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Resumen: La Argentina es uno de los paises con mayor adop-
cion de cultivos genéticamente modificados. Se constituye en
el tercero a nivel mundial, con el 18 % de la superficie global
de organismos genéticamente modificados (OGM). Cuenta
con una superficie sembrada de 24,4 millones de hectareas.
Hasta el momento, se encuentran aprobados para la comer-
cializacion en el pais 29 cultivos genéticamente modificados:
21 eventos para maiz, 5 para soja y 3 para algodon.

Ante este escenario es fundamental contar con herramientas
que permitan la deteccion de OGM y el monitoreo del impacto
ambiental de los OGM liberados.

Se proponen el desarrollo y la adaptacion de distintos proto-
colos que involucran metodologias moleculares para la de-
teccion de OGM presentes y futuros, asi como también OGM
aprobados para su comercializacion, regulados y no autoriza-
dos en la Argentina.

El cultivo de OGM resistentes a herbicidas o a insectos tiene
un impacto complejo en los agroecosistemas, e involucra
presion de seleccion sobre las especies blanco de estas tec-
nologias, con el consecuente surgimiento y proliferacion de
variantes resistentes de las especies blanco. En este contex-
to es fundamental el desarrollo de herramientas gendmicas
para el monitoreo del impacto de los OGM liberados comer-
cialmente, realizando investigaciones sobre la gendmica y
dinamica poblacional de insectos plaga y malezas afectadas
por su utilizacion. Se plantea el estudio de la maleza Sorghum
halepense reportada como resistente a glifosato en diversas
regiones del pais, y de Diatraea saccharalis (barrenador del
tallo, blanco del maiz Bt) colectados en maiz, en hospedantes
alternativos y en maices “refugio”.

Summary: Argentina is one of the countries with the highest
adoption of GM crops, becoming the third country in the world,
with 18% of the global area of genetically modified organisms
(GMOs). It has a planted area of 24.4 million hectares. So
far, 27 GM crops have been approved for marketing in the
country: 21 events for corn, 5 for soybean and 3 for cotton.
@Given this scenario, it is essential to develop genomic tools
for the detection of GMOs and to monitor the environmental
impact of the released ones. The development and adaptation
of different protocols involving molecular methods for the
detection of present and future GMOs, as well as GMOs
approved for marketing, regulated and unauthorized in
Argentina, is proposed. The cultivation of herbicide- or insect-
tolerant GMOs and has a complex impact on agroecosystems
involving selection pressure on target species of these
technologies and the consequent emergence and spread of
their resistant strains. In this context, it is essential to develop
genomic tools for monitoring the impact of commercially
released GMOs, conducting research on genomics and
population dynamics of insect pests and weeds affected
by their utilization. We propose the study of S. halepense, a
weed that has been reported resistant to glyphosate in various
regions of the country, and D. saccharalis collected in maize,
in alternate hosts and in “refuge” maize.
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Los resultados esperados son:

e La evaluacion, el desarrollo y la adaptacion de distintas
metodologias moleculares para el establecimiento de
protocolos para la deteccion de OGM presentes y futuros,
desregulados, regulados y no autorizados en la Argentina.

e Obtencion de marcadores moleculares en ambas especies
blanco (D. saccharalis y S. halepense) que permitan llevar a
cabo el monitoreo del impacto de los OGM.

e E| conjunto de resultados obtenidos permitira dar apoyo a
las politicas de bioseguridad y a programas de trazabilidad
genética, asi como también monitorear el impacto ambiental
de los OGM.

Palabras clave: deteccion de OGM, organismos blanco,
sorgo de Alepo, Diatraea saccharalis.

The expected results are:

e The assessment, development and adaptation of different
molecular methodologies for establishing protocols for the
detection of present and future GMOs, those regulated, non
regulated and unauthorized ones in Argentina

e (Obtaining molecular markers in both target species (D.
saccharalis and S. halepense) that allow the monitoring of the
impact of GMOs

e The set of results obtained will allow to support biosafety
policies and genetic traceability programs, as well as to
monitor the environmental impact of GMOs.

