Cuaderno Técnico n° |

EVALUACION DE LA SEGURIDAD DE LA SOJA

RoOUNDP READY®, EVENTO 40-3-2




INDICE

RESUMEN ...t ss bbb sa b es 3
INErOAUCCION ...t ss s asses 6
Caracterizacién molecular de la soja Roundup Ready®..........ccocoveveereuncenerecnn. 9

Niveles de la proteina CP4 EPSPS en las plantas

de soja ROUNAUP REAAY® ... seisesssesesssessesssessecssessseseens I
Evaluacién de la seguridad de la proteina CP4 EPSPS...........cccovvivenineunenncnn. 12
Andlisis de la composicion y valoracién nutricional

de la soja RoUNAUP Ready®.........ccocueemeucemeeeeieinseieesseisesssesesssessesssessesssessseseens 17
Evaluacion medioambiental ... 27
CONCIUSIONES ...t ss s sas s aes 33

BiIblIOZIafia ....cecvuueeeeurueuieeiiriecieieietseicseiesese s s s s s sa e sanane 34



SEGURIDAD DE LA SOJA ROUNDUP READY 3

RESUMEN

Gracias a la moderna biotecnologia, la compaiia Monsanto ha
desarrollado variedades de soja Roundup Ready® tolerantes a glifosato,
materia activa del herbicida Roundup®, mediante la produccién de la proteina
CP4 enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). La enzima EPSPS esta
presente en la ruta del 4cido sikimico para la biosintesis de aminoécidos
aromaticos en plantas y microorganismos. La inhibicién de esta enzima por el
glifosato da lugar a una deficiencia en la produccion de aminoacidos
aromaticos y a una inhibicién del crecimiento de las plantas. La ruta
biosintética de aminoacidos aromaticos no estd presente en las formas de
vida de mamiferos, aves o fauna acuitica, lo que explica la accion selectiva del
glifosato en plantas y su baja toxicidad en mamiferos.

Utilizando como método de transferencia la aceleracion de
particulas, la soja Roundup Ready evento 40-3-2 se obtuvo al introducir, en el
genoma de la soja, la secuencia que codifica la expresion de la proteina CP4
EPSPS, la cual presenta una tolerancia natural al glifosato. La proteina CP4
EPSPS se obtuvo de una bacteria comin del suelo, y pertenece a la clase de
proteinas EPSPS, encontrada con ubicuidad en plantas y microorganismos.

La tolerancia de la soja Roundup Ready al herbicida Roundup ha sido
demostrada desde 1991 en pruebas de campo llevadas a cabo en Estados
Unidos y desde 1996 con produccién comercial en Estados Unidos, Canada y
Argentina. Las variedades de soja Roundup Ready fueron sembradas en 1996
en menos del 5% de la superficie total de soja en Estados Unidos. En la
campana de 2000, el 54% de la superficie —aproximadamente |6 millones de
hectdreas, de los 30 millones de hectareas cultivados de soja en Estados
Unidos— fue sembrada con variedades de soja Roundup Ready,y en Argentina,
las variedades de soja Roundup Ready se cultivaron en cerca de 8 millones de
hectareas, lo que supone casi un 95% de adopcion.

A nivel global, la soja Roundup Ready representé alrededor de un
58% de los cultivos transgénicos cultivados en el afio 2000. Una de las razones
por la que los agricultores han acogido rdpidamente la soja Roundup Ready
es la sencillez que ofrece para el control de las malas hierbas. Considerando

®Roundup Ready y Roundup son marcas registradas de Monsanto.
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que el herbicida Roundup es altamente eficaz contra la gran mayoria de las
hierbas anuales y perennes y contra malas hierbas de hoja ancha, los
agricultores que sembraron variedades de soja Roundup Ready han sido
capaces de reducir el nimero de herbicidas usados para controlar las malas
hierbas que crecen en sus campos, lo que supone un ahorro en los costes del
control de las malas hierbas. Esta reduccion en el uso de herbicidas ha
beneficiado al medio ambiente al reducirse el nimero de aplicaciones de
herbicida y también permite a los agricultores realizar un control integrado
de las malas hierbas en sus campos, mas dificil de implementar cuando se
utilizan herbicidas de efecto residual aplicados antes de la siembra, o en
preemergencia del cultivo. También ha facilitado la adopcién de la agricultura
de conservacién, reduciendo el laboreo mecanico y emisiones de CO,, y
manteniendo sobre el suelo los restos vegetales para evitar la erosion.

Campo de soja Roundup Ready en siembra directa.

La seguridad de la soja Roundup Ready para alimentos y piensos, asi
como su seguridad ambiental ha sido establecida basandose en: la similitud
funcional y estructural de la proteina CP4 EPSPS con las diversas proteinas de
la familia EPSPS, que normalmente se encuentran en alimentos y derivados
obtenidos a partir de plantas tradicionales y de fuentes microbianas; la baja
exposicion dietética a las proteinas CP4 EPSPS; la ausencia de toxicidad de las
proteinas EPSPS en general y en estudios con la CP4 EPSPS en particular.
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Ademas, la equivalencia nutricional y las propiedades saludables de la soja
Roundup Ready, comparada con la soja convencional, fueron demostradas
mediante el andlisis de los nutrientes principales, incluyendo la composicién
centesimal, aminodcidos, acidos grasos asi como antinutrientes. La
equivalencia de la soja Roundup Ready con la soja convencional se confirmé
en numerosos estudios de alimentacién animal con ratas, vacas, pollos, siluros
y codornices. Los estudios también confirman que la soja Roundup Ready no
produce efectos negativos para el medio ambiente. Los resultados de estos
estudios demuestran que la soja Roundup Ready es tan segura como la soja
tradicional en cuanto a su uso como alimento o pienso y en cuanto a la su
seguridad medioambiental.
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INTRODUCCION

La produccién agricola actual se basa en el cultivo de un nimero
reducido de especies vegetales, domesticadas por el hombre a lo largo de
muchos siglos. Esta domesticacion consiste en una serie de modificaciones
genéticas naturales, que el hombre ha seleccionado de forma empirica,
seguidas de nuevas modificaciones buscadas y obtenidas mediante
cruzamientos dirigidos, hibridaciones o mutaciones, que en diferentes cultivos
se utilizan y consumen sin problemas. La seguridad de los alimentos derivados
de las plantas modificadas convencionalmente se basaba mas en las
observaciones durante su consumo, que en un estudio cientifico antes de su
puesta en el mercado.

Monsanto ha desarrollado plantas de soja Roundup Ready, que
presentan tolerancia al herbicida Roundup. El principal mecanismo de accién
del glifosato, materia activa del herbicida Roundup, es la inhibicion competitiva
de la enzima 5-enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Esta enzima forma
parte de la ruta del 4cido sikimico implicado en la produccién de aminoacidos
aromaticos y otros componentes aromaticos en plantas (Steinrucken y
Amrhein, 1990). Cuando las plantas tradicionales son tratadas con glifosato, no
pueden producir los aminodcidos aromdticos necesarios para su supervivencia.
Las variedades de soja Roundup Ready desarrolladas mediante la biotecnologia
moderna, expresan la proteina CP4 EPSPS, la cual se obtuvo de una bacteria
comun del suelo. La proteina CP4 EPSPS es, de forma natural, mucho menos
sensible a la inhibicion por el glifosato y de este modo, las plantas que expresan
esta proteina son tolerantes al herbicida Roundup.

El herbicida Roundup se utiliza como herbicida de aplicacion foliar y
es eficaz contra la mayoria de las hierbas anuales y perennes, ya sean de hoja
estrecha o de hoja ancha. El glifosato no presenta actividad residual en el suelo
(Franz y otros, 1997). Ademas esta materia activa no es propensa a lixiviarse,
se biodegrada en el suelo con el tiempo y presenta una toxicidad minima para
mamiferos, aves y peces (U.S. EPA, 1993; WHO, 1994; Giesy y otros, 2000;
Williams y otros,2000).

La soja Roundup Ready ofrece a los agricultores una herramienta
adicional para mejorar el control de las malas hierbas. El control de las malas
hierbas en los cultivos de soja es esencial, ya que éstas compiten con el cultivo
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para conseguir luz del sol, agua y nutrientes. Un fracaso en el control de las
malas hierbas dentro del cultivo supondria un descenso del rendimiento de la
cosecha y una reduccién de la calidad de las habas de soja. Ademas, las malas
hierbas dificultan la recoleccién mecanica del cultivo.

