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Evaluacion de la aptitud alimentaria del eventeai@a de azucar TUC-873RH-7

RESUMEN Y ANTECEDENTES

El proceso de evaluacion de riesgo alimentariowdstes de transformacién, producto
de la biotecnologia moderna, lo realiza el Servidicional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA), segun lo previsto en ecEeto N° 825 de junio de 2010 y
la Resolucion N° 763 de agosto de 2011 del Miristde Agricultura Ganaderia y
Pesca (MAGyP).

La Direccion de Calidad Agroalimentaria del SENA®A, el rea responsable de llevar
a cabo esta funcion, contando para ello con urpecgientifico y el asesoramiento de
un Comité Técnico Asesor, compuesto por expertodivisas disciplinas cientificas,
representando a los distintos sectores vinculadés @roduccion, industrializacion,
consumo, investigacion y desarrollo de organisnesgticamente modificados.

El 23 de julio de 2015 se recibe solicitud de l&aE$n Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres, para la realizacion de la evabnadeaptitud alimentaria humana 'y
animal del evento de transformacion de cafia deaaAidC-873RH-7 tolerante al
herbicida glifosato.

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

La informacion presentada fue analizada en prinmestancia por el equipo técnico
especifico, luego fue sometida a evaluacionGlehité Técnico Asesor. Finalmente la
Direccion de Calidad Agroalimentaria evalué nuevatee en tercera instancia, y
concluye en el presente documento.

EVALUACION

La cafia de azucar TUC-873RH-7 tolerante al glifodae evaluada siguiendo los
lineamientos expuestos en la Resolucion SENASAITQR, sobre los “Fundamentos
y Criterios para la Evaluacion de Alimentos Derimadle Organismos Genéticamente
Modificados”, los “Requisitos y Normas de Procedintdo para la Evaluacion de la
Aptitud Alimentaria Humana y Animal de los Alimestalerivados de Organismos
Genéticamente Modificados”, y la “Informacion Redda’ para dicha evaluacion. La
citada Resolucion contempla los criterios previsfum el Codex Alimentarius
FAO/OMS. Las evaluaciones fueron realizadas utilizala informacion suministrada
en la solicitud, junto a informaciéon adicional sdlida y consultas a expertos, para
determinar la aptitud alimentaria para consumo mmyaanimal.
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1 — Historia de Uso y Especificaciones del evente ttansformacion

La cafa de azucar es uno de los cultivos mas vilgbmundo, se trata de una especie
monocotiledénea, alégama, con capacidad para alraasacarosa en las vacuolas de
las células del tallo, lo que junto con su altadpazion de biomasa la convierten en uno
de los cultivos mas productivos. La cafia de az@oastituye el principal cultivo
sacarifero del mundo ya que aporta aproximadanemé% de la produccion total de
azucar. Posee una vasta historia de consumo sgguoose han reportado casos de
intoxicacion o alergias debido a su consumo razenab

Las plantas de cafia de azucar TUC-873RH-7 hannsadlificadas genéticamente para
expresar la proteina CP4 EPSPS que interviene emalanetabdlica del shikimato,
involucrado en la biosintesis de aminoacidos arimogitLa enzima CP4 EPSPS posee
una afinidad reducida por el glifosato en comp@rmaccon la EPSPS enddgena,
permitiendo la produccidon de los aminoacidos ar@ogty como consecuencia la
supervivencia de las plantas que producen estaipapttratadas con glifosato.

El gennptll fue aislado del transposén Tn5 de la bactEseherichia coli K12 y
confiere resistencia a un grupo de antibidticos @wokanamicina, neomicina,
paramomicina y geneticina, lo que permite la sédecae células genéticamente
transformadas.

La transformacion se realizé por transferenciactirale ADN a las células vegetales
mediante el bombardeo con microproyectiles de tengs (biobalistica). Se
bombardearon callos de la variedad RA 87-3 con Aldbular (plasmido pEAL) que
contiene el gel€P4 epsps y nptll mediante la metodologia antes mencionada.

2 - Caracterizacion molecular y estabilidad genétac del evento.
Los genes principales del evento TUC-873RH-7 son:

Gen CP4 epsps que codifica para la enzima 5-enolpiruvil-shikima@tfosfatosintetasa
aislado de la cepa CP4 Agrobacterium tumefaciens.

Gen nptll que codifica para la proteina neomicina fosfofienasa aislado de
Escherichia coli K12

Para caracterizar el ADN insertado en el evento -B48RH-7, y confirmar la
presencia, integridad y estabilidad de los insednsel producto final, la empresa
realizo distintos andlisis moleculares en diferegeneraciones.

Mediante estudios de Southern blot permitieronrddtear 9 inserciones del transgen
en el genoma del evento TUC-873RH-7, empleando asorekpecificas para la
deteccién de los gen€&F4 epspsy nptll.

Para lograr identificar y analizar las secuendmsgueantes a los insertos utilizaron una
estrategia de secuenciacidbn masiva, andlisis bioirdticos, verificacion por PCR vy
secuenciacion de Sanger. Se pudieron identificarl® secuencias flanqueantes o de
union a las inserciones en el genoma de la cafa.