Keywords: GMO detection, target organisms, johnsongrass,
Diatraea saccharalis.

Este articulo presenta el disefio de un proyecto de
investigacion sobre el Monitoreo de OGM e impacto Sobre
organismos blanco de la tecnologia OGM, que resulto
galardonado en el marco de los «Premios Senasa a la
investigacion, transferencia y comunicacion de la sanidad,
la calidad y la inocuidad agroalimentarias 2014». El
proyecto propone desarrollar herramientas gendmicas para
la deteccion de Organismos Genéticamente Modificados
(OGM) y para el monitoreo del impacto ambiental de
aquellos liberados comercialmente, con investigaciones de
base sobre la gendmica y dindmica poblacional de insectos
plaga y malezas afectadas por la utilizacion de OGM.

Relevancia y justificacion del proyecto

La Argentina es el tercer pais a nivel mundial con mayor
adopcion de cultivos genéticamente modificados, con el
18% de la superficie global de OGM. Cuenta con una
superficie sembrada de 24,4 millones de hectareas
correspondientes a maiz, soja y algodon. Hasta el momento,
se encuentran aprobados para la comercializacion en el pais
29 cultivos genéticamente modificados, que corresponden
a 21 eventos para maiz, 5 para soja y 3 para algodon
(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca y Comision
Nacional Asesora de Biotecnologia Agropecuaria).

Practicamente el 100 % de la superficie de soja fue
sembrada con soja tolerante al herbicida glifosato, mientras
que el maiz y el algodon transgénicos ocuparon el 74 % y el
90 % del area destinada a esos cultivos, respectivamente.
De esta manera la produccion agricola hoy esta basada en
cultivos transgénicos y debe analizarse su sustentabilidad
en el tiempo (Bourguet et al, 2000). Estos constan
fundamentalmente de dos caracteres: la resistencia a
insectos por expresion de genes de tipo cry1A presentes
en los eventos Mon810, Bt11 y 176 y cry1F en el evento

TC 1507 (todos procedentes de Bacillus thuringiensis) y la
resistencia a glifosato por expresion de un gen (de la cepa
cp4 de Agrobacterium sp. presente en el evento de soja GTS
40-3-2) codificante para la enol-piruvato-shiquimato-fosfato
sintasa (EPSPS).

Dada la importancia de la Argentina como pais agroexpor-
tador y la alta adopcion de este tipo de cultivos, surgen dos
necesidades de intervencion: por un lado, se requiere del de-
sarrollo constante de nuevos y rigurosos métodos analiticos
destinados a la deteccion, la identificacion y la cuantificacion
de los cultivos modificados genéticamente y de sus derivados,
ajustandose a la trazabilidad exigida para este tipo de produc-
tos. Por otro lado, se requiere del monitoreo de la sustentabili-
dad de los cultivos OGM, que puede verse amenazada debido
al surgimiento y la proliferacion de variantes resistentes de las
especies blanco de estas tecnologias.

Desarrollo de herramientas gendmicas para la detec-
cion de OGM

La adopcion de esta tecnologia no sigue la dicotomia tradi-
cional entre paises desarrollados y en vias de desarrollo.
Asi, mientras los alimentos genéticamente modificados
(alimentos GM) fueron rapidamente aceptados en América,
en Europa existe una gran reticencia hacia estos. Las nor-
mas europeas son extremadamente estrictas en la comer-
cializacion y la trazabilidad de los organismos y alimentos
genéticamente modificados: la cantidad maxima permitida
de OGM en un producto alimenticio para evitar el etiquetado
debe ser menor al 0,9 %. Los métodos de deteccion de OGM
mas usados involucran la deteccion de la proteina expresada
por el gen introducido a través de su anticuerpo especifico
(Bonfini et al., 2001) o bien la de la secuencia de ADN usada
para la modificacion genética mediante PCR (James et al.,
2003). La técnica de PCR es la mas utilizada, pues detec-
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ta pequefias cantidades de OGM en materiales crudos y en
alimentos procesados (Germini et al., 2004). Se emplea en
sus dos variantes: PCR Multiplex (James et al., 2003) y PCR
en tiempo real, que permite cuantificar la proporcion de ADN
transgénico en una muestra (Bonfini et al., 2001). Se trata
de un drea de investigacion muy activa, en la que las tec-
nologias rapidamente pueden pasar a ser obsoletas y existe
una busqueda permanente de superacion en las técnicas
disponibles (JCR, 2013).

