4. Marco para la evaluacion de la
iInocuidad de los alimentos obtenidos
de plantas de ADN recombinante

Introduccion

Desde principios del decenio de 1990 se han aplicado métodos de evaluacién de la inocuidad a
las plantas de ADN recombinante producidas con fines alimentarios, como exigen distintos
sistemas nacionales de reglamentacion. Las organizaciones internacionales y los organismos de
normalizacién han seguido perfeccionando los marcos utilizados para estructurar las
evaluaciones de la inocuidad con el fin de garantizar la inocuidad de estos productos y de
fomentar el comercio a través de reglamentaciones armonizadas. La OCDE introdujo en 1993 el
concepto de equivalencia sustancial como manera factible de estructurar la evaluacién de la
inocuidad de las plantas de ADN recombinante (OCDE, 1993). El concepto fue adoptado después
por la OMS y la FAO como un punto de partida ttil para la evaluacién de la inocuidad de las
plantas de ADN recombinante, y en la actualidad constituye un componente fundamental de
todos los marcos reglamentarios a escala mundial. La razén que explica la utilidad y adopcién
del concepto es que se considera que las plantas de ADN recombinante obtenidas con fines
alimentarios son esencialmente equivalentes (desde el punto de vista quimico) a sus homélogos
convencionales, con la excepcion de los pocos cambios concretos que se hayan introducido.

En consecuencia, no se considera necesario llevar a cabo una caracterizacién biolégica
general ni pruebas toxicoldgicas a gran escala, ya que el enfoque comparativo deberia descubrir

las diferencias biol6gicas pertinentes. No obstante, la evaluacion de la

) inocuidad de las plantas de ADN recombinante obtenidas con fines
PARRAFO 18 DE LAS DIRECTRICES

DEL CODEX. Para evaluar la inocuidad
de un alimento derivado de una planta
de ADN recombinante se aplica un pro-
cedimiento por etapas que examina los
factores pertinentes, a saber:
A) Descripcion de la planta de

ADN recombinante;
B) Descripcion de la planta base

y de su utilizacién como alimento;
C) Descripcion del organismo

u organismos donantes;
D) Descripcion de la modificacion

o modificaciones genéticas;

E) Caracterizacion de la modificacion

o modificaciones genéticas;

F) Evaluacién de la inocuidad:

a) sustancias expresadas
(sustancias distintas de acidos
nucleicos);

b) anélisis de los componentes
esenciales;

¢) evaluacion de los metabolitos;

d) elaboracioén del alimento;

e) modificacién nutricional; y

G) Otras consideraciones.

alimentarios a menudo se basa en gran cantidad de datos suplementarios
sobre las propiedades inmunolégicas y toxicoldgicas de la nueva variedad
vegetal. Por consiguiente, el marco actual de la evaluacién de la inocuidad
tiene como fundamento tanto la base comparativa estructurada consagrada
en el concepto de equivalencia sustancial como los anélisis adicionales de
las propiedades toxicolégicas e inmunolégicas de los efectos intencionales y
los posibles efectos no intencionales de las modificaciones genéticas
introducidas. La finalidad de la evaluacion de la inocuidad de los alimentos
obtenidos de plantas de ADN recombinante es examinar las consecuencias
intencionales o no de la modificacién especifica de los componentes del
alimento y establecer un nivel de inocuidad comparativo recurriendo a la
trayectoria de uso inocuo de la planta homoéloga convencional.

Marco del Codex para la evaluacién
de la inocuidad

En 2003 se presentaron las “Directrices del Codex para la realizaciéon

de la evaluacién de la inocuidad de los alimentos obtenidos de plantas
de ADN recombinante” que se basaban en los “Principios del Codex para
el andlisis de riesgos de alimentos obtenidos por medios biotecnolégicos
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PARRAFO 19 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. En algunos
casos, las caracteristicas del producto pueden requerir la obten-
cién de datos e informaciones adicionales para abordar cues-
tiones que son peculiares del producto examinado.

