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Resumen y Abstract IX

Resumen

Analisis de la equivalencia sustancial de maiz off patent (evento TC1507) con

resistencia a insectos y con tolerancia al herbicida glufosinato de amonio

Este estudio fue disefiado para realizar el analisis de la equivalencia sustancial del
maiz off patent (evento TC1507), que contiene los genes que codifican para las
proteinas CRY1F y PAT, que le confieren resistencia a insectos lepidopteros y
tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. Se llevd a cabo una revision
tecnoldgica para recopilar los estudios con los que se sustentd la equivalencia
sustancial en Colombia y en las principales agencias regulatorias en el mundo el
evento de maiz transgénico TC1507, junto con el analisis de la equivalencia
sustancial que se realizd6 a partir de la comparacion de los niveles de los
componentes nutricionales de los analitos proximales en los tejidos de grano y forraje
de los genotipos off patent de plantas de maiz transgénicas y genotipos de maiz
convencional. Los niveles de los analitos evaluados en las plantas transgénicas se
encontraron dentro de los rangos publicados en la literatura para el maiz no
transgénico y fueron estadisticamente no significativos del maiz convencional del
cual derivan (lineas elite de maiz). Estos resultados constituyeron una parte de la
evidencia con la que se sustentaron y solicitaron ante las instituciones regulatorias
nacionales, INVIMA e ICA, la autorizacién para consumo de seres humanos y
animales en Colombia, del primer maiz transgénico en el mundo desarrollado con

base en tecnologias que estan en dominio publico.

Palabras clave: Maiz transgénico, off patent, equivalencia sustancial, composicion

de nutrientes, analisis composicional



Abstract

Substantial equivalence analysis of off-patent corn (event TC1507) with insect

resistance and glufosinate-ammonium herbicide tolerance.

This study was designed to carry out the substantial equivalence analysis of the off
patent corn event TC1507, which contains the genes that code for the CRY1F and
PAT proteins, which confer resistance to lepidopteran insects and tolerance to the
herbicide glufosinate ammonium, respectively. A review was carried out aimed at
gathering information on the studies that supported substantial equivalence in
Colombia and on those of the main regulatory agencies throughout the world about
the transgenic corn event TC1507. Substantial equivalence analysis also included
comparison of nutritional component levels from tests for proximate analytes present
in grain and forage tissues from both transgenic off patent corn and conventional corn
genotypes. Analyte levels assessed in transgenic plants were found within the ranges
published in the literature for non-transgenic corn and were statistically
indistinguishable from the conventional corn from which they were derived (elite corn
lines). These results are part of the evidence that supported the application submitted
to the national regulatory institutions INVIMA and ICA in order to obtain authorization
for animal and human consumption. This is the first domestically developed corn
genotype containing the off-patent event TC-1507, since the technology that made it

possible is already in the public domain.

Keywords: Off-patent transgenic corn event, substantial equivalence, nutritional

composition, compositional analysis
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1 Introduccion

Las primeras plantas transgénicas se produjeron a principios del decenio de 1980 por
medio de la transformacion con Agrobacterium tumefaciens como vector para
introducir un nuevo gen en las plantas (Bevan et al., 1983; Herrera-Estrella et al.,
1983). Los primeros cultivos transgénicos o genéticamente modificados (GM) se
liberaron comercialmente en 1996, después de superar las evaluaciones de
bioseguridad e inocuidad, y hasta la fecha han sido adoptados por los agricultores de
mas de 28 paises, representando para el 2018 la mayoria de la superficie cultivada
de varias de las especies domesticadas mas importantes: maiz, soya, algodén y
canola (Duke & Cerdeira, 2010; Brookes & Barfoot, 2018).

Se denominan eventos a la localizacién precisa en el genoma del hospedero del
casete de expresion que responde por la caracteristica de interés. Los eventos que
confieren tolerancia a herbicidas y los que confieren resistencia a insectos son los
rasgos introducidos mas ampliamente, y han beneficiado a los agricultores
adoptantes, quienes han obtenido mayores rendimientos, disminuyendo costos de
insumos y generando menor contaminacion ambiental (Brookes & Barfoot, 2018;
Carpenter, 2010; Cerdeira et al., 2011).

Después de mas de 20 afos de la liberacion comercial de los primeros cultivos
transgénicos, las patentes que cubrian estos eventos comenzaron a expirar y ahora
constituyen parte del dominio publico. Estas patentes fueron vélidas durante 20 afos
después de su concesién en cada uno de los paises donde fueron presentadas vy
aprobadas (Rudelsheim, et al., 2018). En contraste con el desarrollo de productos
genéricos en las industrias farmacéutica y agroquimica, los actuales marcos
regulatorios sobre los cultivos transgénicos de cada pais tienen un desafio a la hora
de establecer una politica regulatoria para la siembra, liberacién comercial y uso

como alimento para seres humanos y animales de los cultivos off patent, cuyos



eventos han sido previamente autorizados y que a futuro permitirian una industria de
cultivos off patent viable (Rudelsheim, et al., 2018). El plazo para la comercializacion
de un evento es aproximadamente 14 afos para el primer lanzamiento comercial
(Fraley, 2015) y una inversion elevada (McDougall, 2011), en particular para cumplir

con todos los requisitos regulatorios.

Uno de los aspectos mas importante para la adopcién de cultivos transgénicos, y con
frecuencia el mas controvertido, ha sido si estos son tan seguros como los cultivos
convencionales con respecto al consumo como alimento para seres humanos y
animales. El proceso comparativo de la evaluacién de la inocuidad de un alimento o
alimento derivado de cultivos transgénicos se basa en el concepto de que existe una
"certeza razonable de que no hay peligro" debido a su uso previo (FAO/OMS, 1996).
Este proceso compara las caracteristicas fenotipicas y la composicion del cultivo
transgénico con el de su cultivo homélogo convencional que tiene un historial de uso
seguro (FAO, 2000). El proceso se conoce como andlisis equivalencia sustancial, que
es utilizado por muchas autoridades reguladoras y de inocuidad de los alimentos en
todo el mundo, como una parte clave de la evaluacion de la seguridad de los
alimentos y/o derivados de cultivos transgénicos. Mas alla de esta comparacion
composicional, se realizan evaluaciones de seguridad que incluyen el rendimiento
agrondmico del cultivo, la seguridad del gen introducido, el potencial toxico vy
alergénico de la proteina expresada y los efectos no deseados debido a la insercion
del gen (FAO, 2000). Dentro de estas evaluaciones de seguridad, el analisis de la
equivalencia sustancial, cuyo enfoque mas comun ha sido comparar la linea
transgénica con su version isogénica sin el transgén, mediante el analisis de la
composicion, con el fin de identificar diferencias potenciales en los niveles de cada
uno de los componentes nutricionales; si no se encuentran diferencias significativas o
estas estan dentro de la variacién natural esperada, o dentro de rangos reportados en
la literatura para cada componente, los resultados de esta evaluacidon son
presentados como parte fundamental de los requisitos solicitados por las autoridades
regulatorias para la solicitud del consumo por seres humanos y animales de un
cultivo transgénico (OECD, 2004). Hasta la fecha este concepto ha demostrado ser
exitoso, ya que después de dos décadas del uso de los cultivos transgénicos, y su

adopcion en el comercio mundial de alimentos y piensos, no se ha encontrado ningun



caso de efectos perjudiciales en seres humanos o animales (Brookes & Barfoot,
2018). La evidencia ha demostrado que los efectos del transgén en las plantas
tienden a ser pequefios, con la excepcion de los casetes de expresion disefiados
para modificar algun componente nutricional (Novak & Haslberger, 2000; Herman,
2013). Muchos paises realizan una extensa evaluacion de la seguridad de los cultivos
GM antes de autorizar su liberacién comercial para cultivo, asi como para importacion
de alimentos y piensos (Konig et al., 2004; Price & Underhill 2013). Aunque existen
diferencias de procedimiento entre paises, el consenso general entre las autoridades
reguladoras es que la evaluacion de seguridad de los organismos modificados
genéticamente (OGM) se puede lograr bajo el concepto de equivalencia sustancial
(OECD, 1993; FAO/OMS, 1996; Codex Alimentarius, 2003).

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una de las plagas mas comunes del
maiz, ha sido la responsable de grandes pérdidas econdmicas en Colombia (ICA,
2008), la introduccion de genes de resistencia a insectos en genotipos de maiz
colombianos es una alternativa potencial para el control de esta plaga. Con este
objetivo, el Programa de Mejoramiento Genético de Maiz del Centro Nacional de
Investigaciones de Cereales y Leguminosas (CENICEL) de la Federacion Nacional de
Cultivadores de Cereales y Leguminosas (FENALCE) con el apoyo del grupo de
investigacion de Ingenieria Genética de Plantas de la Universidad Nacional de
Colombia (IGP-UN) mediante el método de retro cruzamiento de lineas elite de maiz
colombianas cruzadas con el maiz HERCULEX® | (maiz transgénico evento
TC1507), asistidos por pruebas de campo complementarias y ensayos de inmunotrips
(Jiménez, et al., 2016), obtuvieron lineas elite de maiz de los genotipos colombianos
con el evento TC1507 (cry1f y pat), posteriormente se hibridaron las lineas élite con
el evento introgresado, obteniendo un hibrido de maiz off patent del evento TC1507
producto de las mejores combinaciones hibridas del programa de fitomejoramiento
(Jiménez, et al, 2016). El Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) mediante
resolucion 13025 del 26 de agosto de 2019 autorizo a FENALCE siembras
comerciales de los genotipos de maiz que contengan el evento TC1507 en las
subregiones naturales Caribe humedo, Caribe seco, Valle geografico del rio Cauca,
Valle geogréfico del rio Magdalena, Orinoquia y area Cafetera con altitud entre 1200

y 1800 msnm. Esta es la primera autorizacién en el mundo, para siembras



comerciales de cultivares de maiz transgénico desarrollado con base en tecnologias

que estan en dominio publico.

El propésito de este trabajo fue realizar el analisis de la equivalencia sustancial, a
partir de la comparacion de los niveles de los componentes nutricionales de los
analitos proximales en los tejidos de grano y forraje de los genotipos off patent de
plantas de maiz transgénicas, evaluando su equivalencia a los de los genotipos de
maiz convencional del que se derivan. Se determind que los genotipos transgénicos
de maiz off patent (hibrido y lineas elites) desarrollas por FENALCE e IGP son
equivalentes sustancialmente a los genotipos de maiz convencional de la cual
derivan (isolineas elite), constituyendo la evidencia parcial, junto con la revision de
analisis de equivalencia del evento TC1507, los soportes para sustentar y solicitar
ante las instituciones regulatorias nacionales, INVIMA e ICA, la autorizacién para

consumo para seres humanos y animales en Colombia.