Monitoreo del impacto ambiental de los 0GM liberados
comercialmente

El monitoreo y la evaluacion del impacto de los cultivos 0GM
en los agroecosistemas es de importancia y requiere de la
participacion de distintas disciplinas. El trabajo propuesto se
enfoca en los aspectos moleculares y se encuentra dentro
del marco de la Comision Nacional Asesora sobre Plagas
Resistentes (Conapre-Senasa) y de un plan de manejo de
resistencia de insectos (MRI), priorizado por la Comision Na-
cional Asesora sobre Biotecnologia Agropecuaria (CONABIA).

La sustentabilidad de los cultivos OGM puede verse
amenazada debido al surgimiento y la proliferacion de
variantes resistentes de las especies blanco de estas
tecnologias. En este contexto es fundamental el desarrollo
de herramientas gendmicas para el monitoreo del impacto
de los OGM liberados comercialmente con investigaciones
sobre la gendmica y dindmica poblacional de insectos plaga
y malezas afectadas por la utilizacion de estos.

La resistencia a glifosato (RG) en soja, colza, algodon y maiz
constituye el caracter mas difundido en cultivos transgénicos
y la presion de seleccion que se ejerce sobre las malezas
que son blancos de la accion del herbicida son Unicas en
la historia. La seleccion de malezas resistentes como con-
secuencia del uso de este tipo de transgénicos constituye
un riesgo ambiental muy significativo, y su monitoreo resulta
fundamental para analizar la sustentabilidad de esta combi-
nacion OGM-herbicida. Diversos estudios comenzaron a re-
portar la resistencia en malezas que son blanco de la accion
del herbicida (Heap, 2005 y Owen, 2008). El sorgo de Ale-
po es una de las diez malezas mas importantes del mundo
(Holm etal., 1977) y en la Argentina ya se comunicaron focos
de resistencia a glifosato en distintos puntos del pais. Estos
biotipos resistentes no poseen aun ningun tipo de atributo
morfoldgico que permita su diferenciacion visual.

El maiz Bt presenta resistencia a insectos mediada por 1a ex-
presion de genes cry. Recientemente se ha documentado un
caso de evolucion de la resistencia a campo a las proteinas
Bt (Gassmann et al.,, 2011) y se espera que esta ocurra en
mayor frecuencia dado que en laboratorio fue posible selec-
cionar varios aislamientos resistentes en distintas especies
de insectos (Plutella xylostella, Pectinophora gossypiella y He-

licoverpa armigera (Ferré y Van-Rie 2002); Ostrinia nubilalis
(Bourguet et al., 2003); Chrysomela tremulae (Génissel et al.,
2003; Augustin et al., 2004); Diatraea saccharalis (\Wu et al.,
2009). En particular en la Argentina, en el 2013, se reportd
un foco de resistencia (INASE, 2013) que también es tema
de estudio del presente proyecto.

Los resultados obtenidos en cuanto a la deteccion de
OGM seran transmitidos a los organismos oficiales de
control (Senasa, Inase), productores de semillas, empresas,
productores organicos, certificadoras, etcétera. Se esta
trabajando junto con organismos publicos interesados
en la conformacion del Sistema Metroldgico Nacional de
Referencia para la deteccion y cuantificacion de OGM, que
incluird provision de materiales de referencia, armonizacion
de metodologias y organizacion de interlaboratorios. De
la misma manera, se estd trabajando en la configuracion
y formaciéon de la «Red Latinoamericana y del Caribe
de laboratorios de deteccion de OGM», cuyo objetivo es
establecer métodos, materiales y comparacion para lograr
resultados comparables en toda la region.