La tolerancia de la soja Roundup Ready al herbicida Roundup ha sido
demostrada desde 1991 en pruebas de campo llevadas a cabo a lo largo de
Estados Unidos y desde 1996 con amplia produccién comercial en Estados
Unidos, Canada y Argentina. Las variedades de soja Roundup Ready fueron
sembradas en 1996, en menos del 5% de la superficie total de soja en Estados
Unidos. En la campana del 2000, el 54% de la superficie de este cultivo
—aproximadamente |6 millones de hectdreas de los 30 millones de hectéareas
cultivadas con soja en Estados Unidos— fue sembrada con variedades de soja
Roundup Ready, y en Argentina, la soja Roundup Ready fue cultivada en cerca
de 8 millones de hectareas, lo que supone casi un 95% de adopcién (James,
2000). En general, la soja Roundup Ready representé alrededor de un 58% de
los cultivos transgénicos cultivados en el afio 2000. Una de las razones por la
que los agricultores han acogido rapidamente la soja Roundup Ready es la
sencillez que ofrece para el control de las malas hierbas. Considerando que el
herbicida Roundup es altamente eficaz contra la gran mayoria de las malas
hierbas anuales y perennes, de hoja estrecha y de hoja ancha, los agricultores
que sembraron la soja Roundup Ready han sido capaces de reducir el nimero
de herbicidas usados para controlar las malas hierbas que crecen en sus
campos, lo que supone un ahorro en los costes del control de las malas
hierbas. Esta reduccion en el uso de herbicidas ha beneficiado al medio
ambiente al reducirse el nimero de tratamientos, permitiendo a los
agricultores realizar un control integrado y eficaz de las malas hierbas en sus
campos, practicas que generalmente son mas dificiles de implementar cuando
se utilizan herbicidas mezclados con el suelo antes de la siembra, o de efecto
residual preventivo, en preemergencia del cultivo.

La soja Roundup Ready ha proporcionado los siguientes beneficios
medioambientales y econémicos:

* Mejora de la eficacia en el control de malas hierbas comparandola
con programas de herbicidas usados en soja convencional, ya que
los herbicidas preemergentes especificos, usados como prevencion,
son sustituidos por un herbicida post-emergente de amplio
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espectro, que puede ser usado cuando hace falta (Culpepper y
York, 1998; Roberts y otros, 1999). La introduccién de la soja
Roundup Ready en Estados Unidos ha eliminado 19 millones de
aplicaciones de herbicida por afio —un descenso del 12%, incluso a
pesar de que la superficie de soja se ha incrementado en un 18%,
desde 1996 hasta 1999 (Carpenter, 2001). Este descenso en las
aplicaciones de herbicida significa que los agricultores necesitaron
tratar menos sus campos, lo que supone un manejo mas facil del
cultivo y ahorro de combustible.

* Una reduccion de los costes de herbicidas para el agricultor. Se ha
estimado que en Estados Unidos los agricultores de soja han
ahorrado 216 millones de dolares en 1999 con respecto a 1995, el
afio anterior al que la soja Roundup Ready fuera introducida,
incluso teniendo en cuenta el mayor precio de la semilla
(Carpenter, 2001).

* Alta compatibilidad con las técnicas de Control Integrado de Malas
Hierbas y de conservacién del suelo (Keeling y otros, 1998,
FAO/ECAF, 2001), dando lugar a un nimero de importantes
beneficios medioambientales que incluyen una reduccion de la
erosién del suelo, una mejora de la calidad del agua (Baker y Laflen,
1979; Hebblethewaite, 1995; CTIC, 1998), una mejora en la
estructura del suelo con mayor cantidad de materia organica, (Kay,
1995; CTIC, 2000), mejora en la captacién de carbono (Reicosky,
1995; Reicosky y Lindstrom, 1995) y una reduccién de las
emisiones de CO, (Kern y Johnson, 1993; CTIC, 2000).

En resumen, las malas hierbas son una severa restricciéon para la
produccién mundial de soja. La soja no puede competir con ellas en sus
primeras fases de crecimiento y debe ser protegida de la invasién de malezas
agresivas. Los sistemas actuales de control combinan el uso de técnicas
culturales y mecanicas con herbicidas, para superar el efecto competitivo. La
introduccién de la soja Roundup Ready ha supuesto una reduccién en el
numero y los costes de las aplicaciones de herbicidas, dando como resultado
un control igual o incluso mejor de las malas hierbas. El uso de la soja
Roundup Ready también ofrece beneficios medioambientales asociados a la
agricultura de conservacién vy a las practicas integradas de control de malas
hierbas.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA SOJA
ROUNDUP READY

La linea de soja Roundup Ready 40-3-2 se desarrollé6 mediante la
introduccion de la secuencia que codifica la proteina CP4 EPSPS, en la
variedad de soja A5403, variedad de soja comercial de la Compafia de
Semillas Asgrow. A5403 es una variedad cultivada del grupo de madurezV, que
combina un alto rendimiento potencial con resistencia a las fases 3 y 4 de los
quistes del nematodo de la soja (SCN).También posee buen porte, excelente
nascencia y tolerancia a muchas enfermedades de hojas y tallos.
Posteriormente, la caracteristica Roundup Ready ha sido transferida a mas de
mil variedades comerciales de soja, por técnicas de mejora tradicional.

La linea de soja Roundup Ready 40-3-2 se obtuvo utilizando la
aceleracion de particulas como método de transformacién (McCabe y otros,
1988; Christou y otros, 1988) a partir de la linea parental de soja A5403 no
transgénica, utilizando ADN obtenido del plasmido PV-GMGT04 (Figura I).

Figura 1. Mapa del plasmido PY-GMGTO04 utilizado para producir la soja
Roundup Ready, evento 40-3-2.
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La insercion primaria del ADN, obtenida del plasmido PV-GMGTO04,
incluye una copia sencilla de la casette cp4 epsps con: el promotor E35S, las
secuencias que codifican el péptido de transicion al cloroplasto y la proteina
CP4 EPSPS, y el terminador de transcripcion nos 3’. La secuencia que codifica
la CP4 EPSPS incluye los codones de inicio y terminacién de traduccion,
codificando los 456 aminoacidos que dan lugar a la sintesis de la proteina
funcional CP4 EPSPS de 46 kDa en su totalidad, cuya presencia en la soja
Roundup Ready 40-3-2 se ha confirmado mediante transferencia Western,
ensayos ELISA y ensayos de actividad enzimatica EPSPS (Padgette y otros,
1995; Re y otros, 1993; Padgette y otros, 1994; USDA, 1994; Harrison y otros,
1996; Padgette y otros, 1996%).

Ademas de la insercion funcional primaria, la soja Roundup Ready,
evento 40-3-2, contiene dos pequefios segmentos insertados de ADN: un
segmento con 250 pares de bases de ADN cp4 epsps adyacentes al elemento
de terminacion de transcripcién nos 3’ y un segmento de 72 pares de bases
de ADN cp4 epsps que se co-segrega con la insercion principal. La ausencia de
funcionalidad de estos dos pequefios segmentos se confirmé por la ausencia
de ARN mensajero detectable y por la ausencia de proteinas, con base en
I) andlisis de transferencia Northern y PCR RT, los cuales demostraron la
ausencia de trascripcion detectable de cualquiera de los dos segmentos, y
2) andlisis de transferencia Western, en el cual sélo se detectd la proteina
esperada de longitud completa, codificada por el gen funcional cp4 epsps
insertado.

Las inserciones se heredan segln el patrén Mendeliano esperado y
su estabilidad ha sido demostrada a través del anilisis molecular desde la
generacion R3 hasta la Ré6 de la linea 40-3-2. Ademas, la soja Roundup Ready
derivada de la linea 40-3-2 se ha utilizado comercialmente en mas de 40
millones de hectdreas sembradas desde 1996, mostrando un comportamiento
consistente.
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NIVELES DE LA PROTEINA CP4 EPSPS EN LAS PLANTAS DE
SOJA ROUNDUP READY

Se ha desarrollado y optimizado un método de andlisis inmuno-
enzimatico ELISA (Harlow y Lane, 1988), para cuantificar niveles de proteina
CP4 EPSPS en muestras procedentes de hojas y semillas de soja (Padgette y
otros, 1995; Rogan y otros, 1999). En la Tabla I, se representan los niveles de
proteina encontrados en semillas y tejidos foliares de soja Roundup Ready,
que fueron tratados o no con el herbicida Roundup, en campos de ensayo de
EEUU, en 1992 y 1993 (Padgette y otros, 1995).

Tabla I. Niveles de proteina CP4 EPSPS (ug de proteinalmg de peso de tejido
fresco) en semillas y tejido foliar de soja Roundup Ready (40-3-2) y el control
parental (A5403).

Afo/tejido A5403 40-3-2 A5403 40-3-2
Tratado No tratado

1992 (6 localidades) 1992 (9 localidades)

Semilla media ND? 0.301 Semilla media ND 0.288
rango NA3 0.258-0.378 rango NA 0.186-0.395
DS NA 0.03 DS NA 0.066

1993 (4 localidades) 1993 (4 localidades)

Semilla media ND 0218 Semilla media ND 0.201
rango NA 0.166-0.287 rango NA 0.127-0.277
DS NA 0.042 DS NA 0.017

Hoja! media ND 0.489 Hoja media ND 0415
rango NA 0.308-0.856 rango NA 0.299-0.601
DS NA 0.239 DS NA 0.153

I Las muestras de hojas fueron recolectadas en tres de las cuatro localidades.