PARRAFO 20 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. Los expe-
rimentos efectuados con la intencién de obtener datos para las
evaluaciones de inocuidad deben disefiarse y realizarse de con-
formidad con conceptos y principios cientificos sélidos y tam-
bién, cuando proceda, con las buenas practicas de laboratorio.
Deben proporcionarse los datos primarios a las autoridades de
reglamentacion si asf lo solicitan. Los datos deberan obtenerse
mediante métodos cientificamente sélidos, y analizarse con téc-
nicas estadisticas apropiadas. Se debera documentar la sensibi-
lidad de todos los métodos de anélisis.
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PARRAFO 21 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. La fina-
lidad de toda evaluacién de inocuidad es garantizar, a la luz
de los conocimientos cientificos méas sélidos de que se dis-
ponga, que el alimento no puede causar dano alguno si se
prepara, utiliza y/o consume de acuerdo con el uso previsto.
El producto que se espera obtener de tal evaluaciéon es una
conclusion con respecto a si el nuevo alimento es tan inocuo
como el producto homologo convencional, teniendo en cuen-
ta las repercusiones en la dieta de todo cambio en el conteni-
do o valor nutricional. En definitiva el resultado del proceso
de evaluacién de la inocuidad consistird, por tanto, en una
definicion del producto examinado que permita a los encar-
gados de la gestion del riesgo determinar si es necesario tomar
medidas, y en caso afirmativo, adoptar decisiones fundadas y
apropiadas.

modernos” (2003). El presente instrumento de capacitacion ofrece una introduccién detallada

para la realizaciéon de una evaluacién de la inocuidad de los alimentos basada en el marco del

Codex para la evaluacién de la inocuidad de los alimentos modificados genéticamente

(CAC/GL45-2003). Se reproduce el enfoque progresivo descrito en los parrafos 18 a 21 de las

Directrices del Codex:

En los parrafos 22 y 23 se resumen los datos concretos que exigen las Directrices del

Codex para describir las caracteristicas de las plantas de ADN recombinante, que se explican a

continuacién con mayor detalle.

Descripcion de la planta de ADN recombinante

Un planta de ADN recombinante se pruduce como resultado de una

transferencia de genes (transformacion) llevada a cabo con éxito, a la que
sigue una integracion estable del ADN recombinante (transgén) en el
cromosoma o cromosomas nucleares o en el genoma o genomas de los
organulos de la planta. Los biotecnélogos utilizan técnicas fitogenéticas
clasicas como la autofecundacion, para que la planta inicial sea
homocigética en el locus o los loci recombinantes. A continuaciéon se puede
transferir de forma estable el ADN recombinante a las siguientes
generaciones sin segregacion. El nombre que recibe la progenie de esta
planta de ADN recombinante hace referencia a la planta de ADN

PARRAFO 22 DE LAS DIRECTRICES
DEL CODEX. Se debera proporcionar
una descripcion de la nueva planta de
ADN recombinante cuya inocuidad se
desea evaluar. En la descripcion se iden-
tificara el cultivo, la transformacién o
transformaciones que deben examinar-
se, y el tipo y la finalidad de la modifi-
cacion. Esta descripcion deberd ser ade-
cuada para ayudar a comprender la natu-
raleza del alimento que se somete a la
evaluacion de inocuidad.

recombinante producida en primer lugar. Se denomina “evento” o “caso” al

linaje de cada planta producida mediante una transferencia, regeneracion de

la planta y propagacién llevadas a cabo con éxito.