Del producto de este trabajo se espera que beneficie a los agricultores de maiz, que
tendran la posibilidad de acceder a semillas off patent de maiz que son resistentes a
insectos y tolerantes al herbicida glufosinato de amonio. Potencialmente puede ser
una guia para afrontar los desafios legales y regulatorios para la liberacion comercial
de cultivos off patent en Colombia, viéndose beneficiadas instituciones publicas y
empresas privadas de semillas que quieran desarrollar cultivos off patent en
Colombia, y otros paises cuya regulacién en materia de organismos genéticamente

modificados sea similar.



2 Justificacion

Antes de la comercializacion, un nuevo cultivo transgénico se somete a una serie de
evaluaciones de bioseguridad. El proceso comparativo de la evaluacién de la
inocuidad de un alimento o alimento derivado de cultivos GM se basa en el concepto
de que existe una "certeza razonable de que no hay peligro" debido a su uso previo
(FAO/OMS, 1996). Este proceso compara las caracteristicas fenotipicas y
principalmente de la composiciéon nutricional del cultivo transgénico con el de su
cultivo homologo convencional que tiene un historial de uso seguro y se denomina
“equivalencia sustancial” (FAO, 2000). El andlisis de la equivalencia sustancial debe
tener en cuenta, la existencia de un comparador pertinente (variedad de la cual deriva
la planta transgénica), se deben identificar en cada caso los parametros pertinentes
propios de la planta que seran comparados y por ultimo, la variabilidad inherente de
la mayor parte de los parametros que se miden en los sistemas bioldgicos puede
dificultar la interpretacion del significado de los cambios observados, por lo que se
debe tener en cuenta la variacion de los parametros que se van a comparar (FAO,
2010). Las evaluaciones de composicion siguen las pautas aceptadas globalmente y
esbozadas en documentos de consenso de la Organizacién para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmicos (OCDE, 2001). ElI consenso de la OCDE enfatiza las
comparaciones directas entre el nuevo cultivo mejorado biotecnolégicamente y un
control casi isogénico para identificar diferencias potenciales en los niveles de
componentes clave de nutrientes y antinutrientes, tal como lo evidencian otros

estudios (Cheng et al., 2008; Harrigan, et al., 2010). En contraste con el desarrollo



de productos genéricos en las industrias farmacéutica y agroquimica, los actuales

marcos regulatorios sobre los cultivos transgénicos de cada pais tienen un desafio a

la hora de establecer una politica regulatoria para la siembra, liberacién comercial y

uso como alimento para seres humanos y animales de los cultivos off patent, cuyos

eventos han sido previamente autorizados.

3 Objetivos

3.1

3.2

Objetivo general

Determinar la equivalencia sustancial del maiz off patent (evento TC1507),
hibrido y lineas elites transgénicas, con respecto a su isolinea homologa

convencional

Objetivos especificos

Realizar una revisién de literatura a profundidad de los diferentes ensayos de
campo con lo que se ha sustentado la equivalencia sustancial del evento de

maiz transgénico TC1507 ante las autoridades regulatorias.

Determinar la equivalencia sustancial a partir de los resultados de cada uno
de los analitos cuantificados para las muestras de grano y forraje de maiz de

cada uno de los genotipos.
Determinar la equivalencia sustancial a partir de la combinacién de los datos

de los analitos de todas las réplicas para grano y para forraje de cada uno de

los genotipos.



4 Planteamiento del problema

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una de las plagas mas comunes del
maiz, ha sido la responsable de pérdidas econdémicas en Colombia (ICA, 2008), la
introduccion de genes de resistencia a insectos en genotipos de maiz colombianos es
una alternativa potencial para el control de esta plaga. Con este objetivo el Programa
de Mejoramiento Genético de Maiz CENICEL-FENALCE con el apoyo IGP - UN
mediante el método de retrocruzamiento de lineas elite de maiz colombianas
cruzadas con el maiz evento TC1507), asistidos por pruebas de campo
complementarias y ensayos de inmunostrips, obtuvieron lineas elite de maiz de los
genotipos colombianos con el evento TC1507 (cryl1f y pat), posteriormente se
hibridaron con lineas élite, obteniendo un hibrido de maiz off patent del evento
TC1507 producto de las mejores combinaciones hibridas del programa de
fitomejoramiento (Jiménez, et al., 2016). Un paso esencial dentro del desarrollo de
una planta modificada genéticamente con fines comerciales es la evaluacién de su
seguridad, por lo que se somete a una rigurosa evaluacioén para garantizar que no se
produzcan cambios biolégicamente relevantes, intencionados o no intencionales en
sus nutrientes, anti nutrientes, toxinas y alérgenos (Goodman, 2014). Garantizar la
equivalencia sustancial del maiz off patent (evento TC1507) es de suma importancia
para cumplir con los requisitos necesarios para obtener la autorizacion para consumo
humano y animal de cultivos transgénicos, es regulada por el decreto 4525 de 2005,
que reglamenta la ley 740 de 2002 sobre el “Protocolo de Cartagena sobre Seguridad
de la Biotecnologia del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica”. La equivalencia
sustancial significa que un nuevo producto, como un cultivo modificado

genéticamente, debe ser el mismo que el cultivo no modificado genéticamente, con



excepcion de los rasgos que fueron mejorados, agregados o eliminados mediante
ingenieria genética (FAO/OMS, 1996). El concepto de equivalencia sustancial dentro
de la evaluacion de la inocuidad de las plantas modificadas genéticamente fue
formulado por primera vez por la OCDE en 1993. Desde entonces, varias
instituciones respaldaron este concepto como un punto de partida clave para la
evaluacion de la inocuidad. No es un criterio cuantitativo o un obstaculo, sino un
marco para la toma de decisiones por parte de las autoridades regulatorias (OCDE,
2004): los expertos establecieron que la equivalencia sustancial no es en si mismo
una evaluacion de la inocuidad, puesto que no caracteriza los peligros, pero
estructura el anadlisis de las caracteristicas y la composicién de los alimentos
obtenidos de plantas de ADN recombinante (transgénicos). Es un concepto flexible,
ya que es un instrumento que ayuda a identificar cualquier diferencia, intencional o
no, que podria ser objeto de una evaluacion posterior de la inocuidad (FAO/OMS,
2000).



5 El concepto de equivalencia sustancial

El proceso comparativo de la evaluacion de la inocuidad de un cultivo o un alimento
derivado de cultivos GM se basa en el concepto de que existe una "certeza razonable
de que no hay peligro" debido a su uso previo (FAO/OMS, 1996). Este proceso
compara las caracteristicas fenotipicas y la composicién del cultivo GM con el de su
cultivo homélogo convencional que tiene un historial de uso seguro (FAO, 2000). El
proceso se conoce como el andlisis de la equivalencia sustancial, la investigacion
resultante de la comparacion de la composicién nutricional entre los cultivos GM y los
comparadores no transgénicos ha sido parte fundamental de la evaluacion de la
seguridad de los cultivos transgénicos desde que se sugirié este enfoque por primera
vez en 1993 (OECD, 1993), este ha sido utilizado por muchas autoridades
reguladoras y de inocuidad alimentaria en todo el mundo. Mas alla de esta
comparacion composicional que esta disefiada para investigar los posibles efectos
potenciales no deseados producto de la ingenieria genética al introducir una
construccion genética (casete de expresion) en una planta cultivada mediante la
transgénesis, se realizan evaluaciones de seguridad complementarias que incluyen el
rendimiento agronémico del cultivo, la integridad del gen introducido, el potencial
toxico y alergénico de la proteina expresada y los efectos no deseados debido a la
insercion del gen (FAO, 2000). Tanto el ADN como el ARN no se consideran como
moléculas que presenten un riesgo para la seguridad alimentaria y, por tanto, la
evaluacion de la seguridad de los efectos previstos se centra en la evaluaciéon de los
productos génicos previstos (normalmente las expresadas proteinas), la investigacion
de los riesgos no previstos para la seguridad alimentaria de los cultivos GM ha
consistido principalmente en la investigaciéon de los posibles efectos relacionados con
la composicion de los cultivos (Parrot et al., 2010). Muchos paises realizan una
extensa evaluacién de la seguridad de los cultivos GM antes de autorizar su

liberacion comercial, asi como para importacion de alimentos y piensos derivados de



cultivos GM (Konig et al., 2004; Price & Underhill 2013). Aunque existen diferencias
de procedimiento entre paises, el consenso general entre las autoridades reguladoras
es que la evaluacion de seguridad de los organismos modificados genéticamente
(OGM) se puede lograr bajo el concepto de equivalencia sustancial (OCDE, 1993;
FAO/OMS, 1996; Codex Alimentarius, 2003).

51  Metodologias analiticas

Se requiere la evidencia caso por caso de las evaluaciones de bioseguridad para
cualquier nuevo cultivo GM que se quiera liberar comercialmente. Para realizar la
evaluacion de la equivalencia sustancial, el método de prueba mas comun ha sido
comparar la linea transgénica con su version isogénica mas cercana, es decir, la
misma linea sin el transgén. Los estudios han demostrado que, para los eventos GM
de uso generalizado (tolerancia a herbicidas, resistencia a insectos o eventos
apilados), los efectos del transgén en la planta tienden a ser pequefos, con la
excepcion de los parametros relacionados con el rasgo introducido por medio de la
ingenieria genética. De hecho, las pruebas realizadas durante varios afos en
multiples localidades han demostrado que los efectos ambientales en la variacién
metabdlica general dentro de una linea en particular pueden ser mucho mayores, que
la variacién debida al evento GM en si mismo (Baker et al., 200; Harrigan et al., 2010;
Cheng et al., 2008). En la practica, las lineas de cultivos comerciales convencionales
se han mejorado individualmente estando adaptadas a una amplia variedad de
ubicaciones y entornos, y una sola linea GM con un rasgo de tolerancia a herbicidas
o de resistencia a insectos no seria economicamente viable fuera de la region
agrondmica O6ptima para la cual estd adaptado un genotipo en particular. Como
resultado, el transgén se debe introducir en una amplia gama de genotipos
convencionales vy, por lo tanto, es importante considerar la variacion de cultivos GM

dentro del contexto de toda la gama de expresion de germoplasma.