2 ND, no detectable. La media y la desviacién tipica (DS) no esté calculada porque la proteina CP4 EPSPS no
fue detectada en los extractos de A5403.

3 NA, no aplicable.
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El valor medio de proteina CP4 EPSPS en semilla de soja en las
pruebas de 1992 fue 0.301 pg/mg de peso fresco de planta, tratada con el
herbicida Roundup y 0.288 pg/mg de peso fresco de plantas no tratadas. El
valor medio en semillas de los ensayos de 1993 fue 0.218 pg/mg de peso
fresco en las plantas tratadas con herbicida Roundup y 0.201 pg/mg de peso
fresco en las plantas que no fueron tratadas. Este nivel de proteinas CP4
EPSPS en las semillas representa aproximadamente el 0.08% del total de
proteina en la semilla. Los niveles medios de proteina CP4 EPSP en los tejidos
foliares de la soja, en los ensayos de 1993, fueron 0.489 ug/mg de peso fresco
en plantas tratadas con el herbicida Roundup y 0.415 pg/mg de peso fresco
en las plantas no tratadas con el herbicida Roundup.

Como se esperaba, la proteina CP4 EPSPS no fue detectada ni en los
tejidos de semillas ni en las hojas de la soja de la variedad parental no
transgénica A5403, en ninguno de los afios, considerando el limite de
deteccion del método analitico.

EVALUACION DE LA SEGURIDAD DE LA PROTEINA
CP4 EPSPS

La evaluacion de la seguridad de la proteina CP4 EPSPS producida en
la soja Roundup Ready evento 40-3-2 incluye la caracterizacion de la proteina,
comparacién funcional y estructural de la proteina CP4 EPSPS con las
proteinas EPSPS que se encuentran en plantas y microorganismos con
antecedentes de seguridad en su consumo, estudio de su digestibilidad in vitro
en fluidos que simulan los medios gastricos e intestinales, toxicidad oral aguda
en ratones y comparacién de sus aminoacidos con los de toxinas y alergenos
conocidos.

Caracterizacién de la proteina CP4 EPSPS

La proteina CP4 EPSPS producida en la soja Roundup Ready es
funcionalmente similar a una diversa familia de proteinas EPSPS, encontradas
normalmente en alimentos y piensos, obtenidos de fuentes vegetales y
microbianas (Levin y Sprinson, 1964; Harrison y otros, 1996). Las proteinas
EPSPS son necesarias para la produccion de aminoacidos aromaticos en
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plantas y microorganismos. Los genes que codifican numerosas proteinas
EPSPS han sido clonados (Padgette y otros, 1988, 1991 y referencias
contenidas en este), y los dominios activos se conservan en las distintas
proteinas EPSPS conocidas (Padgette y otros, 1988, 1991). Las proteinas
EPSPS bacterianas han sido bien caracterizadas con rayos X con respecto a
su estructura cristalina tridimensional (Stallings y otros, 1991), y respecto a
sus cinéticas y mecanismos quimicos de reaccion (Anderson y Jonson, 1990).
La enzimologia y la funciéon conocida de las proteinas EPSPS en general y de
las proteinas CP4 EPSPS en particular, supone que esta clase de enzimas tiene
un papel bioquimico bien descrito y entendido en las plantas.

Desde la perspectiva de la seguridad, esta caracterizacién demuestra
que el efecto metabdlico de la expresion de las proteinas CP4 EPSPS esta
limitado a conferir tolerancia al herbicida Roundup. Parte de esta evaluacion
incluye la relacién estructural de la proteina CP4 EPSPS con otras proteinas
EPSPS encontradas en alimentos, la comparacion de las secuencias de
aminodcidos con identidad conservada respecto a los residuos de los sitios
activos, la conservacion de la estructura tridimensional basindose en la
similitud de la secuencia de aminodcidos y el hecho de que las proteinas
EPSPS catalizan un paso no limitado por la dosis, en la ruta de la sintesis de
aminodcidos aromaticos (por lo tanto, un aumento en el nivel de proteinas
EPSPS no deberia afectar al flujo de la ruta de aminoacidos aromaticos). En
relacién con la secuencia de aminodcidos, hay considerables divergencias
entre las proteinas EPSPS, ya conocidas. Por ejemplo, la secuencia de
aminodcidos de la proteina CP4 EPSPS tiene un 41% de similitud con respecto
al nivel de aminoacidos de la proteina EPSPS del Bacillus subtilis, mientras que
la proteina EPSPS de la soja tiene un 30% de similitud. De este modo, las
divergencias en la secuencia de aminodcidos de la proteina CP4 EPSPS, con
respecto a la secuencia de aminoacidos de la tipica proteina EPSPS alimenticia,
estan en el mismo rango de las divergencias existentes dentro de las propias
proteinas EPSPS (Harrison y otros, 1996).

El estudio de la actividad enzimatica (Harrison y otros, 1996) y las
evaluaciones bioquimicas de composicion de la proteina CP4 EPSPS (Padgette
y otros, 1996a) confirman que tiene el efecto metabdlico previsto al
expresarse en la soja Roundup Ready: la produccién de aminoécidos
aromdticos mediante la ruta biosintética del acido sikimico.
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Digestibilidad in vitro de la proteina CP4 EPSPS

Para valorar la susceptibilidad de la proteina CP4 EPSPS a la digestion
proteolitica, se realizaron ensayos in vitro usando fluidos digestivos gastricos e
intestinales semejantes a los de los mamiferos. Una rapida degradacion de la
proteina se corresponde con una exposicién limitada en el tracto
gastrointestinal y con una baja probabilidad de que la proteina pueda producir
efectos farmacologicos, toxicos o alergénicos. El método de preparacion de
las soluciones digestivas simuladas usadas viene descrita en la Farmacopea de
Estados Unidos (1989).

La proteina CP4 EPSPS es rapidamente digerida en el sistema digestivo
in vitro (Harrison y otros, 1996). Se han utilizado la actividad enzimatica y los
analisis con inmunotransferencias para monitorizar la degradacién de la
proteina CP4 EPSPS y demostrar que la vida media de la proteina en el fluido
gastrico simulado es menor de |15 segundos y menos de 10 minutos en el
fluido intestinal simulado. Para tener una idea de la rdpida degradacion de la
proteina CP4 EPSPS en el sistema géstrico simulado, se ha estimado que los
alimentos solidos tardan cerca de 2 horas en vaciar el 50% del estémago
humano, mientras que el 50% del liquido ingerido sale del estdbmago en
aproximadamente 25 minutos (Sleisenger y Fordtran, 1989).Si la proteina CP4
EPSPS no fuera degradada en el sistema gastrico, seria rapidamente degradada
en el intestino. Es improbable que las proteinas que son rapidamente
degradadas en el tracto gastrointestinal sean capaces de conferir toxicidad o
capacidad alergénica (Astwood y otros, 1996; Astwood y Fuchs, 2000).

Evaluacién de la toxicidad oral aguda de la proteina CP4 EPSPS,
en ratones

Pocas proteinas son téxicas cuando se ingieren, y aquellas que son
toxicas, normalmente actlan de forma aguda (Sjoblad y otros, 1992). Para
confirmar la ausencia de toxicidad aguda o cualquier toxicidad potencial
asociada con esta proteina se realizé un estudio de toxicidad por via oral en
ratones, utilizando la proteina CP4 EPSPS como sustancia a evaluar (Harrison
y otros, 1996). La administracién aguda (en una sola vez), fué considerada
suficiente para valorar la seguridad de la proteina CP4 EPSPS, puesto que las
proteinas téxicas actian mediante mecanismos agudos. No se detecté ningln
efecto adverso relacionado con el tratamiento en los ratones a los que se les
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administro la proteina CP4 EPSPS por via oral, a dosis de hasta 572 mg/kg de
peso corporal. Esta dosis representa un margen de seguridad significativo
—mas de 1.000 veces superior— en relacién al maximo consumo humano
potencial de proteina CP4 EPSPS y suponiendo que la proteina se expresa en
multiples cultivos (Harrison y otros, 1996). Los resultados de este estudio
demostraron que la proteina CP4 EPSPS no es un téxico agudo en
mamiferos. Este resultado era el esperado, dado que la proteina CP4 EPSPS
es digerida rapidamente en fluidos gastricos e intestinales in vitro y que la
proteina pertenece a una familia de proteinas con un historial seguro de
consumo y sin mecanismos biolégicos plausibles de toxicidad en animales.

