las evaluaciones para determinar la seguridad de la proteina Cryl| Ab
abarcan desde la caracterizacién de la proteina, digestion en fluidos gastricos
e intestinales simulados, toxicidad aguda y crénica en ratéon, comparacién de
la secuencia de aminoacidos con toxinas y alergenos conocidos y efectos
sobre especies no objetivo. Debido a que los niveles de proteina Cry|Ab pro-
ducidos en el maiz son extremadamente bajos, fue necesario producir sufi-
cientes cantidades de proteina Cry | Ab mediante fermentacién bacteriana, en
Escherichia coli, para poder realizar los estudios sobre su seguridad. La equi-
valencia funcional y fisico-quimica entre la proteina producida en E. coli y la
producida en las variedades YieldGard fue previamente demostrada, justifi-
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candose por tanto, el uso de CrylAb producida en E. coli en la evaluacion de
su seguridad (Lee y otros, 1995).

Modo de accién de CrylAb y especificidad

El modo de accidon 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; Escriche y Ferré, 2001). Para que la proteina Cryl| Ab pro-
duzca su efecto insecticida, debe ser ingerida por los insectos susceptibles
(Huber y Liithy, 1981).Tras la ingestidn, las toxinas de tipo Cryl (peso mole-
cular ~134 KD) se solubilizan y son procesadas proteoliticamente en medio
basico hasta quedar el nicleo 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 union se forman poros
que rompen el flujo de iones existente en el tubo digestivo, lo cual conlleva a
la pardlisis de su tubo digestivo y a la muerte de los insectos susceptibles.

La proteina Cry| Ab posee una actividad insecticida Unicamente para
insectos pertenecientes al orden Lepidoptera. Asi, en un estudio sobre el
rango de huéspedes, se determiné que solo siete de dieciocho especies de
insectos eran sensibles a las proteinas CrylAb y CrylAc, siendo las siete
especies lepidépteros (Macintosh y otros, 1990). Esta especificidad es atri-
buible directamente a la presencia de receptores especificos para la protei-
na 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 célu-
las 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 pro-
teinas 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 Cry | Ab en fluidos gdstricos e intestinales simulados.

Dado que la proteina Cry| Ab debe ser procesada por proteasas diges-
tivas para poseer su actividad insecticida (Huber y Liithy, 1981), en los estudios
de digestidn simulada, se utilizé el nlcleo resistente a la digestion por tripsina,
de la proteina CrylAb (peso molecular ~63KD). En los fluidos gastricos simu-
lados, que contienen la enzima pepsina, se comprobé que la proteina Cry|Ab
se degradaba rapidamente. Asi, mediante andlisis de tipo Western se comprobd
que mas del 90% de la proteina CrylAb se degradaba en los dos minutos
siguientes a la incubacién 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 incubacién en fluidos gastricos simulados, el punto
de medicién mas temprano. Para poner en perspectiva la rapida degradacién de
la proteina CrylAb en el sistema digestivo simulado, se estima que aproxima-
damente el 50% de la comida sélida tarda dos horas en vaciarse del estébmago
humano, mientras que los liquidos necesitan aproximadamente 25 minutos
(Sleisenger y Fordtran, 1989).A partir de los andlisis tipo Western y de bioacti-
vidad con insectos, se ha comprobado que en fluidos intestinales, que contienen
tripsina y otras proteasas, el nlcleo resistente a tripsina de la proteina Cry|Ab,
no alcanza una degradacion substancial hasta pasadas 19,5 horas de incubacién.
Estos resultados eran predecibles considerando que estd documentado que el
nucleo resistente a tripsina de estas y otras proteinas insecticidas de B. thurin-
giensis es relativamente resistente a la digestion 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 rea-
liz6 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
Cryl Ab administradas a los ratones fueron 0,400, 1000 y 4000 mg/kg. El grupo
de ratones testigo 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 dife-
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rencias estadisticas en la mortalidad, peso, ganancia de peso o consumo de ali-
mento, entre el grupo testigo BSA y los grupos tratados con proteina Cry| Ab.
Los resultados de este estudio muestran que la proteina Cry| Ab carece de efec-
to téxico agudo sobre los mamiferos, como era esperable. La mayor dosis eva-
luada 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 téxi-
cas conocidas

Otra via para evaluar el potencial efecto téxico de una proteina
introducida en una planta es comparar la secuencia de aminoacidos de dicha
proteina, con la de proteinas téxicas conocidas. Las proteinas homdlogas,
derivadas de un antecesor comun, comparten con bastante probabilidad la
funcion. 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 aminoacidos entre proteinas, para evaluar si la prote-
ina Cryl Ab es homdloga a toxinas conocidas. Basandose en este procedimien-
to, se determind que la proteina Cry | Ab no muestra similitud significativa en su
secuencia de aminoacidos cuando se compara con secuencias de proteinas
toxicas conocidas, incluidas en las bases de datos de proteinas PIR, EMBL,
SwissProt y GenBank, con excepcién de otras proteinas Cry.

Falta de homologia de la proteina CrylAb con alergenos conocidos.

Cuando se evallia 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. thu-
ringiensis, 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 Cry|Ab ofrece una base
para la evaluacién de la alergenicidad cuando se compara con proteinas que
constituyen alergenos conocidos. Los alergenos proteicos deben ser estables
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a la digestidon por pepsina y tripsina en las condiciones acidas del sistema
digestivo, ya que tienen que pasar a través de la mucosa intestinal para des-
encadenar la respuesta alérgica. Otro factor que contribuye significantemen-
te a la alergenicidad de las proteinas es una alta concentracion 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 carac-
teristicas, la prevalencia y propiedades fisico-quimicas de la proteina Cry|Ab
son claramente diferentes de las caracteristicas de los alergenos conocidos.

La comparacién de la secuencia de aminoacidos de una proteina
introducida con la secuencia de aminoacidos de alergenos conocidos es tam-
bién un indicador util del potencial alergénico (Metcalfe y otros, 1996). Esta
referencia define un test de comparacién de secuencias de relevancia inmu-
nologica 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 aminodacidos de la proteina CrylAb se ha
comparado con las secuencias de aminodcidos 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 fue que no se encontraron secuen-
cias de significado inmunoldgico, u homologias alergénicas, con ninguno de ellos
(Dootlittle, 1990) en la proteina CrylAb (Metcalfe y otros, 1996).
Concluyéndose que: (1) el gen crylAb introducido en el maiz no codifica a un
alérgeno conocido y (2) la proteina introducida no comparte ninguna secuen-
cia de aminodcidos de significado inmunolégico 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 rapi-
damente degradada, con pérdida de la actividad insecticida, bajo las condiciones
que simulan la digestién 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 Cry|Ab. El gen crylAb no se
deriva de una fuente alergénica y la proteina CrylAb, carece de similitud en
secuencias de importancia inmunoldgica con alergenos conocidos, y en las
caracteristicas de dichas proteinas. Estos estudios apoyan la seguridad de la pro-
teina Cry | Ab y son completamente consistentes con la extensa historia de uso
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seguro de la proteina Cry | Ab, la cual posee una alta selectividad para los insec-
tos, con falta de efectos deletéreos para otros tipos de organismos como los
mamiferos, peces, aves o invertebrados (EPA, 1998; McClintock y otros, 1995).

