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Evaluacion de Ila aptitud alimentaria del evento de maiz
Bt11XMIR162xGA21

RESUMEN Y ANTECEDENTES

El proceso de evaluacion de riesgo alimentario de eventos de transformacion, producto
de la biotecnologia moderna lo realiza el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA), organismo regulador dependiente del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca.

La Direccion de Calidad Agroalimentaria del SENASA, es el area responsable de llevar
a cabo esta funcién, contando para ello con un equipo cientifico y el asesoramiento de
un Comité Técnico Asesor, compuesto por expertos de diversas disciplinas cientificas,
representando a los distintos sectores vinculados a la produccion, industrializacion,
consumo, investigacion y desarrollo de organismos genéticamente modificados.

El 27 de Agosto de 2009 se recibe solicitud de la empresa Syngenta Agro S.A., para la
realizacion de la evaluacion de aptitud alimentaria humana y animal del evento de
transformacion SYN-BT@11-1 x SYN-IR162-4 x MON-@@@21-9 “maiz resistente a
lepidopteros, tolerante a glifosato y glufosinato de amonio”.

Se realiza una revision de la solicitud a los efectos de corroborar el cumplimiento de lo
establecido en la Resolucién SENASA N° 412/02, normativa que establece los criterios
y requisitos de evaluacion de aptitud alimentaria humana y animal de organismos
genéticamente modificados.

La informacion presentada es analizada en primera instancia por el equipo técnico
especifico, luego es sometida a evaluacion del Comité Técnico Asesor. Finalmente la
Direccion de Calidad Agroalimentaria evalia nuevamente, en tercera instancia, y
concluye en el presente documento.

EVALUACION

El maiz Bt11xMIR162xGA21, maiz resistente a lepiddpteros y tolerante a glifosato y a
glufosinato de amonio fue evaluado siguiendo los lineamientos expuestos en la
Resolucion SENASA N° 412/02, sobre los “Fundamentos y Criterios para la Evaluacion
de Alimentos Derivados de Organismos Genéticamente Modificados”, los “Requisitos y
Normas de Procedimiento para la Evaluacion de la Aptitud Alimentaria Humana y
Animal de los Alimentos derivados de Organismos Genéticamente Modificados”, y la
“Informacion Requerida” para dicha evaluacion. La citada Resolucion contempla los
criterios previstos por el Codex Alimentarius FAO/OMS. La evaluacion fue realizada
utilizando la informacion suministrada en la solicitud, junto a informacion adicional
solicitada y consultas a expertos, para determinar la aptitud alimentaria para consumo
humano y animal.
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1 — Historia de uso y especificacion del evento de transformacion

El maiz es el tercer cereal de importancia a nivel mundial, después del arroz y del trigo.
Fue domesticado en América precolombina hace méas de 8.000 afos. Se cultiva
comercialmente en varios paises del mundo.

El maiz tiene una vasta historia de consumo seguro y no se han reportado casos de
intoxicacion o alergias debido a su consumo razonable.

Las plantas de maiz Btl1xMIR162xGA21 son producto de la combinacion de los
eventos Btl1l, MIR162 y GA21 para expresar las siguientes proteinas:

Evento Btll: expresa las proteinas CrylAb que controla algunas plagas de insectos
lepidopteros (Diatraea saccharalis) y la PAT (fosfinotricina acetiltransferasa), que
confiere tolerancia a herbicidas que contienen glufosinato de amonio.

Evento MIR162: expresa las proteinas Vip3Aa20, altamente especifica que controla,
Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda, Agrostis ipsilon y la PMI (Fosfomanosa
Isomerasa), marcador de seleccién que permite el uso de manosa como fuente de
carbono.

Evento GA21: expresa la proteina mEPSPS modificada en dos aminoacidos de la
proteina enddgena EPSPS de Zea mays, la cual le confiere tolerancia al glifosato.

El evento Bt11xMIR162xGA21 se obtuvo por cruzamiento convencional de los eventos
parentales.

2 - Caracterizacion molecular y estabilidad genética del evento.
Los genes principales del evento Bt11xMIR162xGA21 son:

El maiz Bt11 contiene los genes crylAb codifica la proteina CrylAb (version truncada
de una d-endotoxina de Bacillus thuringiensis var. kurstaki cepa HD1), y el gen pat,
procedente de Streptomyces viridochromogenes. que expresa la proteina PAT
(fosfinotricina acetiltransferasa).