Evaluaciéon de homologia estructural de la proteina CP4 EPSPS, con
proteinas téxicas conocidas

Otro aspecto usado para la valoracién del efecto potencialmente
téxico de proteinas introducidas en plantas es comparar la secuencia de
aminodcidos de la proteina con la secuencia de proteinas téxicas conocidas.
Las proteinas homologas, derivadas de un ancestro comun, tienen una
secuencia de aminodcidos similar y a menudo comparten funciones comunes.
Por lo tanto, no es recomendable introducir ADN que codifique una proteina
que sea homologa a una proteina téxica para animales y humanos. La
homologia se determina comparando el tanto por ciento de aminodcidos
similares entre proteinas, usando criterios publicados (Doolitte y otros,
1990). La proteina CP4 EPSPS no muestra similitud significativa en la
secuencia de aminodcidos, en comparacién con toxinas proteicas conocidas.

Evaluacién del potencial alergénico de la proteina CP4 EPSPS

Aunque no hay bioensayos predictivos disponibles para evaluar el
potencial alergénico de proteinas en humanos (FDA, 1992), las caracteristicas
fisicoquimicas y los perfiles de exposicién en humanos de las proteinas,
proporcionan una base para valorar la capacidad alergénica potencial
comparandolo con alergenos proteicos conocidos. Asi, aspectos importantes
para evaluar la capacidad alergénica de proteinas ingeridas via oral incluyen la
exposicion y evaluacion de los factores que contribuyen a esa exposicion, que
son entre otros, su estabilidad durante la digestién, la cantidad presente en los
alimentos y el patréon de consumo (cantidad) del alimento especifico (Metcalfe
y otros, 1996; Kimber y otros, 1999).
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Un parametro clave que contribuye a la capacidad alergénica
sistémica de ciertas proteinas de los alimentos parece ser la estabilidad a las
condiciones pépticas y dcidas del sistema digestivo (Astwood y otros, 1996;
Astwood y Fuchs, 1996; Fuchs y Astwood, 1996; FAO, 1996; Kimber y otros,
1999). Los alergenos proteicos importantes tienden a ser estables a la
digestion péptica y a las condiciones acidas del estémago, para alcanzar la
mucosa intestinal, donde puede iniciarse una respuesta inmune adversa.
Como se indica anteriormente, la valoracién in vitro de la digestibilidad de la
proteina CP4 EPSPS indica que la proteina, como otras proteinas que se
encuentran en los alimentos, es muy labil a la digestiéon cuando se la compara
con muchos alérgenos clinicamente importantes, presentes en los alimentos.

Otro factor significativo que contribuye a la capacidad alergénica de
ciertas proteinas de alimentos es su alta concentracion (Taylor, 1992;Taylor y
otros, 1987; Fuchs y Astwood, 1996). La mayoria de los alergenos estin
presentes como componente proteico importante del alimento en cuestion,
en cantidades del | al 80% del total de sus proteinas (Fuchs y Astwood, 1996).
En cambio, la proteina CP4 EPSPS estd presente en niveles bajos,
aproximadamente el 0.08% del total de proteinas presentes en las semillas de
soja (Tabla |; Padgette y otros, 1995). Ademas, se ha demostrado que en el
proceso de produccion de aceite de soja, una de las principales fuentes de
soja en la dieta humana, se reduce la gran mayoria de estas proteinas, de
forma que el aceite de soja refinado no desencadena reacciones alérgicas, en
personas sensibles a la soja (Bush y otros, 1995).

También es importante establecer que la proteina no es similar a
alergenos descritos previamente, ni a parte de secuencias de aminodcidos
potencial e inmunolégicamente relevantes, ni a estructuras de alergenos
conocidos. Una forma eficiente de determinar si las proteinas afiadidas son
alergénicas o si es probable que contenga estructuras que produzcan una
reaccién cruzada, es comparar la secuencia de aminoacidos de la proteina
introducida con las secuencias de todos los alergenos conocidos. Las
secuencias de proteinas asociadas a alergias o a la enfermedad celiaca se han
recopilado en bases de datos, disponibles para al publico (GenBank, EMBL, PIR
y SwissProt). La secuencia de aminodcidos de la proteina CP4 EPSPS fue
comparada con estas secuencias y se vio que no habia secuencias de
aminodcidos similares de forma significativa con ninguno de los alergenos
conocidos (Fuchs y Astwood, 1996).
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Finalmente, se realizé una evaluacién de los alergenos endégenos de
la soja convencional y de la soja Roundup Ready usando suero de pacientes
sensibles a las proteinas de la soja. Este estudio demostré que la introduccién
de la proteina CP4 EPSPS no causé cambios discernibles, cualitativa ni
cuantitativamente, en la composicién de las proteinas alergénicas endégenas
de la soja (Burks y Fuchs, 1995).

En resumen, por su funcién conocida, por la ubicuidad de la proteina
EPSPS y por estudios directos con la proteina CP4 EPSPS, se ha demostrado
que esta proteina no representa un nuevo riesgo en los alimentos que la
contienen. Los resultados muestran que no hay indicios de toxicidad de la
proteina CP4 EPSPS, tomando como medida los efectos adversos
relacionados con el tratamiento en los ratones con administracién oral de la
proteina CP4 EPSPS. Esta ausencia de toxicidad era esperable, dada la rapida
degradacion de la proteina CP4 EPSPS y de su actividad enzimatica en fluidos
gastrico e intestinal simulados. Ademas, la proteina CP4 EPSPS no presenta
homologias con proteinas téxicas o alergenos conocidos y se encuentra en
concentraciones muy bajas, en la soja Roundup Ready. Por otra parte, esta
proteina pertenece a una familia de proteinas con un largo historial de
consumo seguro.

ANALISIS DE LA COMPOSICION Y VALORACION
NUTRICIONAL DE LA SOJA ROUNDUP READY

La soja y sus usos

El disefio de un programa de evaluacién de la seguridad de alimentos
y piensos obtenidos de cultivos modificados genéticamente implica una
detallada comprensién de los usos del cultivo y de los productos derivados
para alimentaciéon humana y animal. La soja, Glycine max, es una de las mayores
fuentes del mundo de proteina y aceite vegetal. El diagrama siguiente describe
como la semilla de soja se procesa para la obtencién de aceite y productos
alimenticios.

Normalmente, un “bushel” (medida volumétrica) de soja de 60 libras
produce 48 libras de torta rica en proteina y || libras de aceite (Asociacién
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SOJ
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DE ACEITE
l \ COPOS DE SOJA
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ACEITE DE l \
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[ EVAPORACION DISOLVENTE | DISOLVENTE/
l l TOSTADO
ACEITE DE SOJA COPOS ALIMENTICIOS DE TORTA DE SOJA PARA
COMESTIBLE SOJA DESENGRASADOS PIENSO DESENGRASADA

Americana de la Soja, 1999). El principal uso de la soja tostada desengrasada
es en alimentacion animal (97%). La principal fraccién usada en la industria
alimentaria es el aceite de soja, el cual se utiliza para la obtenciéon de
margarinas, y aceites para masas, para cocinar y para ensaladas. La lecitina, un
fosfolipido que se elimina del aceite de soja crudo, se usa como emulsificante
natural, lubrificante y agente estabilizador. Los copos de soja también son
usados en distintos productos alimenticios, incluyendo tofu, salsa de soja, y
sucedaneos de leche y productos carnicos. Pocos alimentos incluyen la soja
sin procesar, ya que contiene de manera natural inhibidores de la tripsina, los
cuales actlian como anti-nutrientes, si la soja no es adecuadamente tratada
con calor, durante su preparacion. Los usos industriales de la soja van desde
la produccion de levaduras y anticuerpos a la fabricacion de jabones y
desinfectantes.

Anadlisis de la composiciéon

El analisis de la composicién es un factor critico en un proceso de
valoracién de seguridad integrado, como el descrito anteriormente (Astwood
y Fuchs, 2000). Cada uno de los parametros medidos, proporciona una
evaluacién de numerosos resultados acumulativos relativos a las rutas
bioquimicas, y por tanto proporciona informacién para valorar una amplia
gama de vias metabdlicas dentro de la planta. Las comparaciones de
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nutrientes y anti-nutrientes se han realizado con alimentos de una variedad
tradicional muy similar, asi como con el rango establecido para cada
componente especifico dentro de este cultivo, comparando con los niveles de
variacién natural dentro de las variedades convencionales de soja.

Se han realizado extensos estudios relativos a la composicién de la
soja Roundup Ready, linea 40-3-2, y los resultados han sido publicados
(Delannnay y otros, 1995; Padgette y otros, 1995; Padgette y otros, 1996;
Taylor y otros, 1999; List y otros, 1999). Los resultados obtenidos en mas de
1.400 andlisis individuales realizados indican que la composicion de la soja
Roundup Ready es substancialmente equivalente a la variedad de soja control
no transgénica y a otras variedades de soja comerciales. Los andlisis realizados
incluian:

* Composicion centesimal: proteinas, grasas, fibra, cenizas,
carbohidratos y agua.