Para el evaluador de la inocuidad es importante comprender la planta de ADN

recombinante que va a evaluar. Por ejemplo, es fundamental comprender claramente el

significado del término “evento” para llevar a cabo una evaluacién de la inocuidad caso por

caso. Dado que cada “evento” representa un tnico sitio (o sitios) de insercién del ADN

recombinante (transgén), es probable que las propiedades fenotipicas resultantes de las plantas

recombinantes regeneradas sean distintas. Por lo tanto, mientras que las propiedades biolégicas

generales del ADN recombinante seran similares en los diferentes “eventos” de insercion, los

posibles efectos no intencionales en el genoma del hospedador pueden variar porque las

inserciones pueden causar efectos distintos en funcion de su localizacion y de su niimero (véase

el Recuadro 4.1). Un “evento” puede representar una planta con un tnico inserto o con

multiples insertos transferidos al mismo tiempo. Por ejemplo, un tnico evento puede constar de

varias inserciones de ADN recombinante que codifiquen la resistencia a insecticidas y la

resistencia a herbicidas, si estos caracteres se transfirieron al mismo tiempo.
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16 Marco para la evaluaciéon

Las plantas que contienen ADN recombinante proveniente de la transferencia en eventos
independientes poseen caracteres “apilados” y a menudo se han producido cruzando cultivares
de plantas que son portadores, cada uno, de “eventos” Unicos y bien caracterizados. De esta
forma, se pueden reunir en una Unica variedad nueva de la planta mas inserciones de ADN
recombinante (y mas “eventos”) seleccionadas sobre la base de su buen rendimiento en el
hospedador receptor original. En las plantas con inserciones apiladas de ADN recombinante
(transgenes) también se evaliian las posibles interacciones entre las inserciones de ADN, como
parte de la evaluacién de la inocuidad.

De las tres paginas de resiimenes de expedientes que se ofrecen a modo de ejemplo con
el presente instrumento, las dos primeras contienen informacién descriptiva pertinente para que
el evaluador de la inocuidad conozca las caracteristicas fundamentales y la finalidad prevista de
la planta de ADN recombinante.

Descripcion de la planta hospedadora y su uso
como alimento

En los parrafos 23 a 25 se solicita informacién sobre la planta hospedadora y sus usos conocidos
como alimento. Es necesario un conocimiento profundo de la planta hospedadora sin modificar
a fin de aplicar el concepto de equivalencia sustancial como punto de partida para establecer la
inocuidad. En el caso de la evaluacién de la inocuidad de los alimentos, este conocimiento
descriptivo es fundamental para identificar el intervalo y la variacién naturales de los
componentes nutritivos mas importantes, asi como las sustancias téxicas conocidas (por
ejemplo, alcaloides en las papas y los tomates, cucurbitacina en las calabazas y los calabacines),
antinutrientes y posibles alérgenos. Estos compuestos y sus respectivas concentraciones variaran
en funcién de los cultivos, los cultivares y las condiciones de crecimiento de forma similar a
como lo hacen las variedades convencionales.

Las variaciones naturales de estos compuestos se denominan “nivel de referencia”, que
también describe dichas variaciones. Se estan realizando esfuerzos para crear bases de datos
descriptivos sobre el intervalo de los niveles de referencia para compuestos quimicos
fundamentales que estan presentes de manera natural en las plantas cultivadas. Las plantas
cultivadas contienen de manera natural varios miles de compuestos quimicos, muchos de los
cuales causarian efectos no deseados en las pruebas toxicolégicas si se extrajeran por separado
y se administraran en grandes dosis a los animales de laboratorio. Por consiguiente, resulta
dificil valorar los efectos biolégicos que unas pequenas variaciones o fluctuaciones en los niveles

PARRAFO 23 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. Se debera proporcionar una descripcién completa de

la planta base. Los datos e informaciones necesarios incluiran lo siguiente, sin limitarse necesariamente a

ello:

A) nombre comun o habitual; nombre cientifico; clasificacion taxonémica

B) historia del cultivo y su evolucién a través del fitomejoramiento identificando en especial aquellos ras-
gos que pueden tener efectos nocivos para la salud humana.

C) informacién sobre el genotipo y fenotipo de la planta base que pueda guardar relacién con su inocui-
dad, incluida toda toxicidad o alergenicidad que se conozca; y

D) historial de uso inocuo en el consumo alimentario.