El enfoque mas utilizado para evaluar la equivalencia sustancial de un cultivo GM y
los comparadores no transgénicos, ha sido disefiar ensayos de campo replicados a lo

largo de las diferentes regiones donde se cultivaran las plantas GM y recoger



muestras de tejidos vegetales que se utilizan como alimento y pienso (por ejemplo,
los dos tejidos mas comunes son el grano y el forraje). Los datos recogidos en estos
ensayos de campo incluyen al cultivo GM, una linea no GM casi isogénica y, a veces,
una o mas lineas comerciales de referencia no GM. En el caso de los rasgos
introducidos de tolerancia a los herbicidas, la linea transgénica se incluye a menudo
como datos multiples en las que ciertas parcelas se tratan con el herbicida al que el
cultivo tiene tolerancia y también en parcelas en las que no se rocia con el herbicida.
Las muestras provenientes de los tejidos vegetales se analizan en busca de una serie
de nutrientes y anti nutrientes (normalmente entre 50 y 80 analitos son evaluados), y
se realizan comparaciones estadisticas de los datos entre el cultivo GM y el
comparador no GM. Cuando se observan diferencias estadisticamente significativas,
los niveles medios de los analitos en cuestion se comparan con el rango de los
niveles que se consideran normales para el cultivo en su conjunto reportados en la
literatura (FAO/OMS, 1996; Jonas et al., 1996; OCDE, 1993, 1996, 1997). Si los
niveles de los analitos quedan fuera de estos rangos, se evalla la relevancia
biolégica de los cambios en la composicion, considerando si los niveles observados
serian inseguros en el contexto de cémo se produce y consume el cultivo (Herman et
al., 2010).

Se ha utilizado una amplia variedad de métodos en la evaluacion de la equivalencia
sustancial de los cultivos GM para cumplir con las evaluaciones de seguridad
solicitadas por las agencias reguladoras. Los enfoques mas comunes desde la
primera década de la regulacion de cultivos transgénicos hasta hoy, incluyeron un
extenso analisis compositivo para caracteristicas tales como la digestibilidad (en el
caso de la alimentacién animal), y de una gran cantidad de analitos que incluyen
proximales (proteinas, grasas, cenizas, hidratos de carbono y humedad), fibra,
minerales, aminoacidos, acidos grasos, vitaminas, anti nutrientes, alérgenos
endogenos y metabolitos secundarios (OCDE, 2001a,b, 2002, 2004a,b). Se han
publicado multiples estudios que comparan la composicion de varios -cultivos
transgénicos con sus homologos convencionales. Los resultados destacan que los
comparadores GM y los no GM tienen una composicién similar (ILSI, 2020; Noushahi
& Hussain, 2020). También se han desarrollado bases de datos composicionales de
los principales cultivos mundiales (Ridley et al., 2004), estas han sido usadas para
establecer la equivalencia de cultivos que expresan proteinas transgénicas que

confieren tolerancia a los herbicidas o resistencia a los insectos. En algunos casos



donde la composicién ha sido el objetivo de la modificacion genética, puede ser mas
relevante comparar la composicion con cultivos no transgénicos que contengan
perfiles composicionales similares, en lugar de compararlos con la variedad parental
o casi isogénica. Por ejemplo, en el analisis de equivalencia sustancial la canola GM
modificada para mejorar la composicién de acidos grasos mono insaturados fue mas
apropiado usar como comparador el aceite de oliva que el aceite de canola

convencional (Chassy et al., 2004).

A medida que las tecnologias analiticas avanzaban, se fue expandiendo el repertorio
de analisis para incluir nuevas técnicas como el grupo de tecnologias denominadas
colectivamente como "6micas" (protedémica, metaboldmica y transcriptémica). Se han
producido varias investigaciones en las que involucran estas nuevas metodologias
para evaluar la equivalencia sustancial de cultivos GM, algunas de ellas han usado
una o varias de estas: como la protedmica (Ricroch et al., 2011), finger prints de
metabolitos basados en RMN (Muccilli et al., 2020), analisis de metabolitos por HPLC
o GC/MS (Baker et al., 2006, Beale et al., 2008), y perfil global de la expresion génica
(Fu et al., 2021), demostrando que son herramientas utiles para la investigacién, con
la idea de que dichos analisis podrian dar una idea de efectos farmacotrépicos
impredecibles y las consecuencias potencialmente perjudiciales de la expresion de
transgenes; sin embargo, la aplicacion de estas tecnologias como parte de la
evaluacion de la seguridad de los cultivos GM es incipiente, ya que los datos de
referencia sobre la variacion normal inherente a los proteomas, metabolomas y
transcriptomas de las plantas de las variedades convencionales son escasos
(Harrigan et al., 2007, Fu et al., 2021). Se ha observado que la geografia o sitios de
las unidades experimentales, las condiciones ambientales y el afio de cultivo pueden
producir importantes diferencias en la composicion, el analisis "0mico" aun no puede
considerarse una herramienta de evaluacion de la composicion hasta que se
disponga de bases de datos sélidas que cataloguen la variacién natural a partir de
datos de multiples variedades cultivadas en varios sitios alrededor del mundo. Los
analisis metaboldmicos tienen la limitacion de no proporcionar informacion
cuantitativa y que s6lo pueden describir un subconjunto del metaboloma, a menudo
sin identificar metabolitos especificos a menos que el analisis dirigido siga a la etapa
de perfilado (Harrigan et al., 2007; Fiehn et al., 2008). Adicionalmente tampoco hay
pruebas de que el actual paradigma de evaluacioén de la seguridad sea inadecuado,

por lo tanto, es de esperar que los actuales métodos de analisis composicional



seguiran siendo la base del analisis de equivalencia sustancial en el futuro préximo
(Noushahi & Hussain, 2020).

52 Consideraciones en la evaluacion de la equivalencia
sustancial

Un cultivo GM se compara con su isolinea no GM convencional y con otros cultivos
no GM convencionales en términos de las caracteristicas agronémicas, fenotipicas y
de composicion de puntos finales. Establecer una equivalencia sustancial implica
evaluar las diferencias dentro del contexto de la variacién natural de los cultivos
convencionales. La equivalencia se define en este contexto como la ausencia de
diferencias distintas a la variacién bioldégica natural y distintas a las diferencias
esperadas debido a las modificaciones genéticas previstas. Para cada punto final
elegido, o para grupos de puntos finales, se deben determinar los valores limite para
los cuales la diferencia es aceptable. Estos son conocidos como limites de
equivalencia: si se han establecido como desviaciones relativas con respecto a la
isolinea convencional, el resultado de la prueba establecera la equivalencia entre el
cultivo GM y su isolinea. Si, los limites de equivalencia se han establecido como una
desviacion relativa de la media de las variedades comerciales no GM, el resultado de
la prueba establecera la equivalencia entre el cultivo GM y el conjunto de variedades

comerciales (Codex Alimentarius. 2003).

La metodologia estadistica no debe centrarse solamente en hallar las diferencias o
equivalencias, ya que las diferencias estadisticamente significativas pueden indicar
un cambio biologico causado por la modificacidon genética, pero puede no ser
relevante desde el punto de vista de la inocuidad de los alimentos (Perry et al., 2003).
El analisis de la equivalencia puede identificar diferencias potencialmente mayores
que la variacion natural normal, siendo o no, casos en los que probablemente exista
un cambio biolégico causado por la modificacion genética. Por lo tanto la metodologia
estadistica debe ser flexible ya que una prueba completa de la equivalencia
necesitaria analizar todos los puntos finales simultdneamente (equivalencia
sustancial global), y dicha prueba resulta ser técnicamente dificil y costosa de realizar
(Padgette et al., 1996; Walters, 2008).



Las pruebas de equivalencia estan disefiadas para probar la hipétesis de igualdad
entre un cultivo GM y su isolinea convencional, aunque no es posible probar una
igualdad estricta global. Por el contrario, los experimentos biologicos estan disefiados
para revelar y cuantificar las diferencias entre variedades y sus controles. En las
pruebas de diferencias, se parte que la hipétesis nula es la igualdad entre el cultivo
GM y el no GM, por lo tanto, no encontrar una diferencia real es un error tipo Il (si la
hipétesis nula no se rechaza, aunque en realidad no sea cierta), mientras la
existencia de una diferencia de una magnitud dada, y aunque la prueba global de
equivalencia concluye que en realidad no existe tal diferencia es un error tipo | (si la
hipotesis nula se rechaza erréneamente cuando en realidad es verdadera). La tasa
de error de Tipo | (a) o tamafio de la prueba, se establece en a = 0.05. considerada
aceptable en la evaluacion de riesgos. Sin embargo, en las evaluaciones de
seguridad se mantiene la hipotesis tradicional de que la diferencia es nula, el error de
tipo Il (aceptar que los cultivos GM vy la isolinea convencional producen respuestas
iguales cuando en realidad hay una diferencia) es el mas grave y relevante. En
experimentos mal disefiados o con replicas inadecuadas, aunque utilicen a = 0.05
tienen un error tipo Il grande que no les permitira discriminar entre el cultivo GM y su
isolinea dando asi una falsa evaluacion de la seguridad mientras en realidad el
experimento no fue lo suficientemente sensible para detectar las diferencias. Asi,
entre mayor sea la potencia estadistica el experimento sera mas recomendable, ya
que esta es la probabilidad de detectar una diferencia entre el cultitvo GM y su
contraparte convencional, que depende del disefio experimental, de la magnitud de
las diferencias de la variedad, de la variabilidad de referencia de las unidades
experimentales, del tamafo del ensayo y de las réplicas del experimento
(Tempelman, 2004).

Las pruebas de hipotesis se pueden realizar de forma aislada, para rechazar o no
una hipétesis nula, o se pueden realizar después de la construccién de los intervalos
de confianza que dan una descripcion detallada de la magnitud de la diferencia entre
el cultivo GM y su isolinea convencional, asi como la incertidumbre acerca de esta
diferencia. Solo se debe construir un intervalo de confianza para probar las hipétesis
de diferencia y de equivalencia, y su construccion es posible aun en ausencia de
valores de hipotesis nulos claramente definidos, por ejemplo, en ausencia de limites

de equivalencia (Newman, 2008).



Los experimentos de campo deben tener multiples replicas por cada sitio. En cada
sitio en donde se realizara cada prueba de campo con las variedades aleatorias
sobre parcelas en bloques multiples o repeticiones. El andlisis estadistico de los
datos de los experimentos para la evaluacion comparativa se centra en estudiar las
diferencias promedio y la equivalencia promedio similar a las pruebas de
medicamentos (Wellek, 2002), permitiendo verificar ademas los posibles efectos
especificos del sitio, es decir, la interaccidon genotipo por sitio, por lo tanto, cada
prueba por sitio individual debe tener varias réplicas para el analisis (Anon, 2007;
Spilke et al., 2005).