 Anti-nutrientes: inhibidores de tripsina, lectinas, fitoestrégenos
(genisteina y daidzeina), estaquiosa, rafinosa y fitato.

* Perfil de acidos grasos: proporciones de acidos grasos individuales.

* Composicion de aminoacidos: niveles de aminoacidos individuales.

En laTabla 2, se muestran los resultados de la composicién centesimal
de la semilla de soja Roundup Ready y del control parental no transgénico.
Estos andlisis se han realizado en soja cultivada en seis localidades de Estados
Unidos, en 1992 y cuatro localidades, en 1993; las plantas de soja Roundup
Ready fueron tratadas con el herbicida Roundup. No se han observado
diferencias estadisticamente significativas en la composicion (proteinas,
cenizas, agua, aceites, fibras y carbohidratos) entre la soja Roundup Ready y el
control A5403, al nivel del 5%, confirmindose que los niveles de estos
compuestos en la soja Roundup Ready son comparables a los de la soja
convencional (Taylor y otros, 1999).

Los andlisis de la composiciéon en aminodcidos de las semillas de soja
Roundup Ready y de la soja A5403 se realizaron en la soja cosechada en
Estados Unidos en 1993 (Tabla 3). Los niveles de aminoacidos, incluyendo los
aminodacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano), fueron
comparados entre los dos tipos de semillas no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de ningiin aminoacido, al nivel del
5% (Taylor y otros, 1999).
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Tabla 2. Resumen de la composicién centesimal de la semilla de soja Roundup
Ready tratada con glifosato (40-3-2) y semillas' de soja control (A5403).
Resultados de los ensayos de campo en 1992 y 1993.

Caracteristicas? A5403  A5403  A5403  40-3-2  40-3-2  40-3-2 Rango en

media rango? SEM media rango SEM la literatura
1992
(6 localidades)*
proteinas 41.01 37.46-4490 0.37 40.35 36.42-4471 037  36.9-46.4¢
cenizas 5.18 4.61-552  0.07 534 4.73-591 0.07 4.61-5.37¢
humedad 12.68 [11.10-1430 1.28 10.56 7.67-22.65 1.28 7-1167
grasa 19.8 17.40-21.84 0.23 2041 18.19-22.19 023  13.2-22.5¢8
fibra 6.35 586-652 0.15 644  6.13-7.11 0.15  4.7-6.486°

carbohidratos 3401 32.36-3526 0.24 33.86 32.11-3573 0.24 30.9-34.0¢!0

1993

(4 localidades)®

proteinas 414  40.39-42.32 0451 4143 39.35-44.14 0451 36.9-46.4¢
cenizas 531 5.01-594 0.052 535 5.04-58! 0.052 4.61-5.37¢
humedad 573 5.8-6.19 0.137 5.74  532-620 0.137 7-1167
grasa 19.89 18.67-20.57 0.353 20.53 19.01-22.17 0.353 13.2-22.568
fibra 736 6.63-8.10 0.145 6.86 5.59-7.66 0.147 4.7-6.485°

carbohidratos 33.38 31.57-35.08 0.712 32.67 27.86-35.32 0.711 30.9-34.0¢!0

La media indicada corresponde a un (nico ensayo en una muestra de una de las seis localidades en 1992 y
cuatro localidades en 1993.

2 Todos los valores indicados se expresan en porcentaje de peso seco, excepto para humedad.
3 Los rangos muestran los valores mas bajos y mas altos de cada ensayo.

4 Los campos de cultivo de soja Roundup Ready en 1992, fueron tratados con una aplicacion de Roundup a
17,8 L/ha en preemergencia y otra aplicacion en postemercia temprana de |.75 L/ha.

5 Los campos de cultivo de soja Roundup Ready de 1992 fueron tratados con una aplicacién del herbicida
Roundup en preemergencia,a 17.8 L/ha y otra en postemergencia,a 2.34 L/ha.

Smith and Circle (1972)
Perkins (1995)

Wilcox (1985)

9 Mounts y otros. (1987)
10 Orthoefer (1978)

ES

~

®
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Tabla 3. Resumen de la composicién en aminodcidos de las semillas de soja
Roundup Ready tratadas con glifosato y semillas de soja parentales de
control’23 (g/100 g de peso en seco). Campos de ensayos durante 1993, en EEUU.

aminoacidos A5403  A5403  A5403  40-3-2  40-3-2  40-3-2 Rango en
media rango SEM media rango SEM la literatura?

Ac. Aspartico 450 4.30-459 0.063 451 421-475 0.063 3.87-4.98

Treonina 1.57 1.54-1.60 0.013 1.57 1.52-1.63 0.013 1.33-1.79
Serina 2.03 1.95-2.06  0.024 2.03 1.92-2.11  0.024 1.81-2.32
Ac. Glutamico 748 7.06-781 0.112 744  6.84-797 0.112 6.10-8.72
Prolina 2.07 1.97-2.16  0.023 2.06 1.91-2.16 0.023 1.88-2.61
Glicina 1.73 1.65-1.83  0.013 1.71 1.61-1.78 0.013 1.88-2.02
Alanina 1.73 1.66-1.79  0.012 1.72 1.67-1.76  0.012  1.49-1.87
Valina 1.94 1.87-1.97 0.019 1.93 1.83-2.00 0.019 1.52-2.24
Isoleucina 1.83 1.75-1.88  0.022 1.82 1.71-1.91  0.022 1.46-2.12
Leucina 3.09 296-3.16 0.037 3.06 290-3.19 0.037 271-3.20
Tirosina 1.39 1.34-1.41  0.012 1.38 1.32-144 0012 [.12-1.62
Fenilalanina 2.0l 1.92-2.06 0.015 1.98 1.86-2.08 0.015 1.70-2.08
Histamina 1.10 1.07-1.12  0.015 1.10 1.05-1.15 0.015 0.89-1.08
Lisina 263  2.53-2.69 0.021 264  2.53-276 0.021 2.35-2.86
Arginina 288  2.70-2.97 0.051 289  2.64-3.09 0.051 2.45-3.49
Cisteina 0.57  0.50-0.61 0.008 0.59  0.54-060 0.008 0.56-0.66
Metionina 0.54  0.48-0.50 0.009 0.54  0.51-0.55 0.009 0.49-0.66
Triptéfano 0.49  0.48-0.50 0.012 0.49  0.47-0.53 0.012 0.53-0.54

La media procede del anilisis de una muestra de una de cuatro localidades en EEUU durante 1993.A5403
es la linea de control y 40-3-2 es la linea de soja Roundup Ready. Los campos de ensayo de soja Roundup
Ready de 1992 fueron tratados con una aplicacion en preemergencia a 17.8 L/ha y otra en postemergencia
a 2.34 L/ha del herbicida Roundup.

No se encontraron diferencias significativas entre la soja Roundup Ready (40-3-2) y la linea de control
A5403 a un 5% de nivel de confianza (procedimiento SAS GLM).

Han y otros, 1991; Orthoefer, 1978.

~

w

En la Tabla 4 se muestra un resumen de los niveles de fitoestrégenos
de las semillas de soja de las cosechas de 1993 en los campos de ensayo
americanos. El rango total de genisteina y de daidzeina era variable segutn los
distintos lugares de cultivo lo que se refleja en los valores obtenidos de las
semillas de soja Roundup Ready y de A5403, utilizada como control. De
cualquier modo, los niveles medios totales de genisteina y de daidzeina en la
soja Roundup Ready son comparables a los de la soja A5403 de control,y a
los niveles de isoflavonas descritos para la soja cultivada (Wang y otros, 1990).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas, con un nivel de
confianza del 5% (Taylor y otros, 1999).
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Tabla 4. Resultados de la composicién en isoflavonas de semillas de soja
Roundup Ready tratadas con glifosato y semillas de soja parentales de control'
(g/100 g de peso en seco). Campos de ensayos durante 1993, en EEUU.

Isoflavonas A5403  A5403  A5403  40-3-2  40-3-2  40-3-2 Rango en
media rango SEM media rango SEM la literatura’

Genisteina total2 68l 230-1086 38.152 742 196-1231 38.152 461.1-1000

Genisteina libre3 20 14-28 NT 23 12-38 NT
Genisteina fijada? 662 210-1058 NT 719 172-1193 NT
Daidzeina total2 521 161-931  36.323 578 106-1064 36.323 330.6-706
Daidzeina libre3 42 19-70 NT 42 20-86 NT
Daidzeina fijada®? 479 142-862 NT 536 85-978 NT
Cumestrol total* ND NAS NTé ND NA NT
Biocianina total* ND NA NT ND NA NT

La media procede del anilisis de una muestra de una de cuatro localidades en EEUU durante 1993.A5403

es la linea de control y 40-3-2 es la linea de soja Roundup Ready. Los campos de ensayo de soja Roundup

Ready de 1993 fueron tratados con una aplicacion en preemergecia a 17.8 L/ha y otra en postemergencia

a 2.34 L/ha del herbicida Roundup.