Las evaluaciones con la proteina CrylAb se han completado con un
estudio realizado por cientificos portugueses, empleando extractos de prote-
inas de maiz MON 810 y otras modificaciones genéticas. Tras comparar las
reacciones en dos grupos de personas sensibles, ninguno de los 57 volunta-
rios mostré evidencia de alergias dérmicas y sus reacciones a las muestras de
maiz y soja transgénico, o convencional, fueron similares. Tampoco se detec-
taron anticuerpos IgE como consecuencia de la exposicién a las nuevas pro-
teinas (Batista y otros, 2005).

EVALUACION DE LA COMPOSICION Y VALOR NUTRITIVO
DEL MAIZ YieldGard

El disefio de un programa para la evaluacién de la seguridad del ali-
mento y pienso derivados de una linea mejorada por ingenieria genética
requiere un detallado conocimiento de los usos del cultivo y de los produc-
tos derivados en nutricion humana y animal. Aproximadamente el 80% de
todo el maiz producido en los EEUU se utiliza para fabricaciéon de piensos
destinados a la producciéon ganadera, avicola y piscicola (NCGA, 2000). El maiz
también se procesa de forma abundante para utilizacion en alimentacién y
productos industriales, que incluyen productos tales como cereales para des-
ayuno, bebidas dulces, aperitivos, comida para nifios, pasta de dientes, lapices
de colores, pafales para nifios, productos cosméticos y farmacéuticos.
(NCGA, 2000). El 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 demos-
trar 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 convencio-
nal son generalmente seleccionadas por su potencial de produccién, con
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pocas o ninguna evaluacion de los pardmetros nutricionales. El maiz emplea-
do en piensos es complementado con proteina, minerales y vitaminas para
alcanzar los requerimientos nutricionales de los animales. La seguridad en ali-
mentacién 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 la equivalencia subs-
tancial es un componente imporante de la evaluacién de la seguridad de los
alimentos (OECD, 1993; WHO, 1995; FAO/WHO, 1996).

Tras realizar los andlisis correspondientes se pudo determinar que la
composicion 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 duran-
te 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 testigo, 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, dcidos grasos, calcio, fésforo y tocoferol (vita-
mina E). Los valores de carbohidratos fueron determinados sustrayendo del
100% la suma los porcentajes de proteina, grasa, cenizas y humedad. Las mues-
tras de forraje se analizaron para el primer grupo de variables.

Los valores de los pardmetros medidos en grano (Tabla 2) se encon-
traban todos en el rango de valores publicados en la literatura (Jugenheimer,
1976;Watson, 1987). No habia diferencias estadisticas para los niveles de pro-
teina, grasa, cenizas, fibra detergente neutro, fibra detergente acido y carbohi-
dratos en el testigo y en el evento MON 810. Se observaron diferencias esta-
disticas 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 locali-
dad. El contenido en fibra cruda del evento MON 810 fue aprox. 8% menor
que el de la linea testigo. Esta pequena diferencia es bastante improbable que
tenga un significado biolégico, 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 composiciéon de grano de maiz

1994 EEUU 1995 UE
Media? (Intervalob) Mediac (Intervalo)d
MON MON MON MON Intervalo
Componente 810 818 810 820 Publicado
Proteinaf 13.1 12.8 1.5 10.8 6.0-12.0¢
(12.7-13.6) (11.7-13.6) (10.5-12.2) (9.0-11.8)  9.7-16.1h
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 1.1-3.98
(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. 2.0-5.5k
(2.5-2.8) (2.3-2.5)
Fibra, detergente neutrof N.A. N.A. 12.1 12.4 8.3-11.9¢
(10.7-13.9)  (9.6-15.3)
Fibra, detergente acidof N.A. N.A. 34 39 3.3-4.3¢
(2.7-4.1) (3.1-5.3)
Carbohidratos’ 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 13.3i 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 mas 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 testigo en el ensayo.

Peso seco en porcentaje de la muestra.

Watson, 1987.

Jugenheimer, 1976.

N.A., no analizado.

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

Watson, 1982.

o

o
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Los resultados del analisis de la composicion de aminoacidos del
grano se encuentran resumidos en la Tabla 3. Los valores para |5 de 18 ami-
nodcidos, se encuentran dentro del rango de valores publicados en la litera-
tura (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
Aminoacido MON MON MON MON Intervalo
810 818f 810 8207 publicadog
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 29 3.1
(2.5-2.9) (2.7-29) (2.7-3.1) (2.6-3.5) 2.0-3.8
Triptofano 0.6h 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 38 37 37
(3.7-44) (3.7-3.9) (3.6-3.7) (3.3-3.8) 2.9-39
Isoleucina 37 3.8 3.8 39
(3.3-4.1) (3.6-4.0) (3.4-43) (3.7-4.3) 2.6-4.0
Histidina 3.h 29 3.0 3.0
(2.9-3.3) (2.8-3.0) (2.9-3.0) (29-32) 2.0-2.8
Valina 4.5 4.6 47 4.8
(4.1-4.9) (4.3-4.8) (4.4-4.9) (4.4-49) 2.1-5.2
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) (4.2-47) (3.6-4.1) (3.8-4.3) 2.9-5.9
Fenilalanina 5.6n 5.4 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 37 35 3.6
(3.4-4.0) (3.5-3.8) (3.4-37) (3:2-3.9) 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 aspartico 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 21.9 211 21.3 20.9
(20.4-244)  (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 55 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

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 mas 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 mas altos para cada linea en las cuatro localidades
Linea testigo en el ensayo.

Watson, 1982. Los valores corresponden al porcentaje sobre la proteina total [10.1% (Nx6.25)].
Diferencias estadisticas respecto a la linea testigo en el intervalo de confianza del 95%.