La eleccion del numero de repeticiones se relaciona con el numero de variedades y
los grados de libertad del error resultantes en un analisis simple en un solo sitio para
una prueba de diferencia donde se supone que todos los factores tienen efectos fijos.
El enfoque se basa en la idea de que el numero de grados de libertad (gl) del error
puede proporcionar un criterio razonable para la eleccion del numero de repeticiones
por sitio. Por ejemplo, en un experimento con 8 variedades y 4 réplicas con un disefio
de bloques al azar, hay 21 gl residuales. Estos se calculan como: gl total (32 - 1 = 31)
menos variedad gl (8 - 1 = 7) menos gl bloques (4 - 1 = 3), es decir 31 -7 -3 = 21.
Con solo 4 variedades y 4 Réplicas, la cifra correspondiente es 15 -3 -3 = 9. Los gl
residual debe aumentarse aumentando la replicacién; a menudo esto implicara el uso
de bloques adicionales en un experimento de bloques al azar. La cantidad de gl
residual deseable depende de las preguntas formuladas, la forma de los datos, el
grado de precision o potencia requerido del ensayo, no se dispone de datos
suficientes ni estudios tedricos que permitan hacer recomendaciones que sean
estadisticamente 6ptimas en el sentido estricto del término. Los disefios 6ptimos para
modelos mixtos lineales son un problema abierto, la eleccion del disefio experimental
influye en el numero de gl residual. El disefio completamente aleatorizado da el
numero maximo de gl. El disefio de bloques aleatorizado utiliza algunos de estos gl
para permitir la heterogeneidad del entorno, como en un gradiente. El disefio del
cuadrado latino utiliza aun mas, para dar cuenta de la heterogeneidad a lo largo de
dos gradientes. El disefio de parcelas divididas utiliza gl para permitir las posibles
fuentes de mas de un componente de variacion. Los disefios de bloques incompletos
se utilizan cuando el numero de variedades en un bloque es tan grande que la

homogeneidad de la varianza de la parcela puede verse comprometida. Cualquiera



que sea el disefio, el concepto de asignacion al azar es crucial para garantizar una
base adecuada para la estimacion de la variabilidad. En particular, las variedades
comerciales deben ser aleatorizadas de la misma manera que las plantas GM y su (s)
comparador (es) (Hothorn & Oberdoerfer, 2006).

La informacion sobre la variabilidad entre variedades comerciales es importante para
el establecimiento de los limites de equivalencia. Se deben incluir variedades
comerciales completamente aleatorias dentro de cada conjunto de ensayos de
campo, ademas de la planta GM y su contraparte convencional. No hay informacién
suficiente sobre la cual basar una determinacién del nimero estadisticamente 6ptimo
de variedades comerciales por ensayo, es decir, por sitio en un experimento de sitios
multiples. Es necesario que las variedades sean representativas de los sitios en los
que se cultivan, y dado que los sitios dentro de los ensayos tienen la intencidon de
representar la gama completa de ambientes receptores, es probable que se usen
diferentes variedades en diferentes ensayos, las variedades comerciales deben
proporcionar una base minima practica para estimar la variabilidad que ayudara a

establecerlos limites de equivalencia (Oberdoerfer et al., 2005).



6 Materiales y Métodos

6.1  Revision del maiz transgénico TC1507

Se realizd6 una revision electronica a partir de articulos cientificos en revistas
indexadas y en bases de datos de documentos regulatorios de acceso publico,
destacando la base de datos del Instituto Colombiano Agricola (ICA) y del Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) sobre documentos,
resoluciones, acuerdos de transferencia de materiales, acuerdos de confidencialidad,
convenios interinstitucionales relacionados a los analisis de equivalencia sustancial
con los que se sustentaron las evaluaciones de seguridad con la que se dio la
aprobacién comercial del evento de maiz transgénico TC1507 y eventos apilados que

lo contuvieran, en Colombia y en otros paises (Diagrama 1).

Revisian
Articulos cienkificos en Bases de datos de documentos
revistas indexadas regulatorios de acceso publico

ICA INVIMA | | APHIS-USDA | | FDA| | EFSA

Diagrama 1. Diagrama de flujo de la revision del maiz transgénico TC1507

62 Ensayo de campo

Se realiz6é un ensayo de campo para analizar la equivalencia sustancial a partir de los
analitos proximales de maices cultivados en Paraguaicito, municipio de Buenavista
(Quindio), localidad que correspondiente a la subregion natural del area cafetera. El

disefio de la siembra consistié en un disefio de bloques al azar, con tres repeticiones



por bloque, plantandose semillas de 6 genotipos: dos lineas elite off patent, dos
isolineas elites convencionales, un hibrido off patent (linea elite convencional X linea
elite off patent), y un hibrido convencional sembrado en la localidad. De cada uno de
los genotipos se recolectaron tres muestras de dos tipos de tejidos: 1. las muestras
del grano de maiz en su estado de madurez (fase R6) y 2. las muestras de hojas en
el mismo estadio. Las muestras se conservaron en hielo seco hasta ser transportadas
al laboratorio donde cuantificaron cada uno de los analitos mediante los siguientes
métodos: materia seca: pérdida por secado (humedad) para piensos. Materia seca en
horno de secado para piensos (a 135 ° C durante 2 horas), método oficial AOAC
930.15; proteina: proteina(total) en alimentos para animales, método de combustion,
método oficial AOAC 990.03, calculo de proteina n x 6.25; grasa: alimentos para
animales. Determinacion del contenido de grasa - categoria A, NTC 4969 (2001-10-
16); fibra cruda: alimentos para animales. Determinacion del contenido de fibra cruda.
Método con filtrado Intermedio, NTC 5122 (2002-11-22); cenizas: ceniza en alimento
para animales, método oficial AOAC 942.05; y carbohidratos por calculo (Diagrama
2).

IDos lineas elite of f patent'

Dos isolineas elites

Municipio de Buenavista Paraguaicito E d H -
(Quindio) g H nsayo de campo 6 gEnOtIpOS:
1 I

Subregion natural del IDiseﬁo de Bloques al Azarl
area cafetera

convencionales

Un hibrido off patent
Iun hibrido convencional

Carbohidratos

Muestras

[Grano Ré] [Hoja Ré]

Transporte a
Laboratorio

AOACY NTC

Diagrama 2. Diagrama de flujo del ensayo de campo

6.3 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos de los datos de composicion de nutrientes se realizaron
mediante el software R versién 4.0.2 con la IDE Rstudio 1.1.463. Para realizar los
analisis estadisticos se hicieron 4 funciones, la primera (y base de las demas
funciones) permite la generacién de una base de datos para el analisis grafico y los

test estadisticos de diferencias, una segunda funcién que realiza un analisis



exploratorio de datos y obtiene un diagrama de cajas y bigotes resultado de cada
analito por genotipo, una tercera funcién que permite seleccionar cada analito y
establecer los intervalos de confianza reportados en la literatura para cada uno de
estos, y una cuarta funcion que realizar los test de diferencia entre los genotipos de
acuerdo a cada analito analizado. Dentro de las pruebas estadisticas realizadas
estan el test de Shapiro-Wilk para normalidad, el Test de Levene para
homocedasticidad y el test de Kruskall-Wallis de diferencias entre grupos y su
respectivo post-hoc el test de Wilcoxson (Mann-Whitney test). Se realizaron dos
analisis estadisticos separados de los datos de composicionales. Para el primer
analisis estadistico, de los resultados obtenidos se evaluaron los datos de las 3
réplicas de cada uno de los analitos de grano y forraje de maiz aplicando el test de
Kruskall-Wallis para identificar diferencias estadisticamente significativas (con un
alfa=0.05) entre los genotipos y su respectivo post-hoc el test de Wilcoxson para la
correccion del nivel de la significancia para evitar incrementar el error tipo 1 y para
identificar las diferencias significativas entre cada uno de los genotipos (alfa=0.05).
En el segundo, se analizaron la combinacion de los datos de todas las réplicas para
grano y para forraje de cada uno de los genotipos. Aplicando el test de Kruskall-
Wallis para identificar diferencias estadisticamente significativas (alfa=0.05) entre los
genotipos y su respectivo post-hoc el test de Wilcoxson para la correccion del nivel de
la significancia para evitar incrementar el error tipo 1 y para identificar las diferencias

significativas entre cada uno de los genotipos (alfa=0.05), (Diagrama 3).
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Diagrama 3. Diagrama de flujo del analisis estadistico




7 Resultados y discusion

7.1 Revisiédn del analisis de Ila equivalencia
sustancial del maiz TC 1507

7.1.1 Evento TC 1507

El evento TC1507 se desarroll6 mediante la transformacién de la linea de maiz Hi-ll
a través del método de bombardeo de micro proyectiles, que portaban el plasmido
PHIB999A, el cual fue obtenido por la digestiéon del plasmido PHI8999 con la enzima
de restriccién Pmel para la introduccion de los genes cry1F y pat (los componentes
regulatorios necesarios para su expresion), estos genes codifican las proteinas
Cry1F y PAT (fosfinotricina-N-acetiltransferasa) respectivamente, que otorgan a la
linea de maiz 1507 resistencia a insectos lepidopteros y tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio (USDA APHIS, 2000; OECD, 1999, 2002). El gen cry1F tiene
el promotor de la Ubiquitina del maiz (ubiZM1) y el terminador de la senal de
polyadenilacion de Agrobacterium tumefaciens (ORF25PolyA). A su vez, el gen pat
tiene la secuencia promotora y la secuencia terminadora 35S del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV35S PRO y CaMV35S TERM, respectivamente) (USDA APHIS,
2001). Para evaluar la efectividad de la transformacion, definieron la tolerancia al
glufosinato como parametro de seleccién, dado por el gen pat. Adicionalmente, el
plasmido posee el gen tipo Il de la Neomicina-fosfotrasferasa (nptll) que confiere
resistencia a la kanamicina, éste gen esta bajo el control de promotores de bacteria

que no se expresan en plantas (USDA APHIS, 2001, Baktavachalam, et al., 2015) .