Utilizando la informacién de la secuenciacion masdel evento TUC-873RH-7 se
puede concluir que no hubo inserciones, deleciolesre-arreglos dentro de las
secuencias del vector insertadas.
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A través de RT-gPCR se analiz6 la expresion géaicdres campafias consecutivas
(2011, 2012 y 2013). El gebP4 epsps se transcribe y expresa en niveles similares en
todas las generaciones analizadas.

En la primera y tercera generacion se observo im#matron de integracion de los
insertos. Por lo tanto, luego de tres afios de samationcluyeron que el evento TUC-
873RH-7 se mantuvo establemente insertado en ehggen

Todos los genes nuevos son heredados de maneexipfedie acuerdo a los principios
de la genética mendeliana.

3 — Productos, patrén y niveles de expresion

Los productos de nueva expresion correspondenmdésinas CP4 EPSPS y NPTII.

La proteina EPSPS posee un peso molecular de 4@ kderviene en la via metabdlica
del shikimato. El glifosato puede inhibir selectivente la actividad de la enzima
EPSPS, impidiendo la sintesis de aminoacidos aroosay provocando la muerte de la
planta. La enzima CP4 EPSPS posee una afinidadcidedypor el glifosato en
comparacion con la EPSPS enddgena, permitiendoiritess de aminoécidos
aroméaticos y como consecuencia la sobrevivenciaglglantas.

La proteina NPTIl posee un peso molecular de 29. Idaennptll fue aislado del
transposon Tn5 de la bacteHscherichia coli K12 y confiere resistencia a un grupo de
antibioticos.

Mediante ensayos de Western blot se identificarauantificaron las proteinas CP4
EPSPS y NPTII en tejido foliar del evento transgérmUC-873RH-7. Dichas proteinas
no fueron detectadas en muestras de tallo y rdinideno, ni en ninguno de los tejidos
de la variedad control RA87-3 como era de esperarse

El contenido promedio de las proteinas transgém€&PS y NPTII en tejido foliar del
evento TUC-873RH-7 fue de 0,11 + 0,02 ug/g pesecfrey 0,29 + 0,03 ug/g peso
fresco, respectivamente. Los niveles detectadosirdeniores a los informados para
otros cultivos transgénicos transformados con lismos caracteres. Se informaron
niveles de EPSPS de hasta 25,6 pg/g peso fresebemento NK603 de maiz y de 1,4
Hg/g peso fresco de NPTII en el evento MON863 dez.ma

4 —Andlisis composicional

La composicion nutricional del evento transgénitiCF873RH-7 que presentd el
solicitante incluye aquellos componentes que tiemeimpacto en la dieta del ser
humano (alimento) y ganado (pienso), de acuerds eecomendaciones de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarroflori®mico (OECD). Dado que la
cafia de azucar no es una fuente significativa tfeentes, excepto la sacarosa, la
OECD recomienda el andlisis y determinacién soldenda componentes mayores de la
planta como, proteinas totales, ceniza, grasag ((BECD 2011).

Los nutrientes analizados fueron determinadosjeotioliar con excepcion del
contenido de sacarosa que fue determinado en@Ubjeigallo. De acuerdo con las
recomendaciones de la OECD los estudios incluyéhside cafia entera y de cogollo
en dos temporadas sucesivas y en dos localidadeShacra Santa Rosa, Salta 'y
Colmenar, Tucuman), las cuales son las mayores deeproduccion de cafia en
Argentina.
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En el caso de la variedad testigo se utilizé “cadrailla” proveniente de cultivo de
tejidos (V) y de propagacion convencional (C). kasayos a campo se plantaron con
un disefio de bloques completos al azar con treticegmes.

En general, no se observaron diferencias estaalistiote significativas entre el evento
transgénico TUC.873RH-7 y la variedad parental Hog®al analizar los principales
componentes nutricionales de la cafia de azGcaenSiirgo, es importante mencionar
algunas diferencias menores observadas en el coote® humedad, FDA y grasas,
pero estas estuvieron dentro del rango de valargiscpdos por la OECD para la
especie.

Puede concluirse entonces que la cafia de azucai8TBRH-7 es sustancialmente
equivalente a su contraparte no transgénica.

5 — Alergenicidad

En el evento TUC-873RH-7 solo hay dos nuevos prioduexpresados, la proteina
EPSPS dé\grobacterium tumefaciens cepa CP4, que confiere tolerancia a glifosato y la
enzima NPTII del transposén 5 Hscherichia coli K-12 que otorga resistencia a
antibioéticos.

El solicitante realiz6 el analisis bioinformatiaabse el potencial alergénico de las
proteinas transgénicas EPSPS y NPTII utilizandmtze de datos de AllergenOnline
v15.

Las secuencias de las proteinas expresadas eengéd &MJC-873RH-7 presentan
valores de E( )<1.000.000 (analisis full-length FA$ e inferiores al 35% de similitud
(andlisis FASTA de 80mers).