T ®m o6 a0 o o
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Los valores para los aminoacidos cisteina, histidina y acido glutamico
son significativamente superiores al rango que se encuentra en las publicacio-
nes existentes, tanto para el evento MON 810 como para la linea testigo. Esto
es probablemente debido a las diferencias en la metodologia de anilisis. En el
grano procedente de los ensayos realizados en EEUU, en 1994, no existian
diferencias significativas entre el evento MON 810 y la linea testigo para 10
de 18 aminoacidos. Sin embargo, los valores para ocho aminoacidos (cisteina,
triptéfano, histidina, fenilalanina, alanina, prolina, serina y tirosina) eran signifi-
cativamente mayores en el evento MON 810 que en la linea testigo. En el
grano procedente de los ensayos en la UE, en 1995, no habia diferencias esta-
disticamente significativas para 16 de |18 aminoacidos. Sin embargo, los niveles
de metionina o triptéfano era significativamente inferiores en MON 810,
comparados con los del grano testigo. Las pequenas diferencias medidas, con
excepciodn del triptéfano, no fueron consistentes a lo largo de varios afios y
diferentes geografias. Los valores de triptéfano en el grano de MON 810 eran
significativamente superiores a aquellos en el grano de la linea testigo en los
ensayos realizados en 1994 en EEUU, pero significativamente inferiores que
en la linea testigo en los ensayos en la UE en 1995. De modo que, estas dife-
rencias inconsistentes seguramente carecen de significado biologico.

La composicion de acidos grasos del grano de la linea MON 810 y de
la linea testigo se resumen en la Tabla 4. Se excluyeron de la evaluacion esta-
distica diez acidos grasos, cuyos valores se encontraban cerca del limite de
deteccién del ensayo (araquidénico, caprilico, caprico, eicosadienoico, eicosa-
trienoico, heptadecenoico, laurico, miristico, miristoleico, y pentadecanoico).
También, se excluyen los datos para cuatro acidos grasos (palmitoleico, ara-
quidico, eicosenoico y béhenico), cuyos valores eran muy bajos (< 0.4% del
total de dcidos grasos), y cuyos valores en las lineas MON 810 y testigo mos-
traban muy pequenas diferencias. No se encontraron diferencias con signifi-
cado estadistico para cuatro de los cinco 4cidos grasos presentes en el grano
en los ensayos realizados en 1995, en la UE. El dcido palmitico era significati-
vamente mayor en el grano de la linea MON 810 (~3%) comparado con el
grano del testigo. Esta pequeiia diferencia es poco probable que posea un sig-
nificado bioldgico 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 acidos 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 Publicadog
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
Estearico (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
(0.7-0.9) (0.8-0.9) (1.0-1.1) (1.0-1.1) 0.8-2

®

Los valores indicados corresponden al procentaje sobre el total de lipidos. Los acidos 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 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 més altos para cada linea en las cuatro localidades
Linea testigo en el ensayo.

Watson, 1982.

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

> 0 = 0 a o o

Los valores para los componentes minerales, calcio, fésforo y tocofe-
rol (vitamina E) se reflejan en la Tabla 5. Los valores para el fosforo y la vita-
mina E se encontraban entre los valores publicados; sin embargo, los valores
para el contenido en calcio, tanto para MON 810 como para la linea testigo,
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 fésforo, en los antiguos procedimientos de evalua-
cién (Sidhu y otros, 2000). El nivel de calcio en MON 810 era significativa-
mente mayor que en la linea testigo 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 diferen-
cias observadas en los ensayos realizados en 1994, en EEUU, carecen proba-
blemente de significado biolégico. No se encontraron diferencias significativas
entre los valores de fésforo en la linea MON 810 y en la linea testigo.
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Tabla 5. Tocoferol, calcio y fésforo en el grano de maiz®

1994 EEUU
Media® (Intervalo)c
MON MON Intervalo
810 8l8 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
Fésforo % 0.358 0.348
(0.334-0.377) (0.327-0.363) 0.26-0.75

2 Valores en peso seco.

b 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
4 Watson, 1982.

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

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 signi-
ficativas 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 testigo. Se observé un incremento estadisticamente signi-
ficativo en el nivel de proteina del forraje de MON 810 comparado con la linea
de testigo. Sin embargo, estas diferencias carecen de significado bioldgico 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 protegidos contra taladro por expre-
sioén de la proteina CrylAb, se han completado multiples estudios de alimen-
tacién 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 dife-
rencias 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, produc-
cion de leche, composicion de leche y sanidad de las ubres cuando se alimen-
taron vacas lecheras lactantes con maiz Bt o con maiz convencional recogido
en verde y picado (Faust y Miller, 1997); asimismo, la digestibilidad en ganado
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Tabla 6. Resumen de los andlisis de composicién del forraje

1995 EEUU
Media? (Intervalo)®
Componente MON MON Intervalo
810 820 Historicod
Proteinae 7.3 6.1
(5.7-8.4) (4.8-7.4) 4.8-84
Grasa® 1.4 1.8
(1.3-1.7) (1.4-2.1) 1.4-2.1
Cenizase 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 acido® 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 mas altos para cada linea, en las cuatro localidades
Los valores indicados corresponden a la media de dos grupos de medidas. La linea testigo es MON 820
Intervalo para las lineas testigo, sembradas en los campos de ensayo de Monsanto Co entre 1993 y 1995
(Sidhu y otros, 2000).

¢ Porcentaje en peso seco de cada muestra.

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

vacuno alimentado sobre ensilado a partir de maiz Bt, o convencional, era simi-
lar (Daenicke y otros, 1999);y en un estudio 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 convencionales de maiz. Es poco probable que el procesa-
miento altere la composicién del maiz y por tanto, los productos derivados del
grano de maiz seran también substancialmente equivalentes a, y tan seguros
como, los actuales productos derivados del maiz. Los estudios sobre el rendi-
miento de animales, ademas, confirman que las variedades YieldGard y otras
variedades de maiz Bt son tan completas y nutritivas como el maiz convencional.
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Los datos de composicién presentados a las autoridades del Reino
Unido (ACNFP) sirvieron de base para permitir la notificacién de acuerdo
con el Articulo 5 del Reglamento CE 258/97 sobre nuevos alimentos y nue-
vos ingredientes alimentarios (ver pagina 7).

CALIDAD DEL GRANO

La presencia de fumomisinas en harinas de maiz puede llegar a niveles
que las inhabiliten para su consumo, como recuerdan en la UE las notificacio-
nes del Sistema Coordinado de Intercambio Répido de Informacion sobre
Alimentos y Piensos (http:/ec.europa.eu/food/food/rapidalert/index_en.htm)

En condiciones de ataques de taladros a las mazorcas, el maiz
YieldGard ha demostrado mejorar la calidad del grano, lo cual ademas con-
tribuye a mejorar la seguridad del maiz para fabricacién de piensos y alimen-
tos. Los investigadores han confirmado que el maiz YieldGard reduce los
dafos 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,
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 aso-
ciada a cancer de eséfago en humanos (Sobek y Munkwold, 1999).