El maiz MIR162 contiene el gen vip3Aa20 (proteina insecticida variante de la
Vip3Aal9) que codifica a la proteina Vip3Aa20 aislada del Bacillus. thuringiensis ssp.

El maiz GA21 contiene el gen mepsps que expresa la enzima mEPSPS (5-
enolpiruvilsikimato-3-fosfato-sintasa).

Para caracterizar el ADN en el evento Bt11xMIR162xGA21, y confirmar la presencia e
integridad de los insertos de cada uno de los eventos simples en el producto final, se
evaluaron los analisis moleculares basados en la técnica de Southern Blot del maiz
Bt11xMIR162xGA21 y de las lineas individuales Btll, MIR162 y GA21. Estos
demostraron que las lineas obtenidas a través del cruzamiento tradicional mantienen el
numero, la estructura y la organizacion de los insertos.
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Los analisis moleculares indican que el inserto se ha integrado de forma estable en el
genoma de la planta de cada evento individual (Btll, MIR162 y GA21) que se
utilizaron para la produccién del hibrido transgénico Bt11xMIR162xGA21.

El maiz hibrido Bt11xMIR162xGA21 fue obtenido por cruzamiento convencional entre
las lineas portadoras de los eventos individuales. Cada uno de los eventos segrega a
través de varias generaciones de manera mendeliana simple e independiente entre ellos.

3 — Productos, patron y niveles de expresion

Los productos de nueva expresion son las proteinas CrylAb, PAT, VIP3Aa20, PMI y
mEPSPS.

La proteina CrylAb es idéntica a la parte N-terminal de la 6-endotoxina nativa. La
misma tiene actividad insecticida para ciertos tipos de insectos lepidopteros como
Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda y Diatraea saccharalis.

La proteina PAT (fosfinotricin-N-acetil tranferasa), aislada del microorganismo del
suelo Streptomyces viridochromogenes cepa Tu494, confiere tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio. Esta proteina estd compuesta por 183 aminoacidos. La
fosfinotricina inhibe la actividad de la enzima glutamina sintetasa (GS) fijandose de
manera competitiva en lugar del sustrato habitual, el glutamato (&cido glutdmico). Esto
evita la sintesis de L-glutamina, que no s6lo es un precursor quimico importante para la
sintesis de &cidos nucleicos y proteinas, sino que ademas funciona como mecanismo
para la incorporacion de amoniaco (NHs) en plantas. El tratamiento con fosfinotricina
provoca la acumulaciéon de amoniaco y el cese de la fotosintesis, probablemente debido
a la falta de glutamina.

La proteina Vip3Aa20 difiere en dos aminoacidos (en las posiciones 129 y 284) con
respecto a la proteina Vip3Aal codificada por el gen nativo vip3Aal de B. thuringiensis
cepa AB88. La proteina Vip3Aa20 es una proteina insecticida (Vip) que controla varios
lepidopteros plaga del maiz, posee aproximadamente 89 kDa de peso molecular y esta
compuesta por 789 aminoéacidos en longitud.

La proteina fosfomanosa isomerasa PMI, de aproximadamente 42,8 kDa y 391
aminoacidos, cataliza la interconversion reversible de manosa-6 fosfato a fructosa-6-
fosfato y tiene utilidad como marcador de seleccion.

Se realizo la evaluacion de la expresion de las proteinas CrylAb, PAT, Vip3Aa20, PMI
y MEPSPS en plantas de maiz Bt11xMIR162xGA21 en varios tejidos vegetales y etapas
del ciclo de cultivo. Las determinaciones se realizaron utilizando el método de
inmunoanadlisis ligado a enzimas (ELISA). Las muestras fueron tomadas de plantas
portadoras del evento individual y del triple apilado, cultivadas en una misma localidad
al mismo tiempo. Los resultados se presentan en el cuadro 1.
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Cuadro 1