7.1.2 Ensayos de campo: diseino experimental y analisis
estadistico

Los desarrolladores presentaron los datos sobre la composicion del material de

semillas y forraje recogidos en ensayos de campo realizados en Chile en 1998/99, en

Francia e ltalia en 1999, y en Francia, Italia y Bulgaria en el 2000 (EFSA, 2004,



2004a; USDA APHIS, 2000). Ademas, evaluaron las caracteristicas agronémicas y el
rendimiento del maiz 1507 en ensayos de campo realizados en los Estados Unidos
en 1999, en Francia, Italia y Bulgaria en el 2000 y en Espafia en el 2002 (EFSA,
2005; FSANZ, 2001, 2002)

Ensayos de campo en Chile (1998/99)

Los datos de composicion los obtuvieron en los ensayos de campo realizados en
cuatro localidades de las principales regiones del cultivo del maiz en Chile, durante la
temporada de cultivo 1998/1999. Segun los desarrolladores, estos sitios son
comparables con las regiones de América del Norte y Europa adecuadas para la
produccion comercial de maiz (Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ, 2001, 2002; VKM,
2017).

Establecieron parcelas en cada una de las localidades en un diseio de bloques
completos al azar con seis réplicas. Recogieron muestras de tejido vegetal de dos
lineas de prueba; una linea hibrida derivada del maiz 1507 y una linea endocriada
derivada de la linea 1507. En los ensayos incluyeron como controles convencionales
dos lineas correspondientes casi isogénicas y no transgénicas designadas como
hibrida AM y endocriada AM. No incluyeron variedades de referencia comercial en
estos ensayos de campo (Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ, 2001).

Todas las plantas transgénicas del ensayo las asperjaron con el herbicida glufosinato
de amonio aproximadamente en la etapa de desarrollo V5-V6, mientras que las
plantas de control (no transgénicas) las asperjaron con herbicidas convencionales.
Todas las lineas de maiz de cada uno de los ensayos las cultivaron en condiciones
agrondmicas normales para sus respectivas regiones geograficas (Stauffer y Zeph,
2000 en FSANZ, 2002; VKM, 2017).

Ensayos de campo en Francia e Italia (1999)



En 1999 obtuvieron los datos de composicidon del maiz de seis localidades de Francia
e ltalia. El estudio lo llevaron a cabo en tres localidades de Francia y en tres
localidades de ltalia, situadas en las principales regiones de cultivo de maiz de la
Unién Europea (EFSA, 2004, 2004a). En Francia, los ensayos comprendieron seis
réplicas de maiz 1507 no asperjado con glufosinato de amonio, y lineas de maiz no
transgénico de control isogénicas (EFSA, 2004, 2004a). En cada localidad de ltalia,
los ensayos comprendieron tres réplicas de la linea de prueba 1507 asperjada con
glufosinato de amonio, linea de maiz 1507 no asperjado con glufosinato de amonio, y

el maiz no transgénico de control isogénico (EFSA, 2004, 2004a).

Ensayos de campo en Francia, Italia y Bulgaria (2000)

Durante el periodo de cultivo del aino 2000 llevaron a cabo ensayos de campo
adicionales en las regiones de Europa donde se cultiva maiz comercialmente, para
un total de seis localidades, de las cuales tres se encontraban en Francia, dos en
Italia y una en Bulgaria (EFSA, 2005; FSANZ, 2001, 2002). Evaluaron la composicion
nutricional del maiz 1507 asperjado con glufosinato de amonio y del maiz 1507 no
asperjado con glufosinato de amonio, comparado con el maiz no transgénico
isogénico. En cada localidad habia tres réplicas de maiz 1507 asperjado con
glufosinato de amonio, maiz 1507 no asperjado con glufosinato de amonio y maiz no
transgénico isogénico tratado con herbicidas convencionales comunmente utilizados
en el cultivo del maiz (EFSA, 2005; FSANZ, 2001, 2002).

Analisis estadistico

Recogieron muestras de forraje del maiz 1507 y del maiz no transgénico de control y
los analizaron en funcién de cuantificar la proteina total, la grasa total, la ceniza, la
fibra total, la fibra de detergente acido (ADF), la fibra de detergente neutro (NDF), los
carbohidratos totales y los minerales (calcio y fosforo) (USDA APHIS, 2000, 2001;
EFSA, 2004, 2004a, 2005).

Recogieron muestras del grano de maiz 1507 y de maiz no transgénico de control y

los analizaron para determinar la composicion de nutrientes, incluyendo: proteina



total, grasa total, fibra total, fibra de detergente acido, fibra de detergente neutro,
cenizas, carbohidratos totales, perfil de &cidos grasos, perfil de aminoacidos,
minerales, vitaminas, metabolitos secundarios y anti nutrientes. La cuantificacion de
cada uno de los analitos fue realizada por Woodson-Tenent Laboratories de acuerdo
a los métodos estandarizados por la Association of Official Analytical Chemists
(AOAC). El analisis estadistico de las caracteristicas agronémicas y los datos de
composicion de nutrientes lo realizaron mediante el software S.A.S. Version 8.2 para
generar el analisis de varianza (ANOVA), medias y desviaciones estandar (USDA
APHIS, 2000, 2001; EFSA, 2004, 2004a, 2005; Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ,
2001, 2002; VKM, 2017).

Realizaron dos analisis estadisticos separados de los datos de composicionales.
Para el primer analisis evaluaron la combinacién de los datos de todas las réplicas y
todos las localidades. Calcularon los minimos cuadrados medios y las desviaciones
estandar de los datos de todas las localidades e identificaron diferencias
estadisticamente significativas mediante una prueba t con un nivel de significancia del
5% (Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017).

Para el segundo analisis estadistico, de los resultados obtenidos evaluaron para cada
localidad los datos de las 3 réplicas de cada entrada de maiz de cada localidad.
Calcularon los minimos cuadrados medios y las desviaciones estandar para cada
localidad y entrada de maiz y utilizaron una prueba t para identificar diferencias
estadisticamente significativas con un nivel de significancia del 5% (Stauffer y Zeph,
2000 en FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017).

Ensayos de campo en Chile (1998/1999)

Analisis de proximales
Los resultados de los analisis de proximales de las muestras de grano recogidas
durante el ensayo no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre la

linea de maiz 1507 y las muestras control no transgénicas (tabla 1).



Tabla 1: Las medias y los p-valores (de todas las localidades) del analisis de
proximales del grano de la linea de maiz 1507 (transgénica) y un hibrido de maiz de
control (no transgénico) a partir de las muestras recogidas en los ensayos de campo
de 1998/1999 en Chile. (Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017).

Variable Linea de Linea p-valor Rango segun
(% peso maiz 1507 Control literatura*®
seco) (medias) (medias)
Grasa 3.83 3.94 0.046 3.1-5.7
Proteina 11.20 11.32 0.611 6.0-12
ADF 3.55 3.68 0.250 3.0-4.3
NDF 10.47 10.08 0.315 8.3-11.9
Ceniza 1.51 1.50 0.335 1.1-3.9
Carbohidratos 83.45 83.23 0.352 63.3-89.7

%%

* Watson, 1982 y 1987.

** Carbohidratos calculados como él % peso seco menos % proteina, grasa y ceniza.

Anadlisis de aminoacidos

Compararon los niveles de dieciocho aminoacidos en el grano de la linea de maiz
1507 y el control no transgénico, los resultados se muestran en la Tabla 2. Hubo dos
analitos: la cisteina y la metionina, en los que la diferencia entre las dos lineas resulté
ser estadisticamente significativa, pero la magnitud de la diferencia fue pequefia y no
lo consideraron como biolégicamente significativo ya que los valores se encontraron
dentro de los rangos previamente informados en la literatura (Stauffer y Zeph, 2000
en FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017).

Tabla 2: Composicion de aminoacidos del grano de maiz. Los valores son medias
expresadas como un porcentaje en base al peso seco (Stauffer y Zeph, 2000 en
FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017).

Aminoacidos Linea de Linea p-valor Rango segun
maiz 1507 Control literatura*®
(medias) (medias) a

b




Glicina 0.39 0.40 0.150 0.26-0.47

0.24-0.41

Treonina 0.40 0.41 0.302 0.29-0.39
0.21-0.37

Valina 0.51 0.52 0.902 0.21-0.52
0.25-0.67

Isoleucina 0.40 0.40 0.952 0.26-0.40
0.19-0.39

Leucina 1.42 1.43 0.880 0.78-1.52
0.43-1.35

Fenilalanina 0.56 0.57 0.479 0.29-0.57
0.04-0.54

Histidina 0.29 0.30 0.822 0.20-0.28
0.21-0.32

Lisina 0.32 0.32 0.522 0.20-0.38
0.19-0.36

Arginina 0.44 0.45 0.672 0.29-0.59
0.28-0.55

Cisteina 0.21 0.23 <0.0001 0.12-0.16
0.13-0.27

Metionina 0.19 0.20 0.020 0.10-0.21
0.12-0.26

Triptofano 0.08 0.08 0.065 0.05-0.12
0.05-0.10

Serina 0.54 0.55 0.390 0.42-0.55
0.25-0.46

Alanina 0.84 0.85 0.727 0.64-0.99
0.37-0.81

Acido 2.14 2.18 0.472 1.24-1.96
glutamico 0.89-2.02
Prolina 1.01 1.03 0.679 0.66-1.03
0.43-1.01

Acido aspartico 0.77 0.81 0.102 0.58-0.72
0.37-0.80

Tirosina 0.20 0.20 0.954 0.29-0.47
0.17-0.31

a: Watson, 1982

b: Datos del analisis de 22 hibridos comerciales de Pioneer

Analisis de acidos grasos

El aceite de maiz es una excelente fuente de acidos grasos poliinsaturados, con un
alto nivel de acidos grasos esenciales como el acido linoleico (18:2). Ademas,
naturalmente tiene bajos niveles de acidos grasos saturados como el acido palmitico
(16:0, 11%) y el acido estearico (18:0, 2%) (OECD, 2003). También se sabe que el
aceite de maiz de las regiones mas frias tiene una mayor proporcion de acidos

grasos insaturados que el aceite de maiz de las zonas mas calidas, lo que parece ser



una adaptacion a las condiciones climaticas. Sin embargo, el genotipo tiene una
mayor influencia en la composicion de los acidos grasos que cualquier otro factor
ambiental (Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ, 2001, 2002). Se sabe que la variabilidad
bioquimica de la composicion de los acidos grasos entre los genotipos de maiz
abarca una amplia gama (OECD, 2003, 2007).