De los estudios realizados se ha demostrado quetieina CP4 EPSPS no representa
riesgo en los alimentos que la contienen. Estanaissee toxicidad era esperable, dada
la rapida degradacion de la proteina CP4 EPSP Sy detividad enzimatica en fluidos
gastrico e intestinal simulados.

La proteina NPTII no tiene propiedades asociadasrgenos conocidos (Petersen et
al., 2005) y es rapidamente degradada en fluidssigds e intestinales simulados.
Tomando en consideracion todo lo expuesto se pr@musuir que no existe

informacion cientifica o experimental que sugiena tps proteinas expresadas en la
variedad transgénica (CP4 EPSPS y NPTII) generarigosible problema alergénico.

6 — Toxicidad

Los estudios bioinformaticos para las proteinas EP8PS y NPTII, en basqueda de
homologias de secuencia aminoacidica con toxir@sipas conocidas, demostraron
gue no existen similitudes bioldégicamente signtfices.

Los experimentos en ratones alimentados por samuléas proteinas purificadas CP4
EPSPS y NPTII han demostrado que las mismas n@pasegun efecto adverso agudo
(aun a niveles de hasta un millén de veces maadbsvgue la exposicion esperada).
Ninguna de las proteinas introducidas presentatearsticas de toxicidad, por esto se
considera que no hay razones que indiquen la mckde realizar ensayos de toxicidad
subcronica o cronica.

Por esto se concluye que el evento de cafia derald€a873RH-7 es improbable que
presente riesgos toxicologicos para humanos y deana
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7 — Estudio del contenido del antinutriente durrinaen el evento TUC-873RH-7

La durrina es el Unico metabolito de bajo peso miér descripto hasta el momento en
cafa de azucar. Este glicésido cianogénico esraipal fitoanticipina que participa en
la respuesta de defensa de la planta contra pat®gemerbivoros y puede ser
degradada en HCN mediante un proceso denominadoggaesis.

Existe poca informacion sobre los niveles de esi@atriente en cafia de azucar, la
concentracion depende de la variedad, desarrdilieachora del dia ademés de algunos
factores agronémicos como uso de fertilizantes.

Mediante la técnica de cromatografia liquida de pdtrformance (HPLC) se ha
separado, identificado y cuantificado el antinuttéedurrina en el evento TUC-873RH-
7, con y sin aplicacion de glifosato y en la vaaiggharental RA 87-3. El contenido
promedio en las muestras del evento TUC-873RH-7aptinacion de glifosato fue de
2,32 mg/g de peso fresco. Valores similares seamidipara el evento TUC-873RH-7
sin aplicacion y la variedad parental RA 87-3.

También se analiz6 el contenido de durrina en sago el objetivo de ser utilizado
como testigo en las determinaciones, encontrangdsees en hoja de alrededor de
19,4 + 2,9 mg/g de peso fresco.

El proceso industrial de la cafia de azucar disnersignificativamente los niveles de
este antinutriente encontrados en la planta, edindo la posible presencia del mismo
en el producto final, lo cual minimiza la exposic# seres humanos y animales (OECD
2015).

8 — Conclusion

Luego de haber realizado la evaluacion completaedgo alimentario a la informacion
suministrada por la Estacion Experimental AgroitidalsObispo Colombres y teniendo
en cuenta que:

 Los estudios de herencia realizados indicaron quistee segregacion
mendeliana.

» Las proteinas de nueva expresion se expresan@nroagles en el tejido foliar.
» Es sustancialmente equivalente a su contrapart@nsgénica.

* No se encontraron evidencias de similitud u homalagn proteinas téxicas
conocidas.

= No se encuentran evidencias de expresion de siataslergénicas conocidas
para las proteinas expresadas en el evento emdcuest

Se concluye que el evento de cafia de azUcar TURHE73 es sustancialmente
equivalente a su contraparte convencional, pouéoe&g tan seguro y no menos nutritivo
gue su homélogo convencional.

De acuerdo a lo anteriormente descripto, y en @&mael conocimiento cientifico
actualmente disponible y de los requisitos y doginternacionalmente aceptados, no
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se encuentran reparos para la aprobacién del edentafia de azucar TUC-873RH-7
para consumo humano y animal.

9 — Normativa y recomendaciones

Resoluciéon SENASA N° 1265/99.

Resoluciéon SENASA N° 412/02.

Principios para el analisis de riesgos de alimerdbtenidos por medios
biotecnolégico modernos (CAC/GL 44-2003).

Directrices para la realizacion de la evaluaciéad@ocuidad de los alimentos
obtenidos de plantas de ADN Recombinante (CAC/GRA®3).

Consensus Document’s for the work on the SafetiN@fel Foods and Feeds
(OECD).

Resolucion MAGyYP N° 701/2011.

Base de datos ILSI 2007.

Base de datos de Alérgenos AllergenOnline v15.

Buenos Aires, 23 de Septiembre de 2015.
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