Tipo de tejido | Hibrido CrylAb | PAT Vip3Aa20 PMI MEPSPS
(Estado
Fenoldgico)
Evento simple | 117,26 N/A 172,10 - 202,72 564-1013 | N/A
: : 180,55
Hojas (Vegetativo) Apilado 123,06 NIA 159,34 - 213,99 6,76-1049 | N/A
173.32
Hojas Evento simple | 30,22 051081 112,36 — 154,79 603-741 | 30,39-4044
. 40,12
(Reproductivo) Apilado 2186 - | 04-097 116,71 187,47 639876 | 28,86 39,59
40,39
Hojas Evento simple | 4,38-34,78 | N/A N/A 0,028-532 | N/A
(Madurez Apilado 1504 - | N/A N/A 068-533 | N/A
fisiologica) 3313
p . Evento simple | N/A 0,48 -0,93 N/A N/A N/A
Raices (Vegetativo) g0 N/A 0,46 1,10 NIA NIA N/A
: : 1033 — | 035-0,79 9,54—51,60 1,45- 3,65 11,81-18,98
Raices - Evento simple | ;-'=3
(Reproductivo) Apilado 917-14,45 | 0,31-0,47 19,07 — 38,45 154-3,18 10,68 — 15,44
( Ra(IjCES Evento simple | N/A 032-121 N/A N/A N/A
Madurez -
fisiologica) Apilado N/A 0,428~ 1,50 N/A NIA N/A
Pol Evento simple | 006-0,07 | <LOQ-<LOD | 103,72 111,18 425-530 | 6579-116,33
olen Apilado 005015 | <LOQ-<LOD | 13853 173,94 441-530 | 103,15— 144,19
Granos Evento simple | 435-10,67 | <LOQ-<LOQ | 56,41 108,27 111-258 | 535-876
(Madurez _
fisiolégica Apilado 485-1064 | < 0Q-<LOQ | 5918~ 102,10 121-261 | 353-857
Evento simple | 165 — | 0,66— 1,08 64,92 — 102,64 356442 | 3565- 62,96
Planta entera 22,72
(Reproductivo) Apilado 1391 - | 065-086 67,56 — 86,51 352-422 | 36,64-54,73
20,42
Planta entera Evento simple | 8801826 | N/A N/A N/A N/A
(Madurez i
fisiolégica) Apilado 5171749 | A N/A N/A N/A
Planta entera Evento simple | 441-1336 | N/A N/A N/A N/A
Apilado 2.88-764 | NIA N/A N/A N/A

(Senescencia)

Ref.: Concentracion de las proteinas CrylAb, PAT, Vip3Aa20, PMI y mEPSPS en los eventos Btl1,
MIR162 y Bt11xMIR162xGA21, Expresado como peso seco en mg/kg; LOD Limite de deteccion; LOQ
Limite de cuantificacién; N/A Informacion no analizada.

De los 32 analisis estadisticos evaluados, solamente se encontraron 6 diferencias
significativas entre las concentraciones de las proteinas transgénicas expresadas en los
tejidos vegetales de las plantas que portan los eventos individuales y el hibrido
Bt11xMIR162xGAZ21. Estas diferencias se presentan sélo en alguno de los estadios y no
se mantienen a lo largo del ciclo de cultivo, por lo que no son biolégicamente

relevantes.
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4 — Analisis composicional

Esta evaluacion se realiz6 sobre la base del tipo e importancia del analito, su diferencia
estadistica, y rangos publicados en la bibliografia (ILSI, 2007) para la especie.

Se presentan estudios donde se realizo el analisis de la composicion del grano y el
forraje de maiz Bt11xMIR162xGA21 y de maices no transgénicos de la linea isogénica,
sembrados en 2006 en 6 localidades maiceras de Norte América. En cada sitio, los
hibridos fueron sembrados en un disefio en bloques completamente aleatorizados con
tres repeticiones para cada genotipo.

Se analizaron 60 componentes de forraje y grano y se compararon estadisticamente. En
grano se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el efecto genotipo
en los niveles de vitamina By, vitamina Bz, vitamina Bg, en los aminoacidos Isoleucina,
Leucina, Tirosina, Fenilalanina, Histidina, Arginina, Acido aspartico, Treonina, Serina,
Acido Glutamico, Prolina, Glicina, Alanina y Valina; en los &cidos grasos esteérico
18:0, oleico 18:1 y &cido fitico. Todos los valores analizados estuvieron dentro del
rango y cercanos a la media de la literatura cientifica (ILSI 2007), por lo que las
diferencias no fueron consideradas biol6gicamente relevantes.

Luego de analizados los resultados de este estudio y determinar que no existen
diferencias bioldgicamente significativas, puede concluirse entonces que el maiz
Bt11xMIR162xGA21 es substancial y nutricionalmente equivalente a su contraparte no
transgénica y a hibridos convencionales.