2 No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los contenidos de genisteina y daidzeina
totales, entre la soja Roundup Ready (40-3-2) y la linea de control A5403, al nivel del 5% (procedimiento
SAS GLM).

3 No se ha realizado la comparacién estadistica entre la soja Roundup Ready (40-3-2) y la linea control

A5403 en cuanto a los contenidos de genisteina y la daidzeina libre y fijada.

Los niveles de cumestrol y biocianina debian estar por debajo de los limites de cuantificacion (10 ppm) del

método analitico empleado, por lo que se han considerado como “no detectables” (ND).

NA, no aplicable.

NT, no probado.

Pettersson, H.y K.H. Kiessling, 1984;Wang, G.y otros, 1990.
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También se realizo el analisis de la composicion de varias fracciones de
soja procesada, incluyendo la torta de soja tostada, la torta no tostada y
desengrasada, extractos de proteinas, concentrados de proteinas y aceites
(Padgette y otros, 1996b). La soja Roundup Ready y el control A5403
procedentes de los campos de ensayo americanos de 1992 fueron procesadas
de manera similar a los procedimientos comerciales, a escala méas pequefia. Los
resultados de la composicién centesimal de la soja no tostada y desengrasada,
extracto de proteinas y concentrado de proteinas se muestran en laTabla 5. Los
niveles de macronutrientes (proteinas, cenizas, grasa, fibra y carbohidratos) de
estas fracciones, obtenidas a partir de la soja Roundup Ready fueron
comparables a los niveles de las fracciones obtenidas a partir de la variedad
parental de soja. La composicién de dcidos grasos del aceite refinado,
decolorado y desodorizado (RBDO), obtenido del aceite de la soja Roundup
Ready, fue comparable al RBDO obtenido del aceite de la soja control (Tabla 6).
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Tabla 5. Composicién centesimal de la harina de soja no tostada y
desengrasada, extracto de proteinas y concentrado de proteinas, obtenidas en
ensayos de procesado de soja en EEUU, durante 1992'. (g/100 g de peso seco,

si no se indica otra cosa).

23

Componente A5403 40-3-2 Rango en la literatura
Harina desengrasada (no tostada)

Proteinas 53.2 53.6 40.0-59.02
Cenizas 6.53 6.89 6.0-6.43
Humedad, g/100g peso fresco 6.55 11.90

Grasa 230 0.73 0.9-1.04
Fibra 4052 4.23 2.5-4.5
Carbohidratos 38.0 388 34.0-38.0¢
Ureasa, pH 2.30 2.45

Inhibidor de la tripsina, TIU7/mg peso seco  65.9 83.5

Extracto de proteinas

Proteinas 84.6 822 85.2-92.08
Cenizas 3.30 3.89 2.3-7.6°
Humedad, g/100g peso fresco 4.77 5.26

Grasa 1.06 1.68 0.1-2.5'
Fibra <0.2 <0.2 0.1-0.4""
Carbohidratos 11.0 12.2 0.3-0.62
Concentrado de proteinas

Proteinas 65.1 67.2 66.2-78.113
Cenizas 491 591 4.7-6.5'4
Humedad, g/100g peso fresco 9.36 5.31

Grasa 5.27 4.47 0.9-2.0'5
Fibra 4.60 2.80 2.8-5.0¢
Carbohidratos 24.7 22.5 17.1-25.0'7

Smith y Circle, 1972;Wolf, 1983.
Fulmer, 1988; Smith y Circle, 1972.
Horan, 1974; Smith y Circle, 1972.
Fulmer, 1988; Sipos, 1988.

Sipos, 1988;Waggle y Kolar, 1979.

TIU = unidades de inhibidor de tripsina.
Torun, 1979;Waggle y Kolar, 1979.
Smith y Circle, 1972;Wolf, 1983.

10 Horan, 1974;Wolf, 1983.

! Smith y Circle, 1972;Wolf, 1983.

12 Waggle y Kolar, 1979;Wolf, 1983.

13 Bookwalter, 1978; Smith y Circle, 1972.
14 O'Dell, 1979; Wolf, 1983.

15 Mattil, 1974;Wolf, 1983.

16 Mattil, 1974; Smith y Circle, 1972.

17 Rackis, 1974; Wolf, 1983.
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Los valores corresponden a un ensayo unico. A5403 es la linea control y 40-3-2 es la linea de soja Roundup Ready.
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Tabla 6. Composicién en dcidos grasos del aceite refinado, decolorado y
desodorizado obtenido de la soja en el estudio del procesado de 1992, en
EEUU' (g/100g)

Acido Graso? A5403 40-3-2 Rango en la literatura3
6:0 (caproico) 0.16 0.20

7:0 (heptanoico 0.39 0.46

16:0 (palmitico) 10.46 10.50 7-12
17:0 (margarico) 0.12 0.14

18:0 (estedrico) 4.09 4.19 1-5.5,3.9
18:1 cis (oleico) 21.13 21.41 20-50,22.8
18:2 (linoleico) 52.20 51.71 35-60,50.8
18:3 (linolenico) 741 7.51 2-13,6.8
19:0 (nonadecanoico) 0.13 <0.10

20:0 (araquidico) 0.13 0.27 0.2,<1.0
20:1 (eicosanoico) 0.17 0.17 <l.0
22:0 (behénico) 0.55 0.52 <0.5
24:0 (lignocérico) 0.15 0.16

Desconocidos 2.68 2.47

Los valores corresponden a una sola muestra. A5403 es la linea de soja control y 40-3-2 la linea de soja
Roundup Ready.

2 Los écidos grasos 8:0,9:0, 10:0, I1:0, 12:0, 13:0, 14:1, 15:0,16:1, 17:1, 18.1 trans, 20:2, 20:3, 20:4, 20:5, 22:1,
22:2,22:6 y 24:1 fueron inferiores a <0.1 g/100g en las dos lineas.

3 Pryde, 1990.

Una caracterizacion detallada de la composicion en fosfolipidos de la
soja Roundup Ready fue realizada por List y otros. (1999). La lecitina derivada
de la soja Roundup Ready fue comparada con muestras de lecitina comercial
resultando los niveles de fosfatidilcolina, fosfatidiletalonamina, fosfatidilinositol
y acido fosfatidico encontrados comparables.

La siguiente tabla resume los andlisis que se realizaron en semillas de
soja y en varias fracciones de soja procesada (Padgette y otros, 1996;Taylor y
otros, 1999; List y otros, 1995):
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Soja entera Composicion centesimal
Composicion de aminoacidos
Composicion de acidos grasos
Inhibidores de la tripsina
Lectinas
Fitoestrégenos
Actividad de la ureasa
Composicion de fosfolipidos
Harina tostada Composicion centesimal
Inhibidores de la tripsina
Lectinas
Fitoestrégenos
Actividad de la ureasa
Estaquiosa y rafinosa
Fitatos
Solubilidad del nitrégeno
Harina desengrasada Composicion centesimal
Inhibidores de la tripsina
Actividad de la ureasa

Extracto de proteinas Composicion centesimal
Concentrado de proteinas Composicion centesimal
Aceite refinado, decolorado y desodorizado Composicion en dcidos grasos

En todos los casos , los resultados de los andlisis demostraron que
las semillas de soja y productos alimenticios obtenidos de la soja Roundup
Ready linea 40-3-2 son substancialmente equivalentes a los obtenidos de
variedades de soja convencionales.

Evaluacién nutricional.

Se han realizado una serie de estudios de alimentacion animal
utilizando dietas que incorporaban soja cruda o procesada procedente de la
linea Roundup Ready 40-3-2. Estos estudios confirmaron la equivalencia
nutricional de la linea 40-3-2, cuando se utilizaba como alimento para
animales, y aborda posibles efectos pleiotrépicos causados por el proceso o
el lugar de la insercién .

Los estudios de alimentacién animal incluyeron dos estudios
separados durante cuatro semanas en ratas, uno de cuatro semanas de vacas
lecheras, un estudio de seis semanas en pollos, uno de diez semanas en siluros
y uno de cinco dias con codornices (Hammond y otros, 1996; Rogers, 1998).
Los animales fueron alimentados con soja sin procesar o procesada
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(descascarillada, desengrasada y tostada). En estos estudios hubo un grupo
control alimentado con una linea de soja parental no modificada (A5403) de
la que se obtuvo la linea Roundup Ready 40-3-2. Los resultados de todos los
grupos fueron comparados usando métodos estadisticos convencionales con
el fin de detectar diferencias entre los distintos grupos en los parametros
medidos.