PARRAFO 24 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. Se debera proporcionar informacién pertinente sobre
el fenotipo no sélo de la planta base, sino también de las especies relacionadas y de plantas que hayan apor-
tado o puedan aportar una contribuciéon importante al patrimonio genético de la planta base.

PARRAFO 25 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX. El historial de uso puede incluir informacién sobre la
forma en que suele cultivarse, transportarse y almacenarse la planta, si se requiere una elaboracioén espe-
cial para que su consumo sea inocuo, y el papel que desempena normalmente en la dieta (por ej. qué parte
de la planta se utiliza como fuente de alimento, si su consumo es importante en subgrupos particulares de
la poblacién, qué macronutrientes o micronutrientes importantes aporta a la dieta).
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de un determinado compuesto vegetal podrian ocasionar. Asi pues, el conocimiento de la

variacion natural del nivel de referencia de los compuestos fundamentales en las variedades

convencionales de la planta es muy (til para la evaluacion de la inocuidad de series de datos

complejas obtenidas en anélisis quimicos de plantas de ADN recombinante.

La elaboracién después de la cosecha de los componentes de la planta también puede

alterar los niveles de determinados compuestos vegetales que tienen valor nutritivo. Por ello es

importante conocer la utilizacion, la elaboracién y el consumo, as{ como las propiedades, del

producto final del cultivo alimentario convencional a fin de establecer una base sélida para

comparar adecuadamente los alimentos obtenidos de plantas de ADN recombinante. En los

documentos/expedientes ofrecidos a modo de ejemplo se facilita esta informacion.

Una fuente que ofrece amplia informacién sobre la biologia de las plantas hospedadoras

son los Documentos de Consenso de la OCDE. Estos documentos contienen informaciéon

técnica que puede utilizarse durante la evaluacion reglamentaria de productos obtenidos por

medios biotecnologicos y se centran en la biologia de los organismos (como plantas, arboles o

microorganismos) o en los caracterers introducidos. Pueden consultarse en la siguiente
direccion: http://www.oecd.org/ document/51/0,2340,en_2649 34385 1889395 1 1 1 1,00.html

Descripcion del organismo u organismos donantes

Se requiere informacién sobre la trayectoria del organismo donante en lo
concerniente a las secuencias de ADN recombinante, en particular si el
donante u otros miembros de su género muestran normalmente
caracteristicas de patogenicidad o de produccién de toxinas, o si poseen
otros caractéres que afecten a la salud humana. Se debe ser especialemente
prudente si el organismo donante contiene alérgenos conocidos. Cuando el
alimento obtenido de plantas de ADN recombinante contiene genes de estas
fuentes se supone que el nuevo producto genético es alérgeno a no ser que
se demuestre lo contrario. La evaluacién de la alergenicidad tiene en cuenta
esta cuestion. En los casos en que el ADN recombinante se obtiene de
fuentes que no tienen una trayectoria de alergenicidad, el enfoque vigente
para la evaluacién de la alergenicidad o toxicidad se fundamenta
principalmente en las comparaciones de secuencias de aminoécidos y en la
estabilidad de la nueva proteina frente a la digestion y la elaboracion. Esta
Gltima comparacién, en particular, no se realiza con respecto al homoélogo
convencional, sino que recurre a una base amplia de conocimientos sobre
las propiedades bioldgicas de los alérgenos conocidos presentes en los
alimentos.