Tabla 3: Analisis de los acidos grasos del grano, las medias y p-valores para los
acidos grasos de la composicion del grano proveniente de la linea de maiz
transgénica 1507 y el hibrido control para las muestras colectadas en el ensayo de
campo en Chile 1998/1999. El rango de los valores encontrados en la literatura para
cada uno de los analitos. (Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ, 2001, 2002)

Variable Linea de Linea p-valor Rango
respuesta® maiz 1507 Control segun
(medias) (medias) literatura

Palmitico 11.07 10.92 0.91 7-19

Estearico 2.28 2.44 0.007 1-3

Oleico 30.61 32.53 0.002 20 - 46
Linoleico 53.10 51.16 0.002 35-70
Linolénico 1.29 1.21 0.0001 0.8-2

a- El valor de los acidos grasos es el % del total de lipidos
* Watson, 1982

Realizaron el analisis de los cinco principales acidos grasos del grano de maiz: acido
palmitico (16:0), acido estearico (18:0), acido oleico (18:1), acido linoleico (18:2) y
acido linolénico (18:3). Hubo una pequena diferencia estadisticamente significativa
entre la linea de maiz 1507 y el control no transgénico en todas las mediciones,
excepto por los niveles de acido palmitico que fueron similares en ambas lineas. Sin
embargo, los valores de estos acidos grasos en la linea de maiz 1507 y el control
estaban dentro del rango reportado en la literatura para el maiz (tabla 3) (Stauffer y
Zeph, 2000 en FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017).

Anadlisis de minerales

Analizaron los niveles de nueve minerales (calcio, fésforo, cobre, hierro, magnesio,
manganeso, potasio, sodio y zinc) en el grano de la linea de maiz 1507 y en la linea
de control no transgénica. Sin embargo, los niveles de sodio estaban por debajo del
limite de cuantificacion en todas las muestras (LOQ). En cuanto a los ocho

componentes minerales restantes, no detectaron diferencias significativas entre las



lineas transformadas y no transformadas. Tampoco hubo diferencias entre ninguna
de las lineas y el rango de valores encontrado en la literatura (tabla 4) (FSANZ, 2001,
2002; VKM, 2017; Watson, 1982).

Tabla 4: Analisis de minerales en el grano de la linea de maiz 1507 (transgénica) y
un hibrido de maiz de control (no transgénico) a partir de las muestras recogidas en
los ensayos de campo de 1998/1999 en Chile. (FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017)

Variable Linea de Linea p-valor Rango
respuesta® maiz 1507 Control segun
(medias) (medias) literatura*
% Calcio 0.0036 0.0031 620 0.01-0.10
0.002 -
0.011°
% Foésforo 0.33 0.32 161 0.25-0.75
Cobre ppm 2.03 2.11 0.845 0.9-10
% Hierro 0.0025 0.0025 0.549 0.0001 - 0.01
% Magnesio 0.12 0.13 0.524 0.09-1.0
% 0.0005 0.0006 0.0003 0.00007 —
Manganeso 0.0054
% Potasio 0.40 0.36 0.023 0.32-0.72
% Sodio LOQ LOQ - 0.0-0.15
% Zinc 0.002 0.002 0.141 0.0012 -
0.0030

a- Porcentaje basado en peso seco o partes por millén (ppm) basados en peso seco
b- Por debajo del nivel de cuantificacion del sodio al 0.01%
* Watson, 1982

Ademas de un rango publicado en la literatura, recopilaron datos sobre los niveles de

calcio en 22 hibridos cultivados comercialmente (de Pioneer). Las modificaciones



realizadas por el laboratorio de pruebas (Woodson-Tenent) al método para
determinar los niveles de calcio suelen dar lugar a cantidades de calcio inferiores a
las que se indican en la literatura. Por lo tanto, consideraron mas exacto comparar las
lineas probadas con los datos compilados de los hibridos Pioneer que fueron
analizados por el mismo método, en lugar de los datos publicados anteriormente que
se produjeron utilizando un método de analisis diferente (Stauffer y Zeph, 2000 en
FSANZ, 2001, 2002; VKM, 2017).

Anadlisis de vitaminas

Analizaron el grano de la linea de maiz 1507 y el maiz de control para determinar el
contenido de cuatro vitaminas. Determinaron los niveles de vitamina B1, B2,
tocoferoles totales (vitamina E) y acido félico tanto en las lineas transgénicas como
en las no transgénicas para compararlos con el rango publicado en la literatura
(FSANZ, 2001). Los resultados mostraron pequefias variaciones estadisticamente
significativas entre el maiz transgénico y no transgénico en términos de tocoferoles
totales (ligeramente mas altos en la linea de maiz 1507) y en los niveles de vitamina
B1 (ligeramente mas bajos en la linea de maiz 1507) (FSANZ, 2002). Sin embargo,
los valores obtenidos para todos los analisis de vitaminas estaban dentro del rango
respectivo previamente informado en la literatura (Watson 1982 y 1987). Cabe
sefalar que para la fecha no disponian de un rango tipico para el acido folico en los
cereales, aunque se informa de un valor medio de 0,3 ppm (Watson, 1987). Los
niveles de acido félico en la linea de maiz 1507 y el maiz de control no fueron

significativamente diferentes (VKM, 2017).

Tabla 5: Analisis de vitaminas en el grano de la linea de maiz 1507 (transgénica) y
un hibrido de maiz de control (no transgénico) a partir de las muestras recogidas en
los ensayos de campo de 1998/1999 en Chile. (FSANZ, 2001, 2002)

Variable Linea de Linea p-valor Rango
respuesta’® maiz 1507 Control segun
(medias) (medias) literatura®
Clorhidrato de 3.64 4.06 0.002 3.0-86
tiamina (B1)
ppm

Riboflavina 1.67 1.66 0.827 0.25-5.6



(B2)

Acido folico 151 144 0.676 0.3¢
Tocoferoles 48.2 41.6 0.0005 42 - 87
totales

a- Partes por millén (ppm) basados en peso seco
b- Watson, 1982

c- Watson, 1987 reporto el valor promedio para acido folico en grano como 0.3 mg/Kg

Ensayos de campo en Francia e Italia (1999)

El siguiente estudio realizado en Europa, la linea de maiz 1507 y un maiz de control
no transgénico isogénico, fueron cultivados en ensayos de campo en diferentes
localidades maiceras de Francia e Italia. En cada uno de las localidades de Italia
cultivaron parcelas que comprendian plantas transgénicas asperjadas con el
herbicida glufosinato de amonio, plantas transgénicas no asperjadas y plantas de
control no asperjadas. El herbicida glufosinato de amonio no se aplicé a ninguna de
las plantas en las localidades de los ensayos en Francia. Recogieron muestras de
granos Yy forraje para medir diversos parametros de composicién y nutricion (EFSA
2004, 2005; VKM, 2017).

Al igual que en los ensayos de campo de Chile, los andlisis de nutrientes incluyeron
humedad, grasa, proteinas, cenizas, fibra y carbohidratos para las muestras de
forraje. Analizaron muestras de grano para determinar el contenido de humedad,
grasa bruta, proteina bruta, cenizas, fibra y carbohidratos, asi como la composicion
de 4cidos grasos y aminoacidos, los niveles de minerales, ciertas vitaminas y anti
nutrientes como el acido fitico e inhibidor de tripsina. Ademas, midieron los niveles de
tocoferoles en el grano (EFSA 2004, 2005).

Las muestras de forraje las secaron hasta una humedad de entre el 7% y el 14%
antes de procesarlas. El grano lo secaron a una humedad de entre el 9% y el 12%
antes del descascarillado. Los laboratorios de Woodson-Tenent determinaron el
contenido exacto de humedad de cada muestra con lo que informaron los resultados
en base al peso seco (EFSA 2004, 2005; VKM, 2017).

Analisis de proximales



Los valores del analisis de los proximales son medias estimadas (en todos las
localidades) y los niveles de carbohidratos los calcularon aritméticamente utilizando

porcentajes medidos de proteinas, grasas y cenizas (EFSA 2004, 2005; VKM, 2017).

Tabla 6: Analisis de proximales en medias con desviacion estandar, de las muestras
de grano en todos las localidades de los ensayos de campo Francia e Italia 1999.
(EFSA 2004, 2005)

Variable Linea 1507 Linea 1507 Control no Rango
(% peso (n_o (aspferjada) transgénico _s.egl'm
seco) aspc'arjada) (media * DE) (mean * SE) I|ter3tur
(media £ DE) a
Grasa 421+0.12 441+0.14 441+0.12 3.1-57
Proteina 11.73+0.24 12.04 £ 0.28 10.98 £ 0.24 6.0 —
12.0
ADF 2.37£0.17 2.52+0.18 2.29+0.17 3.0-
4.3*
NDF 10.16 £ 0.30 10.54 £ 0.35 10.13 £ 0.30 8.3 -
11.9
Carbohidrat 82.46 + 0.57 81.97 £ 0.25 83.00 £ 0.28 63.3 —
os® 89.7
Ceniza 1.60 £ 0.04 1.67 £0.05 1.56 + 0.04 1.1-3.9

* Watson, 1987
**Watson, 1982
a- Los carbohidratos son calculados como el porcentaje de peso seco = 100% - %
proteina - % grasa - % ceniza. Fibra (ADF y NDF) estan incluidas en los

carbohidratos.

Los resultados mostraron que el grano de la linea de maiz transgénico 1507, ya fuera
asperjado o no , tiene niveles similares de los proximales a los de la linea de maiz de
control no transgénico. Ademas, con la excepcion del ADF (Fibra de Detergente
Acido), todas las mediciones se encontraban dentro del rango reportado por la
literatura respectiva para esa variable (tabla 6). Los niveles de ADF tanto en la linea
de control como en la linea transgénica fueron ligeramente inferiores al rango
publicado, lo que indica una pequena variacion genotipica que no es digna de
mencion (EFSA 2004, 2005; VKM, 2017).



Tabla 7: Andlisis de proximales en medias con desviacion estandar, de las muestras
de forraje en todos las localidades de los ensayos de campo Francia e Italia 1999.
(EFSA 2004, 2005)

Variable Linea 1507 Linea 1507 Control no Rango
(% peso (no (asperjada) transgénico seguin
seco) asperjada) (media + DE) (mean t SE) literatur
(media * a*
DE)
Grasa 2.48 £ 0.30 2.41+0.30 2.48 £ 0.30 0.7-6.7
Proteina 8.72 £ 0.29 9.27 £ 0.31 8.87£0.29 3.5—
15.9
ADF 28.07 + 1.55 28.46 + 1.58 28.68 + 1.54 30%*
NDF 50.62 + 1.93 50.15 + 2.03 50.83 + 1.96 S51%*
Carbohidrat 84.25 + 0.63 83.50 + 0.65 84.00 + 1.31 66.9 —
os’ 94.5
Ceniza 4.56 £ 0.28 4.81 +£0.29 4.63+0.28 1.3 -
10.5

* Watson, 1982

**Watson, 1982 reporta los valores para ADF 30% y NDF 51%

a- Los carbohidratos son calculados como el porcentaje de peso seco = 100% - %
proteina - % grasa - % ceniza. Fibra (ADF y NDF) estan incluidas en los
carbohidratos.