Los marcadores mas adecuados que se definan para la
caracterizacion y monitoreo de la variacion en las frecuen-
cias alélicas en D. saccharalis seran puestos a disposicion
para su utilizacion por los distintos organismos oficiales de
control. De esta forma se podria establecer un sistema de
estudio y monitoreo de la dindmica poblacional en distintas
regiones del pais. Del mismo modo, los resultados obtenidos
respecto al surgimiento de la resistencia / tolerancia al glifo-
sato en el sorgo de Alepo se comunicaran al Senasa y a otros
organismos oficiales, aportando una informacion critica a la
hora de tomar decisiones respecto del manejo de la maleza.

El presente proyecto propone el desarrollo de herramientas
moleculares que permitan la deteccion de OGM respondiendo
a las demandas del mercado (por ejemplo las altas
exigencias de certificacion del mercado europeo) que, de
no cumplimentarse, podrian restringir las agroexportaciones
con el consiguiente perjuicio econémico. Por otro lado,
propone herramientas para el monitoreo de la resistencia
en organismos blanco, algo fundamental para evaluar la
sustentabilidad del sistema y para evitar, por ejemplo, la
implementacion de barreras paraarancelarias por parte de
los paises destinatarios de las semillas debido a un rechazo
de exportaciones de granos con malezas resistentes.

De esta manera los estudios y desarrollos propuestos son de
importancia para contribuir al monitoreo y a la evaluacion de
la sustentabilidad de esta tecnologia de importancia regional,
en cuanto a que atiende una problematica que cada vez mas
se hace presente en la region.

Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca

Presidencia de la Nacién |

= SENasd

95



b I d ‘ publicacion periddica
cientifico-tecnolégica

sns N.° 3, diciembre 2013 - marzo 2014
ISSN 2314-2901 / revistasns@senasa.gov.ar

Objetivos y resultados esperados

Objetivo general

Desarrollar herramientas moleculares para la deteccion
de OGM y el monitoreo del impacto ambiental de los OGM
liberados comercialmente, realizando investigaciones de
base sobre la gendmica y la dindmica poblacional de insectos
y malezas afectadas

Objetivos especificos

1- Evaluar, desarrollar y adaptar distintas metodologias mo-
leculares para la deteccion de OGM liberados y en vias de
liberacion, autorizados y no autorizados en la Argentina, cu-
briendo los aspectos de apoyo de las politicas de biosegu-
ridad del MAGYP y de programas de trazabilidad genética.

Los productos esperados son sistemas de deteccion mo-
lecular rapidos y eficientes para la deteccion simultanea e
independiente de los distintos eventos OGM aprobados para
su comercializacion, regulados 0 no autorizados en el pais en
distintas matrices optimizados y desarrollados.

2- Desarrollar y sistematizar la técnica de microsatélites y
analisis de secuencias de cloroplastos (u otro marcador mo-
lecular) en S. halepense para el andlisis de la dinamica po-
blacional y la filogeografia de malezas resistentes a glifosato.

El producto esperado es la obtencion de marcadores
moleculares y secuencias nucleotidicas informativas para
monitorear el impacto ambiental del uso del glifosato

3- Desarrollar y sistematizar marcadores moleculares y
analisis de secuencias mitocondriales en D. saccharalis para
el andlisis de la dinamica poblacional y la filogeografia de
insectos plaga blanco de la tecnologia Bt.

El producto esperado es la obtencion de marcadores
moleculares y secuencias nucleotidicas informativas en D.
saccharalis para monitorear el impacto ambiental del uso del
maiz Bt OGM.

Resultados esperados

Disponer de sistemas de deteccion molecular rapidos y eficien-
tes, de costos razonables, que ofrezcan resultados armoniza-
dos a nivel nacional, regional e internacional, para la deteccion
0 cuantificacion, simultanea o independiente de los distintos
eventos OGM aprobados para su comercializacion, regulados
y no autorizados en la Argentina, en las diferentes matrices,
optimizados o desarrollados localmente. Respecto al impacto
de los OGM, se espera la obtencion de marcadores molecu-
lares en especies blanco (como por ejemplo el barrenador del
tallo D. saccharalis y 1a maleza resistente a glifosato sorgo de
Alepo) que permitan llevar a cabo ese monitoreo.