Desarrollo de fusarium sobre granos dafiados por taladros, en maiz conven-
cional (Iso) frente a mazorcas sanas de maiz YieldGard (Bt).
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Las investigaciones realizadas por la Universidad de lowa y el
Departamento de Agricultura de EEUU, 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 93%, comparados con los hibridos convencionales (Munkwold y
otros, 1997; Munkvold y otros, 1999; Masoero y otros, 1999). La menor con-
taminacién por micotoxinas ha sido constatada también en estudios en dife-
rentes paises europeos (Cahagnier y Melcion, 2000; Pietri y Piva, 2000), con
resultados en Espaia que muestran una reduccion en el contenido de fumo-
misinas superior al 80% (Cahagnier y Melcion, 2000; Serra y otros, 2006).

Presencia de Fusarium y micotoxinas en maiz grano cultivado en dos localida-
des espanolas (datos de Cahagnier y Melcion, 2000)
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Una revision reciente ha evaluado el impacto econémico, y sobre la
salud humana que conlleva la reduccién de micotoxinas en el maiz protegido
contra insectos. Teniendo en cuenta que los niveles maximos admitidos de
fumomisinas y aflatoxinas en las partidas de grano para alimentacién estan
siendo revisados, con limites mas bajos que obligarian a destinar a parte de la
produccién de maiz a otros usos, se ha estimado que los beneficios econé-
micos del maiz Bt protegido contra insectos se elevan a 23 millones de déla-
res anuales sélo en EEUU (Wu, 2006).
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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 encontraron que el maiz YieldGard 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 producciéon mer-
mada de huevos de entre el 70 y 80%, lo que reducia la extensién de las pobla-
ciones de estas plagas (Sedlacek y otros, 1999).

IMPACTO DEL CULTIVO DE VARIEDADES YieldGard SOBRE
EL MEDIO AMBIENTE.

Evaluaciones previas sobre la seguridad de la proteina CrylAb y el
maiz MON 810

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 Cry|Ab,
codificada por el gen crylAb, empleado en las variedades YieldGard, y la forma
activa, producida en el intestino de los insectos tras su ingestién, son idénti-
cas 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 medio siglo. Las proteinas CrylAb de B.tk. son
extremadamente selectivas para los insectos lepidépteros (Dulmage, 1981;
Klausner, 1984; Aronson y otros, 1986;Whiteley y Schenepf, 1986; MaclIntosh
y otros, 1990), uniéndose especificamente a receptores del tubo digestivo
medio de los insectos susceptibles (Wolfersberger y otros, 1986; Hofmann y
otros, 1988a y 1988b;Van Rie y otros, 1989 y 1990) y carecen de efectos per-
judiciales 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).
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Para confirmar y expandir los resultados de los productos de origen
microbiano, que contienen una proteina CrylAb, idéntica a la producida en el
maiz YieldGard, con caracter previo a su comercializacion se evalué su efecto
potencial sobre un grupo representativo de organismos no diana. Estos estudios
se realizaron con el nlcleo resistente a tripsina de la proteina Cryl|Ab, o forma
activa, dado que se trata de la porcidn con actividad insecticida. Las especies no
objetivo, incluidas en estos estudios fueron larvas y adultos de abeja (Apis mellife-
ra), un insecto polinizador beneficial para el hombre; larvas de crisopa (Chrysopa
carnea), un insecto auxiliar; depredador de otras plagas; el himenoptero parasito
de la mosca doméstica Brachymeria intermedia; el coccinélido Hippodamia conver-
gens, insecto auxiliar depredador;y la lombriz de tierra Eisenia fetida. Ademas, se
realiz6 una evaluacion sobre colémbolos (Folsomia candida), una especie no obje-
tivo 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 realizé un ensayo
de toxicidad con Daphnia magna. Los resultados de los estudios con estos orga-
nismos no objetivo, muestran que la mortalidad de las especies de insectos no
Lepidopteros y de otros tres organismos representativos, expuestos a la protei-
na Cry|Ab, no difieren significativamente de la mortalidad de los testigos.

Ademas de los citados estudios, existen citas bibliograficas que recogen
la falta de efectos negativos 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 alimenta-
ron 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 oviposicién de O. nubilialis y su depredacion o parasitismo por
enemigos naturales, cuando se compararon las muestras encontradas en plan-
tas de maiz que expresaban la proteina CrylAb y su respectivo testigo (Orr
y Landis, 1997).

El seguimiento de las poblaciones de insectos auxiliares en los ensayos
y parcelas demostrativas durante 1998 y 1999 en Espaiia, mostré igualmente
una distribucién ajena a la expresién de esta proteina, sin que ninguna de las
especies mas abundantes y recogidas en los conteos se mostrara afectada por
este tipo de maiz (Novillo y otros, 2003; Figuras 2 y 3). Estos resultados confir-
man la seguridad de la proteina Cry|Ab para las especies no objetivo.
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Fig.2. Niimero medio de artrépodos auxiliares en variedades de maiz
YieldGard y sus respectivas lineas isogénicas, durante 1998.

an

& = Fitoseidos

o B Depredadares

w H Parasitoides

50

e
e e
e e

¥G log.  lseg. T ¥G lsog.  lsog. T G lsog.  lseg. T ¥G Izog.

lsog.  lsog. T

Tamarite (HLY Raitriat (L) Tornabous (L) Fontellas (MAY Sancho-Sbarca (1)

Nuimero medio de insectos depredadores y parasitoides recogidos en aspiraciones de dos minutos (2-4/9/98) en
los lineos centrales de las parcelas sembradas con una variedad YieldGard (YG), su variedad isogénica (Isog) y ésta
ultima protegida contra taladros mediante aplicacion de insecticidas (Isog T).

Nuimero medio de dcaros fitoseidos recogidos en 5 hojas, utilizando un embudo tipo Berlesse (26-31/8/98).

El tratamiento insecticida de las parcelas tratadas (T) consistié en una aplicacién de deltametrina 2.5% (0.5I/ha),
en el estado de maiz 8-10 hojas.

Fig 3. Nimero medio de insectos depredadores beneficiosos en variedades de
maiz YieldGard y sus respectivas lineas isogénicas, durante 1999.