Los animales (ratas, pollos, siluros y codornices) alimentados con soja
Roundup Ready crecieron y tuvieron una ganancia de peso, con relacién al
pienso ingerido, comparable a la de aquellos alimentados con su homéloga
convencional (Hammond y otros, |996). El estudio realizado en vacas lecheras
demostrd que la produccién y composicion de la leche y fermentacion en el
rumen, fue también comparable en todos los grupos (Hammond y otros,
1996). Los resultados respecto a otros parametros medidos en cada estudio
de alimentaciéon fueron también similares entre grupos. Considerando la
poblacién estadounidense como a un todo, y respecto a su consumo de
productos derivados de soja, las dosis administradas en los estudios de
alimentacion animal, (en mg/kg de peso corporal) fueron 100 veces o mas
superiores al consumo humano diario medio de soja y sus derivados en EEUU
(USDA, 1993).

Otro estudio de quince semanas en ratas y ratones comparo el valor
alimenticio de la soja Roundup Ready con su control parental (Teshima y
otros, 2000). No se observaron diferencias composicionales destacadas entre
la soja Roundup Ready y el control no transgénico en cuanto a los acidos
grasos y aminoacidos. No se encontraron diferencias significativas en el
crecimiento, valor nutricional y la histopatologia de érganos relacionados con
el sistema inmune entre los animales alimentados con soja Roundup Ready y
los alimentados con el control no transgénico. La producciéon de
inmunoglobulina IgE especifica de soja no fue detectada en el suero de
ninguno de los grupos de animales y el incremento en IgG especifica de soja
fue comparable entre ambos grupos. No se observé inmunotoxicidad en ratas
o ratones alimentados con soja Roundup Ready.

Todos estos estudios confirman la seguridad para alimentos o
piensos y la equivalencia nutricional de dietas preparadas con soja Roundup
Ready linea 40-3-2 comparada con dietas preparadas con variedades de soja
control. El valor nutritivo de la soja Roundup Ready linea 40-3-2, incluso al
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alimentar a los animales con cantidades muy superiores a las que se podrian
encontrar en la dieta humana, fue el mismo que el de las variedades de soja
convencionales.

EVALUACION MEDIOAMBIENTAL
Soja

La soja cultivada, Glycine max (L.) es un tetraploide diploidizado
(2n=40). Es una planta erecta herbacea, anual, que puede llegar a medir 1,5
metros de altura. El genero Glycine es de origen asidtico y australiano (Lackey,
1981) y esta dividido en dos subgéneros Glycine y Soja. El primero consta de
doce especies silvestres perennes (Hymowitz y otros, 1992) distribuidas
principalmente en Australia, Islas del Pacifico Sur, Filipinas, y Taiwan (Newell y
Hymowitz, 1978). El subgénero Soja consta de tres especies anuales
procedentes de Asia, G. max, G. soja y G. gracilis. La primera especie es la soja
cultivada, la segunda especie es la forma silvestre de la soja, y la tercera especie
se refiere como la forma de soja considerada como maleza (Lackey, 1981). El
cultivo de la soja nacié en el norte y centro de China y esta considerado como
uno de los cultivos mas antiguos (Hymowitz, 1970). Las evidencias histéricas y
geograficas sugieren que la soja fue domesticada primero en la mitad oriental
de China entre los siglos 17 y Il AC. (Hymowitz, 1970). La soja fue
introducida por primera vez en los Estados Unidos en 1765, principalmente
como planta forrajera (Hymowitz y Harlan, 1983). El éxito del uso de la semilla
de la soja para la obtencion de aceite en Europa entre 1900 y 1910 promovio
el interés en su cultivo en los Estados Unidos.

La soja cultivada es esencialmente autdégama, (Carlson y Lersten,
1987; McGregor, 1976). Las anteras maduran en la yema floral y vierten su
polen directamente hacia el estigma de la misma flor, asegurando un alto
grado de autopolinizacién. La polinizacién cruzada generalmente es muy
escasa y varios estudios han mostrado que esta entre el 0,03 y el 3,62%
(McGregor, 1976;Woodworth, 1992).A distancias de mas de 4,5 metros de la
fuente del polen, la polinizacién natural cruzada en la soja es poco frecuente
(menos del 0.02%) y a menudo indetectable (Caviness, 1966). Caviness (1970)
demostré que abejas de la miel son las responsables de la polinizacién
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cruzada ocasional, y que los trips son polinizadores poco eficaces. Como
resultado, las plantas de soja son generalmente consideradas como lineas
homocigéticas puras de mejora.

La soja cultivada es sexualmente compatible sélo con miembros del
género Glycine. El cruce de soja con miembros de subgénero Glycine sélo es
posible con ayuda técnica extrema. La soja no se cruza con ninguna planta
emparentada de otros géneros (Hymowitz y Singh, 1987). La soja cultivada es
el Gnico miembro del género Glycine que crece en los Estados Unidos y sus
territorios. Ademas, esta soja cultivada no es sexualmente compatible con
ninguna otra especie de Glycine encontrada en los Estados Unidos o sus
territorios, a excepcidon de colecciones especiales para investigacion
mantenidas bajo examen y cuidado cientifico.

Las plantas de la soja son anuales y en Estados Unidos no sobreviven
vegetativamente de una estacion de crecimiento a la siguiente (Hymowitz y
Singh, 1987). La supervivencia de una estacién a la siguiente es mediante
semillas; no obstante, rara vez se ha visto crecimiento espontaneo de la soja
cultivada en EEUU. Debido a que la soja no mantiene una alta tasa de
germinacién y vigor durante largos periodos, en cada estacién de cultivo se
necesitan semillas frescas, cultivadas y manejadas adecuadamente de las
variedades comerciales (TeKrony al et., 1987).

Evaluacién de las caracteristicas agronémicas

La soja Roundup Ready 40-3-2 ha sido probada en ensayos de
campo en Estados Unidos, Centroamérica, América del Sur, Europa,
Europa Central y Canadd desde 1991. Los datos de mds de 150 ensayos de
campo realizados en un periodo de mas de tres afos antes de su
comercializacién en EEUU, demostraron que la soja Roundup Ready linea
40-3-2 no difiere significativamente de las sojas convencionales en morfologia,
produccién de la semilla (rendimiento), caracteristicas agrondmicas tales
como tiempo de floracion y cuajado de las vainas o vigor (germinacion o
persistencia) (Re y otros,1993). Ademds, la susceptibilidad a enfermedades
e insectos de la soja Roundup Ready 40-3-2 fue monitorizada, sin
observarse diferencias en la severidad de enfermedades o infestaciones de
insectos entre la soja Roundup Ready y las plantas control (Re y otros., 1993;
USDA, 1994).
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Recientemente, se han publicado datos relativos al rendimiento y
tolerancia al glifosato (Delannay y otros, 1995), resistencia a hongos (Sanogo
y otros, 2000) y control de las malas hierbas (Nelson y Renner, 1999). Estos
estudios confirman la conclusién de que la tolerancia al glifosato es un
cardcter hereditario estable y que no se espera que la planta presente riesgos
de planta indeseable u otros riesgos para el medio ambiente. Ademas, la
caracteristica Roundup Ready ha sido introducida en variedades de soja
convencionales de la mayoria de los proveedores de semillas de soja y esto
ha llevado al desarrollo de méas de mil variedades de soja Roundup Ready en
América del Norte. Las variedades de soja Roundup Ready han sido cultivadas
comercialmente en mas de 40 millones de hectareas a nivel mundial entre
1996 y 2000. Al introducir esta mejora no se ha detectado ninguna
caracteristica indeseable de las plantas y tampoco se ha observado ningiin
efecto negativo en el medioambiente, lo cual ha sido confirmado a través de
amplios estudios tanto antes como después de su aprobacién e introduccién
en el mercado. El comportamiento agronémico y la tolerancia al glifosato han
sido uniformes y consistentes en estas variedades, tal como se esperaba.