En la actualidad, la mayoria de las secuencias de ADN insertadas en
plantas de ADN recombinante que se utilizan con fines comerciales se
toman de bacterias del suelo y de bacterias y virus patégenos de las plantas,
todos ellos muy corrientes, que suelen tener una trayectoria agricola
conocida. Resulta til establecer la exposicion humana previa como punto
de partida para identificar las posibles propiedades téxicas y alérgenas de los
productos genéticos. No obstante, habria que actuar con cautela al extraer
conclusiones de esta informacién, dado que se pueden alterar los niveles de
expresion, las localizaciones celulares y las rutas de exposicion de las
proteinas obtenidas de ADN recombinante. En los documentos/expedientes

PARRAFO 26 DE LAS DIRECTRICES
DEL CODEX. Se debera proporcionar
informacion sobre el organismo u orga-
nismos donantes y, cuando sea apropia-
do, sobre otras especies relacionadas.
Es particularmente importante que se
determine si el organismo u organismos
donantes, o bien otros miembros de la
familia estrechamente vinculados con
ellos, presentan caracteristicas natura-
les de patogenicidad o produccién de
toxinas, u otros rasgos que afecten a la
salud humana (por ejemplo, presencia
de antinutrientes). La descripcién del
organismo u organismos donantes debe-
ré incluir:

A) su nombre habitual o comun;

B) el nombre cientifico;

C) la clasificacién taxonémica;

D) informacion sobre su evolucién en
lo que atane a la inocuidad de ali-
mentos;

E) informacién sobre toxinas, antinu-
trientes y alérgenos naturales en el
caso de los microorganismos, infor-
maciones adicionales sobre la pato-
genicidad y las relaciones con agen-
tes patégenos conocidos; y

F) informacién sobre su uso pasado y
actual, si lo tiene, en el suministro
alimentario y sobre otras vias de expo-
sicion distintas del uso alimentario
previsto (por ejemplo, su posible pre-
sencia como contaminantes).

ofrecidos a modo de ejemplo se facilita informacién sobre las fuentes de donantes.

Los Documentos de Consenso de la OCDE también contienen informacién sobre la

biologia de los donantes de genes. Pueden consultarse en la siguiente direccion:

http://www.oecd.org/document/51/0,2340,en_2649 34385 1889395 1 1 1 1,00.html
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Descripcion de la modificacidon o modificaciones genéticas

PARRAFO 27 DE LAS DIRECTRICES
DEL CODEX. Se debera proporcionar
suficiente informacién sobre la modifi-
cacion genética a fin de que sea posi-
ble identificar todo el material genético
que puede haberse aportado a la plan-
ta base, y suministrar la informacién
necesaria para el andlisis de los datos
que apoyan la caracterizacion del ADN
insertado en la planta.

Las solicitudes de datos relativos a las modificaciones genéticas cumplen
dos finalidades: i) hacer posible una comprensién en profundidad de las
inserciones genéticas resultantes y sus localizaciones en la planta
hospedadora; y ii) permitir que se elaboren identificadores tinicos sobre la
base de los sitios de insercion, especificos para cada evento, del ADN
recombinante en el genoma de la planta hospedadora. Esta tltima
informacién puede ser importante para el obtentor de una planta de ADN
recombinante como medio de asegurar la distribucién y el uso comerciales
y para determinados paises que han establecido requisitos obligatorios de
etiquetado de alimentos, porque les permite una vigilancia del ADN

recombinante especifica para cada evento en la cadena alimentaria. En lo que respecta a la

evaluacion de la inocuidad biolégica, es importante tener informacién sobre el nimero y los

sitios de insercion de ADN para evaluar el efecto de las inserciones en el genoma de la planta

hospedadora y predecir los posibles cambios fenotipicos. Es necesaria una descripcion detallada
de las caracteristicas moleculares de la planta de ADN recombinante para demostrar que el
obtentor ha analizado en profundidad la planta y sus productos, incluidos todos los genes
introducidos y las proteinas expresadas. Hay que sehalar que las plantas de ADN recombinante
han sido objeto de un amplio mejoramiento selectivo posterior al evento inicial de transferencia
de genes y previo a la solicitud de autorizacion reglamentaria. Asi pues, es probable que el
obtentor suministre una serie de datos en el expediente de la aplicacién con el fin de demostrar
que la planta de ADN recombinante expresa tnicamente los cambios fenotipicos previstos.