OPenaflor (CO)
BllLora del Rio (SE)

No. insectos depredadores en 10 plantas

300 -
[ECoria del Rio {SE)
250 A BAgramunt (LE)
mVelilla de C. (HU)
200 4 OHuesca
150
100
50
a T T T T T 1
YG Isogenico YG Isogenico YG Isogenico
Pre-polinizacion Polinizacién Post-polinizacion

Los valores representan el nimero medio en 10 plantas, en cada parcela y localidad, antes de la polinizacion,
durante plena polinizacién y tras ésta. N=4



SEGURIDAD DEL MAIZ MON 810 29

En condiciones de laboratorio, se comprobd que las larvas de mari-
posa monarca, Danaus plexippus, son susceptibles a la proteina Cry | Ab (Losey
y otros, 1999), atrayendo la atencién de los medios sobre el posible impacto
del cultivo de maiz Bt, en las areas donde estd presente esta vistosa maripo-
sa. Para verificar los posibles efectos y realizar una evaluacién de riesgo rigu-
rosa y especifica de cada modificacion genética, se han llevado a cabo nume-
rosos trabajos de investigacién en condiciones de campo, presentados en
diferentes Symposia sobre la mariposa monarca y/o publicados en revistas
cientificas. Los resultados mds destacados de estos trabajos son que: |) el
polen de maiz es bastante pesado y la mayor parte se deposita en los propios
campos de maiz, 2) la exposicion de la mariposa monarca y de otras especies
como Papillo polyxenes, al polen demaiz en condiciones de campo es muy baja,
pues no siempre coincide su presencia con el momento de la polinizacion; 3)
la densidad de Asclepias syriaca (lechetrezna), su planta hospedante, es mucho
mayor en las cunetas y baldios que en los campos de maiz, donde se emple-
an herbicidas; y 4) las mariposas prefieren depositar sus huevos en lechetrez-
nas que se encuentran fuera de los campos (Wraight y otros, 2000; Hellmich
y otros, 2001; Pleasants y otros 2001; Oberhauser y otros, 2001; Stanley-Horn
y otros, 2001; Sears y otros, 2001).

Los trabajos especificos con el polen de variedades de maiz
YieldGard han demostrado que éste no tiene efecto sobre el peso de las lar-
vas de mariposa Monarca o su supervivencia, a densidades superiores a las
que frecuentemente se encuentran en lechetreznas de campos de maiz
(Helmich y otros 2001; Stanley-Horn y otros 2001) y su cultivo representa un
bajo riesgo, pues tanto la toxicidad como la exposicién en condiciones de
campo son bajas. (Sears y otros, 2001).

Frente a las alarmas infundadas sobre el impacto del cultivo de maiz
Bt en las poblaciones de monarca, es un hecho constatado que la mayor ame-
naza para esta especie es la destruccién de su habitat. Por otra parte, el cul-
tivo de maiz Bt ha mostrado ser una alternativa mas favorable que el empleo
de maiz convencional con aplicacion de insecticidas no selectivos, para prote-
gerlo de los dafios de taladro (Stanley-Horn y otros, 2001).

Para confirmar la esperable rapida degradaciéon de la proteina
CrylAb en el suelo, se ha estudiado su degradacién en restos de las plantas
de maiz que quedaron tras la cosecha, incorporados al suelo mediante labo-
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res o 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 CrylAb fue medida median-
te determinacién de la actividad insecticida de las hojas de maiz YieldGard
incubadas en el suelo. En estos trabajos se pudo comprobar que la proteina
Cry | 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 bioactivi-
dad se reduce al 90%) de 1.6 y |5 dias, respectivamente (Sims y Holden,
1996). Esta medida del ritmo de degradacién, en el suelo, es comparable a la
citada para la proteina de B.tk. en algodén 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 rapi-
da degradacion refuerza por otra parte, la carencia de efectos deletéreos
sobre organismos no objetivo del suelo.

Las conclusiones de las evaluaciones descritas en los parrafos ante-
riores muestran que el maiz YieldGard carece de efectos perjudiciales sobre
insectos auxiliares y beneficiosos desde el punto de vista agronémico, inclu-
yendo abejas, coccinélidos, crisopas, insectos depredadores y arafas. Es poco
probable que el maizYieldGard posea un impacto significativo sobre las pobla-
ciones 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 y los colémbolos.
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Manejo de la resistencia en las poblaciones de taladros

Los entomdlogos han observado que las poblaciones de insectos se
adaptan a los insecticidas si éstos 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 preocupa-
ciones, relativas al maiz transgénico, resistente a taladros, Monsanto introdu-
jo 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 lanza-
miento comercial de este producto.

Para retrasar la aparicién de resistencias en las poblaciones de tala-
dros 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 controle practica-
mente 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 sus-
ceptibles 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 formacién de los agricultores para ase-
gurar la correcta implementacién de estas estrategias; y

7) desarrollar productos con modos de accidn alternativos.

Cuando se cumple el 10° aniversario del cultivo comercial de varie-
dades con MON 810, y tras un crecimiento continuo de las superficies con
maiz Bt, hasta los17,8 millones de hectareas en 2005 (James, C.2005), el segui-
miento de la resistencia ha concluido con resultados que descartan un incre-
mento de la misma en condiciones de campo.
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Planes de Seguimiento de maiz YieldGard

La Directiva 2001/18/CE y el Reglamento CE/1829/2003 sobre ali-
mentos y piensos modificados genéticamente, que regulan las liberaciones
voluntarias y comercializacién de organismos modificados genéticamente en
la UE, siguen un proceso de evaluacién “caso por caso”. Las autorizaciones
tienen una duracion limitada a 10 aflos y obligan a los solicitantes a un Plan
de Seguimiento para cada modificacion genética, con el fin de conocer los
efectos directos o indirectos, inmediatos o diferidos, de la misma.

Los objetivos del Plan de Seguimiento son los de confirmar que cual-
quiera de las presunciones realizadas sobre la aparicion de posibles efectos
adversos del OMG o de su empleo en la evaluacidn de riesgo para el medio
ambiente (e.rm.a.) son correctas, e identificar la aparicién de éstos, en caso
de que no hubieran sido previstos en la e.rm.a. El Plan de Seguimiento euro-
peo contempla asi dos tipos de situaciones: seguimiento especifico (“case spe-
cific monitoring”), para factores de riesgo identificados como probables en la
e.rm.a. previa a la aprobacién, y general (“general surveillance”), cuyo objeti-
vo es identificar la aparicién de efectos adversos no previstos en el proceso
de evaluacién de riesgos. En este caso se ha determinado que para la detec-
cién temprana de efectos imprevistos se establezcan redes de observacion
rutinarias en diversos ambientes.