Metodologia

Dada la problematica planteada para este proyecto,
se procura lograr el desarrollo y la implementacion de
herramientas gendmicas para la deteccion de OGM y para
el monitoreo del impacto ambiental de los OGM liberados
comercialmente con investigaciones sobre la gendmica y la
dindmica poblacional de insectos plaga y malezas afectadas
por la utilizacion de estos.

El Laboratorio de Deteccion de OGM del INTA es considerado
uno de los principales laboratorios del pais y es donde se
realizan gran parte de los andlisis de deteccion de OGM
de la Argentina. Las constantes y continuas mejoras en
la deteccion y la cuantificacion de los OGM, asi como
el desarrollo de normas internacionales que permitan
unificar los criterios de andlisis, obligan a una permanente
actualizacion en la metodologia utilizada, por medio del
desarrollo y la optimizacion de nuevos técnicas de deteccion
y de cuantificacion. En ese sentido, se evaluaran protocolos
validados internacionalmente mediante la aplicacién de las
metodologias sugeridas.

El aumento en el nimero de eventos que Se aprueban a nivel
internacional, y también en la Argentina, obliga a disefiar nue-
vos sistemas de deteccion simultanea e individual para los dis-
tintos requerimientos de la produccion agropecuaria (organica,
exportacion a Europa, monitoreo de refugios, industria semille-
ra, importacion de semillas, granos y alimentos, etc.). En este
contexto se evaluara la posibilidad de distintas alternativas de
multiplexado y se comparara su sensibilidad y costo relativo
con las actuales tecnologias de PCR en tiempo real y final.

Las distintas tecnologias por implementar son:

1- Real Time PCR: Las metodologias mas empleadas son
aquellas que se basan en la deteccion de secuencias es-
pecificas presentes en los transgenes mediante la amplifi-
cacion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantita-
tiva. Emplea reactivos quimicos fluorescentes como agentes
intercalantes (SybrGreen) o sondas especificas (Tagman). La
fortaleza de esta metodologia se basa en la sensibilidad y la
especificidad de deteccion.

2- PCR Convencional: Permite desarrollar herramientas para
la deteccion cualitativa de OGM en las muestras. Esta técni-
ca es apropiada cuando se desea detectar presencia/ausen-
cia de OGM sin necesidad de cuantificar. La ventaja es que
presenta un bajo costo.

3- PCR Multiplex: Se evaluara la implementacion de distintas
alternativas de multiplexado (uso del secuenciador automati-
co, previa marcacion fluorescente de oligonucledtidos espe-
cificos para cada transgen, utilizacion de tecnologia lllumina
Veracode basada en nanotecnologia) y se comparara su sen-
sibilidad y su costo relativo con las actuales tecnologias de
PCR en tiempo real y final.
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4- Se optimizaran las técnicas de las que se dispone actual-
mente (puntos 1y 2) con el fin de mejorar la sensibilidad e
incertidumbre de los resultados, acorde a las normativas inter-
nacionales (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm).

Nuevos eventos: Conforme se introduzcan en el mercado
nuevos eventos de OGM, se deberan ir disefiando y ensayando
nuevos reactivos (fundamentalmente  oligonucledtidos
iniciadores, pero también los controles positivos y negativos
de cuantificacion) que permitan detectarlos y diferenciarlos
en forma especifica. Posteriormente se adaptaran las
condiciones de PCR en tiempo real o final con las que se
estandarizaran los protocolos para el escalado (scaling up)
que requiere el analisis de grandes cantidades de muestras,
asi como su adecuacion a normas de calidad ISO.

En cuanto al impacto de los OGM, el proyecto plantea el
analisis de un sistema formado por OGM, malezas e insec-
tos, entre otros, con una dindmica ecoevolutiva propia. El
problema abordado en este proyecto es un emergente de la
dinamica de un sistema artificial en la naturaleza donde los
procesos evolutivos siguen operando. Se plantea el andlisis
mediante la implementacion de herramientas moleculares
del surgimiento de resistencia en los distintos organismos
blanco de los OGM (D. saccharalisy S. halepense) como una
respuesta del sistema.