PARRAFO 28 DE LAS DIRECTRICES
DEL CODEX. La descripcion del proce-
so de transformacién debe incluir:

A) informacién sobre el método espe-
cifico que se ha utilizado para la trans-
formacion (por ejemplo, transforma-
cién mediada por Agrobacterium);

B) si procede, informacién sobre el ADN
destinado utilizado para modificar la
planta (por €j. plasmidos auxiliares),
incluida la fuente (por ej. vegetal,
microbiano, virico, sintético), la iden-
tidad y la funcién esperada en la plan-
ta;y

C) organismos huéspedes intermedios,
incluidos los utilizados para produ-
cir o elaborar el ADN destinado a la
transformacion del organismo base
(por €j., bacterias).

PARRAFO 29 DE LAS DIRECTRICES

DEL CODEX. Se debera proporcionar

informacion sobre el ADN que ha de

introducirse, concretamente:

A) la caracterizacion de todos los com-
ponentes genéticos, incluidos los
genes marcadores, agentes regula-
dores y otros elementos que influ-
yen en la funcion del ADN;

B) tamano e identidad;

C) la localizacién y orientacion de la
secuencia en el vector/construccion
final; y

D) la funcion.

Como se puede ver en los documentos/expedientes ofrecidos a modo de
ejemplo, se facilita gran cantidad de informacioén sobre la caracterizacién de
las modificaciones genéticas.

El método por el que se introducen los nuevos caracteres en la planta
hospedadora determina, en parte, la informacioén necesaria para la
evaluacion de la inocuidad de las propiedades genéticas de la planta. Los
dos métodos principales para introducir nuevo material genético en las
células de una planta son: i) la transformacién mediada por Agrobacterium,
y ii) el bombardeo con microproyectiles.

i) Transferencia de genes mediada por Agrobacterium. Agrobacterium
tumefaciens es un fitopatégeno del suelo que en estado natural utiliza
procesos de transformacion genética para trastocar el mecanismo
metabdlico de las células de la planta hospedadora. Lo hace con el fin de
desviar parte del suministro de carbono y nitrégeno organicos de la planta
hospedadora hacia la produccién de nutrientes (opinas) que las bacterias
invasoras pueden catabolizar. Ademas, induce también la proliferacién de
células parasitadas. La agalla de la corona es el resultado directo de la
incorporacion de una regiéon de ADN de transferencia (ADN-T), procedente
de un gran (150-250 kb) plasmido circular Ti (inductor de tumores), del
que es portador A. tumefaciens, en el genoma de la planta hospedadora. La
comprension de este proceso de transformacion natural y del hecho de que
cualquier porcién de ADN foréneo situada entre las secuencias marginales
del ADN-T puede transferirse a las células de la planta, condujo a la
elaboracioén de los primeros sistemas de vectores y cepas bacterianas para
la transformacion de plantas (véase un examen en Hooykaas y Schilperoort,
1992). Desde el primer caso registrado de una planta transgénica de tabaco
que expresaba genes foraneos, se han realizado grandes progresos en el
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Recuadro 4.1. Aspectos mecanicistas del proceso de transformacién pertinentes

para la evaluacién de la inocuidad de las plantas de ADN recombinante

Longitud y niimero de copias del ADN transferido.

Hasta 1995 se suponia que, en la transferencia de genes media-
da por Agrobacterium, los Gnicos elementos transgénicos que se
transferian al hospedador receptor eran las secuencias situadas
entre los margenes izquierdo y derecho del ADN-T. Sin embargo,
Ramanathan y Veluthambi (1995), Wenck et al. (1997) y Kononov
et al. (1997) demostraron que las secuencias centrales de plas-
midos que estan fuera de los margenes del ADN-T se podian inte-
grar junto con los genes de interés. Los experimentos de Kononov
et al. (1997) demostraron que las secuencias centrales de plas-
midos se podian integrar en el genoma hospedador acopladas a
las secuencias del margen izquierdo o derecho, o bien como uni-
dad independiente desvinculada del ADN-T. EI ADN-T también
puede integrarse en el genoma hospedador con una configuracién
distinta a la de una Unica copia en un solo sitio. También pueden
darse copias multiples en repeticiones directas o invertidas y otras
configuraciones complejas. La presencia de insertos de ADN-T
multimérico, en particular de estructuras de repeticion invertida,
esta relacionada con el fenémeno del silenciamiento del transgén
(Gelvin, 1998).