De acuerdo con la autorizacién de comercializacion de MON 810 en
la UE, su cultivo esta siendo acompafiado de un riguroso plan de Manejo de la
Resistencia de los Insectos diana (IRM) articulado en torno a tres elementos:
empleo de refugios, seguimiento de la resistencia en las poblaciones de taladros
y programas informativos y educativos con los agricultores. Adicionalmente y
aunque este evento fue autorizado en la UE de acuerdo con la antigua Directiva
90/220/CEE, Monsanto ha iniciado voluntariamente un seguimiento general
(general surveillance). Este seguimiento estd basado tanto en encuestas a agri-
cultores, con un disefio y andlisis estadistico para detectar observaciones
inusuales en las zonas donde se ha cultivado variedades con MON 810, y en
revisiones periddicas de las publicaciones cientificas y estudios independientes,
que estén relacionados con la seguridad para el medio ambiente.

En Espafa, ademas, se ha desarrollado una regulacién especifica sobre
seguimiento de las variedades que incluyan modificaciones genéticas, que se
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afiade a la europea (Orden del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién,
de 23 de marzo de 1998, por la que se modifica el Reglamento general del
registro de variedades comerciales, posteriormente actualizado por el Real
Decreto 323/2000).

En el caso de variedades con MON 810, las diferentes autorizaciones que
han ido progresivamente incluyendo éstas en el Registro Espanol de Variedades
(Ordenes APA/520/2003, APA/314/2004, APA/2628/2005 y APA/2749/2006) hasta
completar el listado que se recoge en la Tabla 7, estd establecida la obligacién de
llevar a cabo un Plan de Seguimiento vertebrado en los siguientes apartados:

I) La propuesta para el Plan de Seguimiento debe ser presentada a las auto-
ridades en el periodo de dos meses, tras la aprobacion de cada variedad y
debe abarcar un periodo de al menos 5 afos.

2) Cada afo, se debe suministrar a las autoridades nacionales y regionales los
datos de ventas y listado de compradores.

3) Se debe realizar un seguimiento que contenga al menos los siguientes

aspectos:
* Evaluacién de la efectividad del caracter insecticida de la modificacion
MON 810;

* Estudio de la posible aparicidn de resistencias a la proteina Cry|A(b)
en las poblaciones de taladro;

* Posibles efectos sobre la entomofauna y microorganismos del suelo, en
las parcelas cultivadas con estas variedades.

* Indicacion de la superficie que debera sembrarse con variedades con-
vencionales en relaciéon con la superficie sembrada con variedades modi-
ficadas genéticamente, con el fin de que le sirvan de refugio al taladro;

* Programas de informacién a los agricultores, recomendando practicas
culturales para el control de plantas adventicias, asi como la necesidad
de la siembra de una banda con una variedad convencional de maiz con
la anchura y caracteristicas adecuadas en cada caso.

4) En aquellos casos en los que se hubiera detectado la aparicidon de insec-
tos resistentes, se informara al Consejo Interministerial de Organismos
Modificados Genéticamente, Comision Nacional de Biovigilancia,
Comunidad Auténoma correspondientes y a los representantes de los
sectores implicados.

Si se confirma la resistencia, y se estima que los efectos detectados presentan

especial relevancia, ademas de notificar el hecho a los agentes anteriormente
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citados, se debe asesorar a los agricultores sobre la aplicacion de las medidas
necesarias para paliar los efectos adversos detectados, proceder a la destruc-
cion de los restos de cosechas por los medios mas aconsejables y si estas
medidas no surtieran efecto, cesaria la venta de cualquier variedad de maiz
que contenga dicho producto en la localidad afectada y en las circundantes.

Tabla 7.Variedades de maiz derivadas de MON 810 (MON-@@81D-6),
autorizadas para su comercializacién en Esparia’

Empresa Variedad (fecha de autorizacién en BOE o
Comercializadora en el Catéalogo Europeo)
Pioneer Hi-Bred PR33P67 (11/03/03), PR32P76 (16/02/04), BACILA (I 1/08/05),

PR32R43 (11/08/05), PR32W04 (11/08/05), PR34N44
(11/08/05), PR36R 11 (11/08/05), PR3 1 N28 (7/09/06),
PR33 B51 (7/09/06), ELGINA (17/09/04),

OLIMPICA (17109104), BOLSA (17/09/04), LEVINA (17/09/04),
PR38F71 (21/04/06), PR39V17 (21/04/06)

Monsanto Agricultura DKC 6575 (11/03/03), DKC 6550 (16/02/04), DKC4442YG
(11/08/05), DKC5784YG (11/08/05), DKC6041YG (11/08/05),
DKC5018YG (7/09/06), DKC513 (17109/04),
DKC3421YG (21/04/06)

Limagrain Ibérica ALIACAN BT (11/03/03),ARISTIS BT (11/03/03),
GAMBIER BT (16/02/04), CAMPERO BT (16/02/04),
HELEN BT (11/08/05), BELES SUR (7/09/06),
LUSON BT (7/09/06),VIRIATO BT (7/09/06),
ASTURIAL BT (7/09/06)

Semillas Fité JARAL BT (16/02/04), SFIO35T (11/08/05), SF1036T (1 1/08/05),
SFI112T (11/08/05),AZEMAYG (7/09/06)

Arlesa CUARTAL BT (16/02/04), RIGLOS BT (I 1/08/05)

Corn States International EVOLIAYG (7/09/06)

Koipesol PROTECT (16/02/04)

Coop de Pau NOVELIS (17/09/04)

Agrar Semillas (Maisadour) FOGGIA (11/08/05)

Listado actualizado hasta septiembre de 2006.
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Resultados de los Planes de Seguimiento

El seguimiento de la resistencia se inicié con caracter previo o durante el pri-
mer afio de cultivo comercial de maiz Bt, con el establecimiento de las lineas
base de susceptibilidad para las poblaciones de taladro en Espafia (Gonzilez-
Nufiez y otros, 2000) y en el resto de paises. Periddicamente, se han vuelto a
recoger poblaciones de taladros en aquellas zonas donde se cultiva este tipo
de variedades, y se ha comprobado si existian variaciones en su susceptibili-
dad a la proteina Cry| Ab, mediante estimacién de las concentraciones letales
para el 50% y 90% (CL, y CL,). Los resultados obtenidos tras el cultivo
comercial del evento Btl76, cultivado en Espaia desde 1998 y con datos
publicados hasta 2002 (Farinds y otros 2004), asi como los obtenidos tras la
autorizacion de variedades con el evento MON 810, en 2003, muestran resul-
tados sin cambios significativos en la susceptibilidad de las poblaciones de O.
nubilalis y Sesamia nonagriodes.

Otra comprobacién de la eficacia insecticida de estas variedades son
la ausencia de reclamaciones y el alto grado de satisfaccion de los agriculto-
res en las encuestas de opinién, realizadas entre usuarios de las zonas donde
se registran los mayores ataques de taladros.