El estudio de la caracterizacion filogeografica y dinamica po-
blacional en sorgo de Alepo y D. saccharalis se llevara a cabo
mediante la utilizacion de distintos marcadores moleculares
(AFLP Fragment Length Polymorphisms y SSR Simple Se-
quence Repeats), asi como también mediante el andlisis de
secuencias de cloroplastos y mitocondriales.

El andlisis molecular de sorgos reportados tanto resistentes
como susceptibles a glifosato permitird seguir trabajando
en las hipotesis del posible origen Unico o multiple de la
resistencia (Fernandez et al., 2013; Vila-Aiub et al,, 2012).
Muestras de sorgo de Alepo sospechosas de poseer toler-
ancia/resistencia a tratamiento con glifosato provistas por el
Senasa, por la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres EEAQC) y recolectadas a campo por distintas
estaciones experimentales del INTA, se cultivaran vegetativa-
mente para obtener masa vegetal con la cual poder extraer
ADN de calidad para los analisis y, eventualmente, semillas
para el analisis genético del cardcter. Se continuara con la
transferencia de marcadores microsatélites descriptos para
S. bicolor a S. halepense y se analizaran en el secuenciador
automatico —sistema ABI 3130x/Genetic Analyzer—. Con
el fin de inferir hipotesis filogeograficas, se evaluara la in-
formacion provista por secuencias de cloroplastos (Shaw
etal., 2005y 2007; Heinze, 2007) provenientes de muestras
resistentes y sensibles provenientes de distintos lugares

En cuanto a los marcadores moleculares para D. saccharalis,
se cuenta con la experiencia y puesta a punto de algunos

sistemas que fueron desarrollados en el laboratorio IB
INTA Castelar (Parody et al., 2010). En particular en este
estudio se utilizaran los marcadores mas adecuados para
la problematica emergente como por ejemplo los AFLP
(marcadores neutros y anonimos que permiten analizar un
gran nimero de loci por reaccion combinando el analisis de
polimorfismo sobre la base de la variabilidad en los sitios de
restriccion y la versatilidad de la amplificacion por PCR) y el
estudio de secuencias mitocondriales. Para su realizacion, se
utilizara el secuenciador automatico —sistema ABI 3130x/
Genetic Analyzer—.

Las poblaciones de D. saccharalis seran colectadas en dis-
tintas regiones del pais con especial atencion a la zona donde
se reporto el primer foco de insectos resistentes. Este mues-
treo también incluird insectos colectados de hospedantes
alternativos (cafia de azlcar, sorgo, etc.) y de maices no Bt
del area “refugio”.

También se plantea explorar la transferencia de micro-
satélites desarrollados en especies de lepidopteros relacio-
nadas a D. saccharalis, como Ostrinia nubilalis (Kim et al.,
2008; Coates et al., 2005) y Cydia pomonella (Contreras
et al., 2008). Hoy en dia los métodos basados en ADN ofre-
cen ventajas insustituibles para el estudio de la variabilidad
y la estructura genética de las poblaciones. En el presente
estudio se plantea la adaptacion, el desarrollo y la imple-
mentacion de este tipo de marcadores para realizar estudios
a nivel poblacional (Krumm, 2008; Guzman et al., 2007) y
filogeogréaficos (Mirabello, 2006) en las dos especies blanco.

Para la realizacion del proyecto y la implementacion de las
distintas metodologias se utilizaran los equipos disponibles
en el Instituto de Biotecnologia: equipos de PCR convencional
y en tiempo real, entre estos el equipo StepOnePlus™ Real
Time PCR que utiliza la tecnologia de HRM high resolution
melting, 1a cual permite el genotipado a baja escala. También
se cuenta con el equipo lllumina BeadXpress, que emplea la
tecnologia VeraCode, plataforma de rendimiento intermedio
que permite el andlisis de hasta 384 SNP. También estan
disponibles dos secuenciadores automaticos (ABI 3130XL/
ABI 3500 XL), acreditados bajo la norma ISO 17025.
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