5 — Alergenicidad

Homologia con proteinas alergénicas conocidas:

Las evaluaciones de alergenicidad de cada una de las proteinas introducidas fueron
presentadas con los eventos individuales y se mantienen vigentes. Los resultados de los
andlisis bioinformaticos presentados demuestran la ausencia de homologias de
secuencia general o inmunoldgicamente relevante, cuando fueron comparadas con
alérgenos o proteinas farmacol6gicamente activas.

Las caracteristicas de peso molecular, concentracion, digestibilidad simulada y
termoestabilidad de las nuevas proteinas fueron presentadas oportunamente para cada
uno de los eventos individuales. Para ninguna de las proteinas se encontré evidencia que
las indique como potenciales alérgenos. Estas caracteristicas no se modificaron por la
acumulacién de eventos, por lo tanto, de acuerdo a la evidencia evaluada, se concluye
que es altamente improbable que el evento de maiz Btl1xMIR162xGA21 exprese
sustancias alérgenas.

6 — Toxicidad

Los estudios de toxicidad aguda y bioinforméticos de las proteinas expresadas fueron
oportunamente evaluados en los eventos parentales. Se evalué un estudio de
alimentacion de pollos de 49 dias de duracion utilizando en la formulacion de las dietas
el maiz del evento apilado, demostrando que no existen efectos dietarios adversos.
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La empresa Syngenta present6 estudios de toxicidad aguda en ratones para las cinco
proteinas nuevas (CrylAb, PAT, Vip3Aa20, PMI y mEPSPS) presentes en el evento
Bt11xMIR162xGA21, los cuales han mostrado que no hay efectos adversos como
resultado de la incorporacion de grano de estos maices en la dieta de los ratones.

Se concluye que el evento de maiz Bt11xMIR162xGA21 es improbable que presente
riesgos toxicologicos para humanos y animales.

7 - Interacciones metabdlicas

Los estudios evaluados indican que es improbable la existencia de efectos de interaccion
(sinérgicos, antagonicos o de potenciacion) entre las proteinas de los eventos cuando
estdn acumulados. Otras evidencias evaluadas demuestran que no hay cambios
fenotipicos, composicionales, nutricionales y de bioeficacia y que las proteinas no
comparten rutas metabdlicas 0 modos de accion.

Por lo expuesto se concluye que es improbable la existencia de mecanismos de
interaccion entre los elementos genéticos que afecten la expresion de las nuevas
proteinas.

8 — Conclusion

Luego de haber realizado la evaluacion completa de riesgo alimentario a la informacion
suministrada por la empresa SYNGENTA S.A., y teniendo en cuenta que:

e Los estudios de herencia realizados indicaron que existe segregacion
mendeliana.

e Las proteinas de nueva expresion en grano se expresan en bajos niveles.
e Essustancial y nutricionalmente equivalente a su contraparte no transgénica.

e No se encontrd evidencia de similitud u homologia con proteinas toxicas
conocidas.

¢ No se encuentra evidencia de expresion de sustancias alergénicas conocidas para
las proteinas expresadas en el evento apilado.

e Se evaluaron estudios que indican que no hay efectos de interaccion entre las
proteinas de los eventos cuando estan acumulados.

Se concluye que el evento de maiz Bt11xMIR162xGA21 es sustancialmente
equivalente a su contraparte convencional, por lo tanto, es tan seguro y no menos
nutritivo que los hibridos de maiz comerciales convencionales.
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De acuerdo a lo anteriormente descripto, y en funcion del conocimiento cientifico
actualmente disponible y de los requisitos y criterios internacionalmente aceptados, no
se encuentran reparos para la aprobacién para consumo humano y animal del maiz
Bt11xMIR162xGA21 y todas las combinaciones posibles de los eventos simples.

9—-No

rmativa y recomendaciones

Resolucion SENASA N° 1265/99.

Resolucion SENASA N° 412/02.

Principios para el analisis de riesgos de alimentos obtenidos por medios
biotecnologico modernos (CAC/GL 44-2003).

Directrices para la realizacion de la evaluacion de la inocuidad de los alimentos
obtenidos de plantas de ADN Reconbinante (CAC/GL 45-2003).

Consensus Document’s for the work on the Safety of Novel Foods and Feeds
(OECD).

Resolucion MAGyYP N° 701/2011.

Base de datos ILSI 2007.

Base de datos de Alérgenos (FARRP database).

Buenos Aires, 16/09/2011.

m .
DIRECTOR de

/ JUAN G. BATISTA

CALIDAD AGROAUMENTARA
SENASA
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