En la transferencia de genes mediada por el bombardeo con
particulas, la modalidad de integracién de los transgenes oscila
entre el transgén completo, los reajustes de transgenes de tamafo
distinto al del inserto completo, la concatenacién esporadica de
plasmidos introducidos portadores del transgén y la variacién del
numero de copias entre los elementos transgénicos completos y
parciales (Powlowski y Somers, 1996). El nimero de copias de los
insertos transgénicos oscila entre 1 y 20, o incluso mas, aparte de
la insercion de fragmentos del transgén. Normalmente, las copias
multiples cosegregan como un locus transgénico, lo que indica que
las secuencias estan o bien integradas en loci estrechamente vin-
culados o bien en un Unico locus, y no se integran aleatoriamente
en todo el genoma (Powlowski y Somers, 1996). La caracteriza-
cién molecular de las plantas transgénicas producidas mediante
bombardeo con microparticulas ha ofrecido pruebas de amplios

reajustes de secuencias transgénicas (Powlowski y Somers, 1996).
En los analisis de Southern blot se pueden observar dichos reajus-
tes en forma de fragmentos hibridos de tamafo diferente al del
inserto de ADN completo. Los fragmentos mayores indican una con-
catenacion (cabeza con cabeza o cabeza con cola)8. El entremez-
clado de ADN insertado con el ADN hospedador puede dar lugar a
fragmentos de ADN transgénico mayores que el inserto completo.
Por ejemplo, Powlowski y Somers (1998) informaron de que cada
una de las 13 lineas transgénicas de avena transformadas median-
te bombardeo con microparticulas tenfa copias intactas del trans-
gén, ademas de fragmentos multiples, reajustados o truncados. El
ndmero de sitios de insercién oscilaba entre 2 y 12, y todos los
fragmentos del ADN transgénico cosegregaban. Los autores demos-
traron que el ADN transgénico se entremezcl6 en el ADN hospeda-
dor. Este fendmeno también se ha observado en el arroz (Cooley et
al., 1995).

Variacion de los niveles de expresion génica en funcion

del sitio de insercion.

Con los dos métodos de transferencia de genes, las plantas trans-
formadas de forma independiente con el mismo plasmido tendran
normalmente diferentes niveles de expresiéon, fenémeno que no
siempre se correlaciona con el nimero de copias (Gelvin, 1998).
Por el contrario, hay quien ha atribuido la diferencia de la expre-
sién de los transgenes a efectos posicionales, segln los cuales la
posicion del sitio de integracién del ADN en el genoma hospeda-
dor afecta al nivel de expresién transgénica. Sin embargo, otra
investigacion ha sefialado que hay factores, distintos de la posi-
cion del sitio de integracién o sumados a él, que también contri-
buyen al nivel de expresion transgénica (Gelvin, 1998). Esto puede
ser consecuencia de las ordenaciones variables de las secuencias
de transgenes en el genoma hospedador. La expresion variable o el
silenciamiento de los transgenes® son fenémenos bien documen-
tados en las plantas transgénicas.

conocimiento de la transferencia de genes mediada por Agrobacterium a escala molecular. En
estado natural, Agrobacterium tumefaciens infecta inicamente a plantas dicotiledéneas, aunque
en la actualidad existen métodos de transferencia de genes mediada por Agrobacterium en

plantas monocotiledéneas para el arroz (Hiei et al., 1994; Cheng et al., 1998), el banano (May et
al., 1995), el maiz (Ishida et al., 1996), el trigo (Cheng et al., 1997) y la cafna de aztcar
(Arencibia et al., 1998; Enriquez-Obregén et al., 1998). Se ha publicado un estudio exhaustivo

de las estrategias para la aplicacién préctica de este método (Birch, 1997). La transformacién de
tejido de la planta mediada por Agrobacterium suele dar como resultado una insercién de ADN
con un numero de copias bajo, cifras también bajas de reajustes y una mayor eficiencia de

transformacion si se compara con técnicas de liberacién directa de ADN, como el bombardeo

con micropoyectiles (Powlowski y Somers, 1996; Gelvin, 1998).