Las compaiiias comercializadoras de variedades de maizYieldGard en
Espana han realizado desde 2003 un notable esfuerzo para informar a los agri-
cultores sobre la obligacion de sembrar refugios y el manejo de los mismos.
Para ello se han editado materiales en diferentes formatos (folletos, DVD,
charlas informativas, visitas de campo, etc) y Guias de Buenas Practicas que se
incluyen en los sacos de semillas (Figura 4), asegurando que el agricultor
conoce el manejo apropiado de estas variedades.
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Figura 4. Ediciones de la Guia Aprose sobre Buenas Practicas con el maiz Bt,
incluidas en los sacos de semillas de variedades de maiz YieldGard.

Guia de Guia de

Buenas Pricticas Buenas Practicas
para el Cultivo para el Cultivo
de maiz Bt de maiz Bt

Guia 1006 de
|Huenas Fracticas
patacl Cultivo
de maiz Bt

Respecto a la evaluacién de los posibles efectos sobre entomofauna,
tras diferentes estudios en condiciones de campo en Espafa, con los prime-
ros resultados revisados y publicados en revistas cientificas (de la Poza y otros
2005; Eizaguirre y otros, 2006), no se ha observado hasta la fecha un efecto
directo o indirecto significativo y consistente por cultivo de variedades pro-
tegidas con la proteina Cry|Ab.Tampoco se han observado diferencias signi-
ficativas en evaluaciones especificas sobre acaros depredadores fitoseidos con
variedades YieldGard. Las evaluaciones de los aspectos funcionales del suelo
para valorar el posible efecto de cultivo de variedades YieldGard sobre los
microorganismos del suelo han concluido que las condiciones climéticas de
cada afio, el tipo de suelo, su manejo agrario y otras variaciones macroscopi-
cas tienen un mayor impacto sobre los procesos biologicos que el hecho de
sembrar una variedad convencional o con la modificacion genética MON 810.

Los resultados publicados por el Departamento de Medio Ambiente
de Baviera, en Alemania, donde se han evaluado entre otros la abundancia de
diferentes depredadores, parasitoides y arafas, en variedades YieldGard y sus
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respectivas variedades isogénicas, son consistentes con los resultados obteni-
dos en Espaiia, con diferencias en general mayores cuando se comparan los
resultados entre afios o tras aplicar un insecticida, que cuando se cultiva una
variedad YieldGard (http://www.lfl.bayern.de/publikationen/datenerfassung/
schriftenreihe_url_|_28.pdf)

Por ultimo, las encuestas realizadas a agricultores, para seguimiento
general en Espaiia, Republica Checa, Francia, Portugal y Alemania, paises donde
ha existido un cultivo comercial de variedades YieldGard, no sugieren ningln
efecto adverso achacable al empleo de estas variedades.

Publicaciones cientificas independientes

Una parte importante del seguimiento lo constituyen los estudios
publicados en revistas cientificas, tras revision anénima por expertos inde-
pendientes (Peer review).

De acuerdo con los estudios realizados en Espafia, la experiencia
durante los primeros 8 afios de cultivo con maices Bt es muy positiva, sin evi-
dencia de aparicién de resistencia en insectos (Farinds y otros, 2004), ni efec-
tos adversos sobre organismos no objetivo (De la Poza y otros, 2005), y con
unos beneficios cifrados en 15,5 millones de euros, durante los primeros 6
afios (Demont y Tollens, 2004). En zonas de ataque de taladros, los agriculto-
res que cultivan maiz Bt superan en rendimiento a los que cultivan maiz con-
vencional y aplican menos tratamientos insecticidas en el cultivo (Gémez-
Barbero y otros, 2006).

Una revisién mas amplia, abarcando diferentes geografias, muestra un
vasto listado de trabajos sobre la seguridad para organismos no objetivo, con
la proteina CrylAb o con el evento MON8I0 (Tabla 8),y que con toda pro-
babilidad seguira creciendo. Los resultados destacables son que las diferencias
observadas no son significativas, o son menos importantes que las debidas a
otras condiciones ambientales (Baumgarte y Tebbe, 2005). Por otra parte, los
efectos sobre enemigos naturales como las especies de Crysopa, inicialmente
atribuidos a la proteina CrylAb, han sido descartados tras comprobar que
eran debidos a la calidad de las presas empleadas (Dutton y otros, 2002;
Romeis y otros, 2004) y confirmar la falta de receptores especificos para esta
toxina en dicha especie (Rodrigo-Simén y otros, 2006).
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Tabla 8. Estudios publicados sobre efectos de variedades de maiz con la proteina
CrylAb para organismos no objetivo

Organismos Orden, familia o género Referencias
Lombrices Lumbricus 152;3
Aporrectodea 4
Nematodos Nematodos 3;56
Babosas Deroceras 7
Arafias Oedothorax, Erigone y otras | | especies  8;9; 10; 11
Araneus y otras 29 especies (14 familias)
de Araneae 12;13;14; 15; 16
Opiliones Opiliones 15
Acaros Tetranichus y acaros sin clasificar 17;8; 18
Trombidiidae y Acarus siro 15; 19
Neoseiulus y otros depredadores de
acaros 18;20
Milpies Myriapoda 15
Tijeretas Dermaptera 15,10
Saltamontes Zygnidia y otros Orthoptera 21; 14
Grillos Gryllus y Allenemobius 14
Thrips Franklinella, Thripidae y otros 22,14;11;10
Heterépteros Anthocoridae (Orius) 23;24;8;25; 15;22; 14;26; 10
Geocoris 14
Nabidae 15;22, 14
Miridae 22
Chinches Blissus y otras 14
Homopteros Metopodium, Sitobium y otros pulgones, 12;17;24;21; 10;
Rhopalosiphum y Metopolophium
(pulgones del maiz) 27;24;22;11;28
Cicadellidae, Delphacidae, Z. scutellaris 12;22; 10
Neurépteros Chrysoperla 24;8;29; 15; 22; 26; 30

Coleodpteros

Coccinellidae (Hippodamia, Coccinella,
Coleomegilla, Cycloneda)

Cincindellidae Megacephala

Anthicidae

Crisomelidae

Staphylinidae

Elateridae, Agriotes

Carabidae, Scarites, Harcalus
pensylvanicus y otras 36 especies
Lampyridae

Phalacridae

Chaetocnema pulicaria (escarabajo mosca)
Fungivoros (Corylophidae, Phalacridae)
Adultos de Diabrotica

12;24; 8; 15;22; 14;26;31; 10
14

14

12;22

12;8; 15;22; 14; 1|

21;22

12;8;32; 15;22; 14; 33; 34;35; 1 |
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Tabla 8. Estudios publicados sobre efectos de variedades de maiz con la proteina
Cry | Ab para organismos no objetivo (Continuacién)