El analisis de los proximales de las muestras de forraje del estudio europeo tampoco
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre la linea de maiz 1507 y las
muestras control no transgénicas. Ademas, hubo una estrecha correlacion en los
resultados aproximados obtenidos de los estudios de los hemisferios norte y sur tanto
para el grano como para el forraje (tabla 7) (EFSA 2004, 2005; VKM, 2017).

Analisis de minerales

Como se observo en los ensayos de campo en Chile, los niveles de ocho minerales
(calcio, fosforo, cobre, hierro, magnesio, manganeso, potasio y zinc) presentes en el
grano de la linea de maiz 1507, ya sea de plantas asperjadas o no asperjadas, y el
control no transgénico, no revelaron diferencias de importancia biolégica entre los
comparadores (EFSA 2004, 2005; Stauffer y Zeph, 2000 en FSANZ, 2001, 2002;
VKM, 2017). Ademas, todos los valores se encontraron dentro de los limites
indicados en la bibliografia, observandose que el intervalo aceptado para los niveles

de calcio se derivaba de los datos obtenidos del analisis de 22 lineas comerciales de



maiz hibrido (no modificados genéticamente) (tabla 8). Los niveles de sodio se
encontraron por debajo del limite de cuantificacion para todas las lineas, incluido el
control no transgénico (EFSA 2004, 2005)

Tabla 8: Andlisis de minerales en el grano de la linea de maiz 1507Ip (transgénica)
no asperjada con glufosinato de amonio, la linea 1507s asperjada con glufosinato de
amonio y un hibrido de maiz control (no transgénico) a partir de las muestras

recogidas en los ensayos de campo de Francia e Italia 1999. (EFSA 2004, 2005).

Variable 15071p 1507s 2722 Rango
respuesta (no (Asperjada) (control) segun
asperjada) literatura*®
% Calcio 0.0082 £0.001 0.007° £ 0.007% + 0.01-0.10
0.001 0.001 0.002 -
0.011**
% Fosforo 0.33%*+0.008 0.34°+0.010 0.31° £ 0.008 0.25-0.75
Cobre ppm 1.88% £ 0.52 1.53% £ 0.057 1.35% £ 0.52 0.9-10
% Hierro 0.0021%° + 0.0021% £ 0.0019° + 0.0001 - 0.01
0.00005 0.00006 0.00005
% Magnesio 0.114° 0.117° 0.106% £ 0.09-1.0
0.0036 0.0041 0.0036
% 0.0008° + 0.0008° + 0.0008° £ 0.00007 -
Manganeso 0.00004 0.00050 0.00004 0.0054
% Potasio 0.416° 0.417° + 0.380° + 0.32-0.72
0.016 0.012 0.016
% Sodio 0.0015%+£ 0.0 0.0015%+£ 0.0 0.015°+ 0.0 0.0-0.15
% Zinc 0.0018% £ 0.0017° 0.0019° £ 0.0012 -
0.0001 0.0001 0.0001 0.0030

Valores medios estimados (de todas las localidades) +DE seguido por diferentes
letras (a, b, ab) son significativamente diferentes (a = 0.05). Datos presentados como
% de peso seco
* Watson, 1982

** Datos del analisis de 22 hibridos comerciales de Pioneer®



Analisis de aminoacidos

En los resultados del analisis de los aminoacidos del grano de las lineas transgénicas
y no transgénicas cultivadas en los ensayos de campo europeos hay pequeias
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre la linea de maiz 1507 y su
comparador en los niveles de aminoacidos indicados en la tabla 9. En general, los
niveles individuales de aminoacidos en la linea de maiz 1507 son marginalmente
elevados cuando se comparan con los de la linea de control, aunque las mediciones
no muestran ninguna diferencia entre las plantas GM asperjadas y no asperjadas.
Ademas, los niveles de treonina y acido glutamico en el maiz 1507, no asperjado y
asperjado, fueron marginalmente mas altos que el rango respectivo publicado en la
literatura (EFSA 2004, 2005).

En general, los datos indicaron que los niveles de proteina en la linea de maiz 1507
son marginalmente mas altos que en el maiz no transgénico control, aunque la
diferencia fue pequefa y estadisticamente no significativa. Esta diferencia se reflejo
en las mediciones ligeramente elevadas de varios de los aminoacidos de la linea
transgénica que se consideran tipicos segun antecedentes genéticos de este maiz en
particular (EFSA 2004, 2005; OECD, 2007).

Tabla 9: Composicion de aminoacidos del grano de maiz. Los valores son medias
expresadas seguidas de + DE como un porcentaje en base al peso seco (Francia e
Italia 1999). (EFSA 2004, 2005)

Aminoacido 15071p 1507s 2722 Rango
s (no (Asperjada) (control) segun
asperjada) literatura
a*
b**
Glicina 0.41% 0.42° + 0.38°+ 0.26-0.47
0.0090 0.0102 0.0090 0.24-0.41
Treonina 0.417 0412 0.37° % 0.29-0.39
0.0080 0.0094 0.0080 0.21-0.37
Valina 0.51° 0.52% + 0.47° + 0.21-0.52
0.0106 0.0125 0.0106 0.25-0.67
Isoleucina 0.41% 0.41° + 0.36° + 0.26-0.40



0.0098 0.0116 0.0098 0.19-0.39

Leucina 1.382+0.03 1.41°+£ 0.04 1.23*+0.04 0.78-1.52
0.43-1.35

Fenilalanina 0.55%+0.018 0.56° + 0.49°+ 0.29-0.57
0.014 0.012 0.04-0.54

Histidina 0.317 0.327 £ 0.29% £ 0.20-0.28
0.0065 0.0076 0.0065 0.21-0.32

Lisina 0.327 £ 0.008 0.33° 0.31° 0.20-0.38
0.009 0.008 0.19-0.36

Arginina 0.477 £ 0.012 0.48% 0.44% £ 0.29-0.59
0.014 0.012 0.28-0.55

Cisteina 0.227 £ 0.004 0.23% £ 0.227 £ 0.12-0.16
0.005 0.004 0.13-0.27

Metionina 0.20° £ 0.217 £ 0.20° £ 0.10-0.21
0.0035 0.0041 0.0035 0.12-0.26

Triptofano 0.10° £ 0.10° £ 0.09% £ 0.05-0.12
0.0035 0.0037 0.0035 0.05-0.10

Serina 0.55%+0.012 0.56% + 0.50° + 0.42-0.55
0.014 0.012 0.25-0.46

Alanina 0.837£0.018 0.85% £ 0.74° + 0.64-0.99
0.022 0.018 0.37-0.81

Acido 2.127 £ 0.050 218+ 1.90° + 1.24-1.96
glutamico 0.060 0.050 0.89-2.02
Prolina 1.00° £ 1.04° £ 0.92" + 0.66-1.03
0.0212 0.0258 0.0217 0.43-1.01

Acido 0.79° + 0.81° + 0.71° % 0.58-0.72
aspartico 0.0157 0.0186 0.0157 0.37-0.80
Tirosina 0.217 £ 0.217 0.19° 0.29-0.47
0.0048 0.0057 0.0048 0.17-0.31

Valores medios de todas las localidades, las letras (a, b) muestran si son
significativamente diferentes (a = 0.05)
*Watson, 1982.

**Datos del analisis de 22 hibridos comerciales de Pioneer ®



Analisis de los acidos grasos

Para permitir una comparacion entre los ensayos, en el estudio europeo analizaron
los mismos cinco acidos grasos principales del grano de maiz: 4cido palmitico (16:0),
acido estearico (18:0), acido oleico (18:1), acido linoleico (18:2) y acido linolénico
(18:3). No hubo diferencias estadisticamente significativas entre la linea transgénica
(asperjada o no con el herbicida) y la contraparte no transgénica en los niveles
observados de estos cinco acidos grasos. Todas las muestras analizadas se
encontraban también dentro del rango reportado por la literatura para cada acido
graso respectivo (EFSA 2004, 2005).

Anadlisis de vitaminas

Al igual que en el estudio chileno, el grano de la linea de maiz 1507 y el control fue
analizado por su contenido de cuatro vitaminas: clorhidrato de tiamina (B1),
riboflavina (B2), acido félico y tocoferoles totales. Los niveles de estas vitaminas en la
linea transgénicas no fueron diferentes de los del control, ya sea que las plantas
hayan sido asperjadas o no (tabla 10) (EFSA 2004, 2005).

Tabla 10: Analisis de vitaminas en el grano de la linea de maiz 1507 (transgénica)
asperjada o no, y un hibrido de maiz de control (no transgénico). Los valores son
medias expresadas seguidas de * DE como un porcentaje en base al peso seco
(Francia e Italia 1999).

Variable 15071p 1507s 2722 Rango
respuesta’® (no (Asperjada) (control) segun
ppm asperjada) literatura’
Clorhidrato 3.502° £ 3.874° 3.818° ¢ 3.0-8.6
de tiamina 0.184 0.208 0.184
(B1)
Riboflavina 1.208° + 1.199° + 1.314° 0.25-5.6
(B2) 0.037 0.045 0.037
Acido félico 0.158° + 0.161° + 0.154° + 0.3”
0.005 0.007 0.005
Tocoferoles 28.51° 29.30% + 29.24% + 42 - 87
totales 1.15 1.40 1.15

* Watson, 1982.



** Watson, 1987. Reporta que el valor medio para el acido félico en el grano es 0.3

mg/Kg

Ensayos de campo en Francia, Italia y Bulgaria (2000)

Analisis de proximales

En la temporada del afio 2000, los niveles de nutrientes del maiz 1507 los
compararon con los niveles del control isogénico no transgénico y los niveles
reportados en la literatura. En el forraje del maiz observaron diferencias
estadisticamente significativas para los proximales: grasa, proteina y carbohidratos
cuando se recopilaron los datos entre las distintas localidades; sin embargo, no
observaron ninguna tendencia para las localidades individuales. En las muestras del
forraje analizaron los minerales fosforo y calcio. Los niveles de minerales se
encontraban dentro de los rangos reportados en la literatura, tanto cuando
promediaron todos los lugares como en cada uno de ellos. Sin embargo, en una
localidad de Bulgaria el contenido de fosforo del control no transgénico fue
significativamente mayor que en el maiz de 1507 (Tablas 12 y 13) (EFSA 2009,

2017).