8 Se pueden detectar los concatémeros del inserto de ADN mediante

un analisis de transferencia Southern a gran escala que incluya la digestion
del ADN genémico con una enzima de restriccién que corte en un unico sitio
dentro del elemento transgénico; a continuacion el analisis de transferencia
Southern permitiré determinar las maltiples copias del inserto de ADN. Se
pueden formar concatémeros por recombinacién homéloga del ADN transfor-
mado o por unién de extremos romos con extremos cohesivos producida por
una actividad limitada de la exonucleasa. Los fragmentos de menor tamafio
que el inserto completo son indicios de deleciones y truncamientos.

9 El silenciamiento de los genes puede ser consecuencia de la interaccion
entre copias multiples de los transgenes y los genes endégenos relacionados y
se asocia con mecanismos basados en la homologia que acttan a nivel trans-

cripcional o postranscripcional (Matzke y Matzke, 1998). El silenciamiento
resultante del desajuste de la iniciacién de la transcripcién se asocia a menudo
con la metilacién de la citosina o la condensacién de la cromatina (Fagard y
Vaucheret, 2000) mientras que el silenciamiento postranscripcional (cosupre-
sién) supone un aumento del recambio del ARN en el citoplasma (Matzke y
Matzke, 1998). También se ha propuesto una tercera categoria de silenciamien-
to para las consecuencias de los efectos posicionales, en los que el ADN flan-
queante de la planta o una localizacién cromosémica poco favorable ejercen un
efecto silenciador sobre el transgén (Matzke y Matzke, 1998). Seglin Matzke y
Matzke (1998), este tipo de silenciamiento responde al estado epigenético de
las secuencias hospedadoras que flanquean el sitio de insercién o a la toleran-
cia a la insercién de ADN foraneo de determinadas regiones cromosémicas.
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ii) Transferencia de genes mediada por bombardeo con microproyectiles. El bombardeo
con microproyectiles (denominado también bombardeo con microparticulas y transformacién
biolistica) es una técnica utilizada para introducir ADN directamente en el genoma hospedador
que ha demostrado su utilidad para transformar tejidos de plantas resistentes a la infeccién por
Agrobacterium. En resumen, el ADN plasmidico o linealizado que contiene el gen o los genes
que interesan se fija a pariculas de tungsteno u oro (microportadores) que se lanzan hacia las
células hospedadoras de la planta a alta velocidad para que puedan penetrar en ellas. Dentro de
la célula, el ADN puede separarse del microportador e integrarse en el genoma hospedador. Se
puede utilizar el bombardeo con microproyectiles para transformar tejidos de explantos de la
mayoria de las especies vegetales siempre que el tejido de la planta transformada se pueda
regenerar para pruducir plantas completas. En los documentos/expedientes ofrecidos a modo
de ejemplo, se dan detalles del método de transferencia de genes utilizado y de un analisis
molecular de la insercién de ADN resultante, que habitualmente forman parte de la solicitud de
notificacién o autorizacién reglamentaria.

En el expediente de la aplicacion no se suelen ofrecer detalles de los protocolos técnicos y
préacticos de laboratorio para la transferencia de ADN recombinante debido a las politicas de
informacién de las entidades comerciales. En el Recuadro 4.1 se explican con mayor detalle
algunos de los aspectos mecanicistas generales del proceso de transformacion que son
pertinentes para la evaluacion de la inocuidad de las plantas de ADN recombinanate.
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