Organismos Orden, familia o género Referencias
Dipteros Cecidomyiidae 15;22
Syrphus corollae y otros Syrphidae 8;24;36; 15
Dipteros saprovoros 20
Lepidopteros Danaus (mariposa monarca) 37; 38; 39; 40; 41
Papilio, gusanos de seda (Antheraea) y
Agrotis 42;43;44; 21
Plutella, Pieris y otras mariposas no
objetivo 45

Himendpteros

Ceraphronidae y otros himenopteros
parasitoides

24; 8;36;22;31; 10

Braconidae Macrocentrus y Cotesia 26; 46

Hormigas Solenopsis 14
Colémbolos Collembola 10; 6
Microorganismos Hongos, protozoos, amebas, bacterias 1;3;5;47

Bacterias de la rizosfera 47,48

Referencias

Saxena y Stotzy, 2001
Zwahlen y otros, 2003
Stotzy, 2004

Vercesi y otros, 2006
Griffiths y otros, 2005
Griffiths y otros, 2006
Harwood y Obrycki, 2006
Jasinski y otros, 2003

9 Volkmar y Freier, 2003
10 Eckert y otros, 2006

Il Habustova y otros, 2006
12 Lozzia, 1999

13 Meissle y Lang, 2005

14 Daly y Buntin, 2005

15  De la Poza y otros, 2005
16  Ludy y Lang, 2006

17 Dutton y otros, 2002

18  Obrist y otros, 2006

19 Dabrowski y otros, 2006
20 Dively, 2006

21 Pons y otros, 2005

22 Dively, 2005

23 Al-Deeb y otros, 2001
24 Bourguet y otros, 2002

O NOUTA WN —

Pons y otros, 2004
Pilcher y otros, 2005
Head y otros, 2001
Lumbierres y otros, 2004
Romeis y otros, 2004
Rodrigo-Simén y otros, 2006
Reyes, 2005

Mullin y otros, 2005
Lopez y otros, 2005
Meissle y otros, 2005
Harwood y otros, 2006
Candolfi y otros, 2004
Losey y otros, 1999
Stanley-Horn y otros, 2001
Sears y otros, 2001
Anderson y otros, 2005
Oberhauser y otros, 2001
Wraight y otros, 2000
Zangeri y otros, 2001

Li y otros, 2005
Gathmann y otros, 2006
Vojtech y otros, 2005
Baumgarte y Tebbe, 2005
Fang y otros, 2005
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Junto a estos estudios, merece la pena destacar una reciente valora-
cién por cientificos expertos (Romeis y otros, 2006), donde después de revi-
sar unos 50 estudios en campo y laboratorio, recomiendan aproximaciones
paso a paso, de forma que la demostracidon de que una especie no es sensible
a una proteina Bt, en laboratorio, pueda ser suficiente garantia de que el cul-
tivo del OGM correspondiente sera seguro para esta especie, mientras que si
fuera sensible habria que confirmar en estudios de campo el grado real de
exposicion y efectos sobre la poblacién de la misma. Otra conclusién rele-
vante es que los estudios de campo y de laboratorio han confirmado que la
abundancia y actividad de parasitoides y depredadores es similar en cultivos
Bt y en cultivos convencionales, mientras que las aplicaciones de insecticidas
autorizados a menudo tienen un impacto negativo sobre los organismos de
control biolégico. Por ello y por la reduccién sustancial en el uso de insecti-
cidas, las variedades Bt se consideran un medio Util para los sistemas de lucha
integrada.

BENEFICIOS

Aunque el anilisis y cuantificacién de beneficios de las variedades
YieldGard, derivadas de MON 810, no es el propésito de esta publicacién,
existen numerosas publicaciones disponibles que ilustran el valor econémico
y social aportado por el maiz Bt y las razones de su aceptacion por los agri-
cultores (Heimlich y otros, 2000; Brookes y Barfoot, 2005; Gémez-Barbero y
Rodriguez-Cerezo, 2006)

En zonas de Espafia con ataques endémicos de taladros, la disponibi-
lidad de variedades de maiz genéticamente protegidas contra orugas contri-
buye a aumentos de produccion (Novillo y otros, 2003; Serra y otros, 2006;
Godmez-Barbero y otros, 2006) y mejora los beneficios del cultivo (Brookes,
2002), sin necesidad de aplicar insecticidas para esta plaga. La conservacién de
recursos ligada al menor uso de plaguicidas tiene un impacto favorable sobre
el medio ambiente (Phipps y Park, 2002) y el aumento en la produccién es
positivo, pues reduce las necesidades de agua, suelo, fertilizantes y otros
recursos necesarios para obtener cada Tm. de maiz.

Son también destacables los beneficios econémicos y sobre la salud
humana asociados a la reducciéon de micotoxinas (Hammond y otros, 2003;
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WAu, 2006). Todo ello ofreciendo un control selectivo de las plagas de taladro
y una alternativa mas segura para organismos no diana que el empleo de otras
opciones, basadas en insecticidas de amplio espectro (Romeis y otros, 2006).

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 durante los diez afios de cultivo comercial, con millo-
nes de hectareas cultivadas en todo el mundo.

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 proteccién frente a taladros con un potencial de alto rendimien-
to agrondémico y adaptacién a diversas condiciones de cultivo.

Las detalladas evaluaciones de la seguridad de su cultivo para el medio
ambiente y de sus productos para la fabricaciéon de piensos o alimentos con-
firman la seguridad de este producto y han apoyado su aprobacién en multi-
ples paises. Los andlisis incluyen: |) una detallada caracterizacién molecular del
ADN introducido; 2) evaluacién de la seguridad de la proteina Cryl|Ab expre-
sada, 3) andlisis de la composicion del grano de maiz y forraje y 4) evaluacion
del impacto medioambiental de la proteina CrylAb y las plantas de maiz
YieldGard. Estos estudios han demostrado que la proteina CrylAb es segura
para el hombre, los animales, los organismos no objetivo y los insectos auxi-
liares 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.

Los resultados obtenidos durante los 10 afios de cultivo comercial de
variedades YieldGard, con mas de |2 millones de hectireas en 2006 sélo en
EEUU, son consistentes con las evaluaciones previas que apoyaron su autori-
zacion, sin que los Planes de Seguimiento en curso hayan detectado efectos
adversos sobre el medio ambiente o la salud humana. Los estudios cientificos
independientes publicados también respaldan esta seguridad impecable, sin
constancia contrastada de efectos adversos, directos o indirectos, inmediatos
o diferidos, achacables a la modificacion genética.
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