Evaluacién del potencial como mala hierba

La introduccién de los genes de tolerancia a un herbicida en un
cultivo no debe incrementar su potencial como mala hierba. Baker (1965)
desarrollé un consenso general respecto a los rasgos comunes de muchas
malas hierbas y la soja posee pocas caracteristicas de las plantas que son
consideradas malas hierbas. La soja es un cultivo anual considerado muy
domesticado, con una planta bien caracterizada, que no persiste en ambientes
inalterados sin la intervencién humana. La variedad A5403, variedad parental
de la soja Roundup Ready 40-3-2, no se considera como una mala hierba y la
introduccién del factor de tolerancia al glifosato en este cultivo no le ha
conferido nuevas caracteristicas para considerarla como mala hierba. No se
apreciaron diferencias entre las variedades transformada y sin transformar,
respecto al nimero de semillas producido, las caracteristicas de germinacién
de las semillas, la densidad final del cultivo, y la susceptibilidad a insectos
o enfermedades (USDA, 1994). Puesto que tanto las plantas de soja
Roundup Ready como las convencionales pueden ser controladas
eficazmente con herbicidas diferentes al glifosato o mediante labores, la
caracteristica Roundup Ready no ofrece una ventaja selectiva en ausencia de
este herbicida.
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Evaluacién de los efectos en organismos no objetivo

La soja Roundup Ready, linea 40-3-2 codifica la enzima CP4 EPSPS. La
EPSPS es una enzima necesaria en la ruta del sikimato para la biosintesis de
aminoacidos aromaticos en las plantas y microorganismos (Levin y Springson,
1964),y esta normalmente presente en alimentos y piensos de origen vegetal.
Las proteinas EPSPS de varias bacterias muestran tolerancia al glifosato
(Schulz y otros, 1985). Asi, la proteina CP4 EPSPS es una de las muchas
proteinas EPSPS presentes en la naturaleza. Por ello, todos los organismos que
se alimenten de vegetales en algin momento de su vida han sido expuestos a
la ingestion de proteinas EPSPS.

Teniendo en cuenta que las aves se pueden alimentar de las semillas
de soja que quedan en el campo, después de la cosecha, se evalué la salubridad
de la soja Roundup Ready en la codorniz Bobwhite que es la tradicionalmente
usada en estudios sobre alimentacion de aves. No se encontraron diferencias
en el consumo del alimento, aumento de peso corporal o conducta, entre las
aves alimentadas con 200.000 ppm (20% peso/peso) de torta cruda de soja
Roundup Ready y las aves alimentadas con torta cruda de soja de la variedad
parental A5403. Con base en los pardmetros medidos, la salubridad de la soja
Roundup Ready se consideré equivalente a la de la linea patrén no
transgénica en cuanto a su uso para la alimentacién de codornices.

Impacto potencial en la biodiversidad

Dado que las proteinas EPSPS se encuentran de forma natural entre
plantas y hongos de la naturaleza, que no son téxicas para peces, aves, insectos,
mamiferos y otras especies y que la exposicion a estas especies es bastante
improbable, debido a sus preferencias alimentarias, no se espera que se produzca
ningun efecto adverso sobre la fauna salvaje tras la comercializacién de la soja
Roundup Ready. Ademas, los datos agrénomicos y de composicion obtenidos de
la soja Roundup Ready apoyan la afirmacion de que el impacto sobre la
biodiversidad de la soja modificada sera equivalente al de la soja tradicional.

Evaluacién de la tolerancia al glifosato

Hasta el momento se han identificado mas de 100 malas hierbas que
han desarrollado resistencia a herbicidas; mas de la mitad de ellas son
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resistentes a herbicidas de la familia de las triazinas (Holt y Le Baron, 1990;
Shaner, 1995). La resistencia se ha desarrollado normalmente a causa de la
presién selectiva producida por el repetido uso de herbicidas con un Gnico
mecanismo de accién, por una larga actividad residual del herbicida con
capacidad de controlar malas hierbas durante un afo, y por las frecuentes
aplicaciones del mismo herbicida sin rotacién con otros herbicidas o practicas
culturales. Usando estos criterios y en base a datos actuales, el glifosato se
considera un herbicida con un riesgo bajo de desarrollo de resistencia en
malas hierbas (Benbrook, 1991). No obstante, la cuestion se centra en si la
introduccién de cosechas tolerantes a un herbicida especifico, como glifosato,
puede llevar a la aparicién de malas hierbas resistentes a ese herbicida en
particular. Esta preocupaciéon se basa en que el uso del herbicida se
incrementara significativamente, y que posiblemente este se usara
repetidamente en la misma localidad. Sin embargo, el aumento en el uso del
glifosato en los afios previos habia sido mayor que el asociado con la
introduccién de las variedades de soja Roundup Ready. Aunque no se puede
afirmar que la aparicion de resistencia al glifosato no ocurra, el desarrollo de
la resistencia al glifosato en las malas hierbas se espera que sea un suceso raro

ya que:

I)las hierbas y los cultivos no ofrecen tolerancia natural a este
herbicida, y en la larga historia de uso extensivo de glifosato se han
dado pocos casos de malas hierbas resistentes (Bradshaw y otros,
1997);

2)el glifosato tiene muchas propiedades Unicas, tales como su modo
de accion, estructura quimica, metabolismo limitado en plantas, y
ausencia de actividad residual en el suelo, lo que hace que el
desarrollo de resistencias sea poco probable;

3)la generacién de resistencia al glifosato usando plantas enteras o
técnicas de cultivo de tejidos no ha sido posible, por lo que es
extrafio que ocurra en la naturaleza en condiciones normales de
campo.

En 1996, en Australia, se informé que un biotipo de vallico (Lolium
rigidum) estaba sobreviviendo a las aplicaciones recomendadas de glifosato
(Pratley y otros, 1996). Hasta el momento, después del examen de miles de
muestras, se ha confirmado que sélo en tres lugares habia poblaciones
resistentes, indicando que el fenémeno no se habia extendido. Un gran
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nimero de experimentos bioquimicos y de biologia molecular para
determinar la causa de las diferencias de control de las malas hierbas entre el
biotipo resistente de vallico de Australia y el sensible al glifosato, indicaron
que la resistencia observada era debida a una combinacién de factores. Las
conclusiones hasta el dia de hoy son que el biotipo resistente es facilmente
controlado por practicas convencionales (cultivo, otros herbicidas),y que esta
causado por un complejo patrén de herencia, que hace improbable que esto
ocurra en una amplia gama de otras especies (Pratley, 1999).

En la actualidad, estdn siendo investigados dos informes adicionales
de vallico resistente en el norte de California. Al igual que en las localidades
australianas, estos campos son pequefios y aislados. De nuevo, el uso de la
siega y otros herbicidas han sido muy efectivo en el control del vallico, y
continda la investigaciéon para entender mejor el mecanismo de resistencia.
Més recientemente, se ha informado que una poblacién de Elusine indica
(“goosegrass”) sobrevivié a las dosis recomendadas de glifosato en cultivos de
Malasia; los andlisis indicaron que la Eleusine resistente tiene una proteina
EPSPS modificada que es de dos a cuatro veces menos sensible al glifosato que
otros biotipos mas sensibles. Las investigaciones contintan, en un esfuerzo
por mejorar la comprensién del mecanismo de resistencia.

Conclusiones de la evaluacién medioambiental

En resumen, las evidencias recogidas hasta el dia de hoy, muestran que
la soja Roundup Ready ofrece a los agricultores nuevas oportunidades para
obtener cosechas de soja de una forma que es medioambientalmente superior
a los métodos tradicionales. Las evaluaciones agronémicas consistentes en el
vigor de la planta, caracteristicas de los hdabitos de crecimiento vy
susceptibilidad a las enfermedades, han mostrado que la soja Roundup Ready
no representa un problema como planta agresiva en comparacién con la
variedad de soja parental A5403. Es mas, la proteina CP4 EPSPS introducida no
aporta ninguna toxicidad potencial para la fauna y los organismos a los que no
va dirigido. Ademas, los datos generados que apoyan el registro del herbicida
Roundup y casi 30 afios de experiencia, de uso comercial con el glifosato,
demuestran que este herbicida es esencialmente no-téxico para los humanos,
mamiferos y otro organismos, y no se espera que su uso en la soja cause
efectos adversos o inaceptables para el medio ambiente.
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CONCLUSIONES

La introduccién de las variedades de soja Roundup Ready ha
reducido el nimero y coste de aplicaciones de herbicidas, y ofrece
considerables beneficios medioambientales gracias a que facilita la agricultura
de conservacion. Detalladas evaluaciones sobre seguridad alimentaria y
medioambiental confirman la seguridad de este producto con base en: la
seguridad de los elementos genéticos contenidos en el vector de
transformacién usado en la produccion de la soja Roundup Ready linea 40-3-
2; la funcion metabdlica conocida y el historial de uso seguro (incluyendo el
consumo) de la familia de proteinas EPSPS presente en todas las plantas,
hongos y bacterias; la evaluacién directa de la proteina CP4 EPSPS (incluyendo
ausencia de toxicidad); la evaluacién de la equivalencia de composicion y
nutricional de la linea 40-3-2 (comparando nutrientes importantes,
antinutrientes y alergenos de la variedad parental y de la soja convencional);
una comparacion de las caracteristicas agrondmicas de la variedad 40-3-2 con
la soja parental convencional; y una comparacién de las propiedades
nutricionales y de seguridad de la linea 40-3-2 con la soja parental y
variedades de soja convencionales, mediante estudios de alimentacién animal.

Estas evaluaciones confirman que la soja Roundup Ready es tan
segura como las variedades de soja convencionales y que la soja Roundup
Ready no presenta riesgos de planta indeseable o de otro tipo para el medio
ambiente.
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