Tabla 11: Recopilacién del analisis de proximales en medias con desviacién estandar,
de las muestras de grano en todos las localidades de los ensayos de campo Francia,
Italia y Bulgaria, 2000. (EFSA 2009, 2017).

Variable Linea 1507 Linea 1507 Control no Rango
(% peso (no (asperjada) transgénico segun

seco) asperjada) (media * DE) (mean * SE) literatur

(media * DE) a*

Grasa 3.57 £ 0.04 3.53+0.04 3.54 +0.04 3.1-57
Proteina 10.9 £ 10.1 10.2 £ 10.1 10.1 £ 10.1 6.0 —
12.0

Fibra cruda 26+0.0 26+0.0 25+0.0 20-55
ADF 3.6+0.1 3.6+0.1 3.6+0.1 3.0-
4.3*
NDF 10.1 £ 0.1 9.9+0.1 9.9+0.1 8.3 -



11.9

Carbohidrat 83.9 + 0.1 84.6 + 0.1 84.9 +0.1 78.4 —
0S 89.8
Ceniza 1.64 +0.02 163 +0.02 154 +0.02 11-39

*Watson, 1987
** Watson 1982

Tabla 12: Recopilacién del analisis de minerales en las muestras de forraje en todos
las localidades de los ensayos de campo Francia, Italia y Bulgaria, 2000. (EFSA
2009, 2017).

Variable Linea 1507 Linea 1507 Control no Rango
(% peso (no (asperjada) transgénico segun
seco) asperjada) (media * DE) (mean * SE) literatur
(media £ DE) a*
Fosforo 0.223 + 0.228 + 0.005 0.229 £ 0.005 0.15-
0.005 0.55
Calcio 0.335+ 0.301 £ 0.013 0.334 £ 0.013 0.2-0.6
0.013

*Watson, 1987

Tabla 13: Analisis de minerales en las muestras de forraje de una sola localidad
(BU1) de los ensayos de campo de Bulgaria, 2000. (EFSA 2009, 2017).

Variable Linea 1507 Linea 1507 Control no Rango
(% peso (no (asperjada) transgénico segun
seco) asperjada) (media * DE) (mean * SE) literatur
(media * DE) a*
Fésforo 0175 % 0.1778 0.208 £ 0.006 0.15-
0.006 0.006 0.55
Calcio 0.323 0.288 + 0.025 0.346 + 0.025 0.2-0.6
0.025

*Watson, 1987

En las muestras de grano, los niveles de los proximales: grasa, proteina, fibra cruda,
ADF, NDF, ceniza, y carbohidratos, estuvieron todos dentro de los valores reportados
en la literatura (Tabla 11). En todos los lugares, el contenido de proteinas en el maiz

1507 no asperjado con glufosinato de amonio fue significativamente mayor desde el



punto de vista estadistico en comparacion con el control no transgénico (10,9% frente
a 10,1% de peso seco). La cantidad de ceniza fue significativamente mayor desde el
punto de vista estadistico en los granos de maiz 1507 asperjado y no asperjado, en
comparacion con el control no transgénico en todos las localidades. También
observaron algunas diferencias esporadicas entre los granos de maiz 1507 y el
control no transgénico en las distintas localidades, pero no observaron tendencias

para ninguno de estos analitos en las distintas localidades (EFSA 2009, 2017).

Analisis de aminoacidos

Analizaron tanto los aminoacidos esenciales como los no esenciales en el grano de
maiz 1507 (asperjado y no asperjado) y el control isogénico no transgénico.
Observaron algunas diferencias estadisticamente significativas (Tabla 14) para el
analisis en las distintas localidades, pero los resultados no fueron coherentes con los
analisis de los localidades individuales. Los niveles de todos los aminoacidos
esenciales se encontraban dentro del rango de la literatura reportada (EFSA 2009,
2017).

Tabla 14: Composicion de aminoacidos del grano de maiz. Los valores son medias
expresadas seguidas de + DE como un porcentaje en base al peso seco (Francia,
Italia y Bulgaria 2000) (EFSA 2009, 2017).

Aminoacido 1507 1507 Control Rango

s (no (Asperjada) segun
asperjada) literatura®
Glicina 0.36 £ 0.04 0.35+0.04 0.42 +0.04 0.26-0.47
Treonina 0.36* £ 0.00 0.34 £ 0.00 0.34 £ 0.00 0.29-0.39
Valina 0.47* £ 0.00 0.45 £ 0.00 0.44 £ 0.00 0.21-0.52
Isoleucina 0.35* £ 0.00 0.33 £ 0.00 0.32 £ 0.00 0.26-0.40
Leucina 1.31* £ 0.02 1.23 £ 0.02 1.19+£0.02 0.78-1.52
Fenilalanina 0.52* £ 0.01 0.49 £ 0.01 0.47 £ 0.01 0.29-0.57
Histidina 0.27* £ 0.00 0.26 £ 0.00 0.26 £ 0.00 0.20-0.28
Lisina 0.29 £ 0.00 0.28 £ 0.00 0.28 £ 0.00 0.20-0.38
Arginina 0.36 £ 0.00 0.35+0.00 0.34 £ 0.00 0.29-0.59
Cisteina 0.21*+0.00 0.20 £ 0.00 0.20 £ 0.00 0.12-:0.16

0.16-0.22**



Metionina 0.19+0.00 0.18*+ 0.00 0.19+0.00 0.10-0.21
Triptofano 0.10+0.00 0.09 £ 0.00 0.09 £ 0.00 0.05-0.12
Serina 0.49* + 0.01 0.46 + 0.01 0.45+0.01 0.42-0.55
Alanina 0.80* + 0.01 0.76* + 0.01 0.73+0.01 0.64-0.99
Acido 1.24-1.96
1.99* £ 0.03 1.88£0.03 1.82+ 0.03
glutamico 0.89-2.02**
Prolina 0.79* £ 0.01 0.76 £ 0.01 0.75+0.01 0.66-1.03
Acido 0.69* + 0.01 0.65 +0.01 0.64 +0.01 0.58-0.72
aspartico
0.29-0.47
Tirosina 0.16* £ 0.00 0.16* + 0.00 0.15+0.00
0.17-0.31**

- Watson, 1987
* Minimos cuadrados medios; valores seguido de asterisco (p<0.05) son
significativamente diferentes al control

** Rango de 22 hibridos comerciales de Pionner®

Analisis de acidos grasos

Analizaron los granos de maiz 1507 y el control para los seis principales acidos
grasos del maiz: palmitico, estearico, oleico, linoleico, linolénico y araquiddnico; los
resultados se muestran en la Tabla 15. Sumadas todas las localidades, los niveles de
acido oleico vy linoleico fueron estadisticamente significativos y diferentes del control
(el oleico fue mas alto, el linoleico mas bajo), en el grano de maiz 1507 no asperjado
con glufosinato de amonio. Estas diferencias no las observaron en los distintas
localidades. En dos localidades individuales los niveles de acido linolénico fue
estadisticamente significativo siendo mas altos en el grano de maiz 1507 en
comparacion con el control, sin embargo, no fue una tendencia general. Todas las
concentraciones de acidos grasos se encontraron dentro de los valores reportados en
la literatura (EFSA 2009, 2017).

Tabla 15: Analisis de los acidos grasos del grano, las medias de la composicion del
grano proveniente de la linea de maiz transgénica 1507 y el hibrido control para las
muestras colectadas en el ensayo de campo Francia, Italia y Bulgaria, 2000. El rango
de los valores encontrados en la literatura para cada uno de los analitos. (EFSA 2009,
2017)



Variable 1507 1507 Control Rango segun
respuesta (no (Asperjada) literatura®
asperjada)

Palmitico 11.0+0.1 11.0+0.1 11.0+0.1 7-19

Estearico 1.62 +0.05 1.68 £ 0.05 1.64 +0.05 1-3
Oleico 32.6*+0.3 31.9+0.3 31.6 £ 0.3 20 - 46

Linoleico 52.2*%+0.3 52.9+0.3 53.3+0.3 35-70

Linolénico 1.32+0.02 1.34+£0.02 1.30 £0.02 0.8-2
Acido 0.38 +0.00 0.37 £0.00 0.37 £0.00 0.1-2

araquidonico

a- Watson, 1987

* Minimos cuadrados medios; valores seguido de asterisco (p<0.05) son

significativamente diferentes al control

Anadlisis de vitaminas

En comparacion con los valores de la literatura, no encontraron diferencias
significativas en los niveles de vitaminas en el grano de maiz 1507. El contenido de
vitamina B2 en el grano de maiz 1507 sin asperjar fue estadisticamente significativo
con respecto al control cuando se sumaron los datos en todas las localidades (Tabla
16), sin embargo, esto no se observo en las localidades individuales. También
observaron algunas otras diferencias en las localidades individuales, pero sin una
tendencia consistente (EFSA 2009, 2017).

Tabla 16: Analisis de vitaminas en el grano de la linea de maiz 1507 (transgénica) y
un hibrido de maiz de control (no transgénico) a partir de las muestras recogidas en

los ensayos de campo en Francia, Italia y Bulgaria, 2000. (EFSA 2009, 2017).

Variable 1507 1507 Control Rango
respuesta® (no (Asperjada) segun
asperjada) literatura®
Vitamina A° 239+0.18 2.68+0.18 224 +0.18 03-54
Vitamina B1 4.34 +0.11 4.31+0.11 462 +0.11 3.0-8.6
Vitamina B2 1.79* £ 0.05 1.72 £ 0.05 1.63 +£0.05 0.25-56
Acido félico 0.270 0.273+0.015 0.283 +0.015 0.3°

0.015



Vitamina E® 3.96+0.72 481+0.72 516 +0.72 3.0-121
Tocoferoles 489+ 2.3 49.0+2.3 453+2.3 42 - 87

totales

a- mg/Kg en peso seco

b- Watson, 1982

c- Watson, 1987 reporto el valor promedio para acido folico en grano como 0.3 mg/Kg
d- Medido como 3-caroteno

e- Medido como a-tocoferol

* Minimos cuadrados medios; valores seguido de asterisco (p<0.05) son

significativamente diferentes al control

Analisis de metabolitos secundarios y anti nutrientes

Analizaron los siguientes metabolitos secundarios en el maiz 1507 (asperjado y no
asperjado) y el control isogénico no transgénico; inositol, rafinosa, furfural, acido P-
cumarico y acido ferulico. También analizaron los dos posibles anti nutrientes (para el
afo 2000, ya son considerados como anti nutrientes): el acido fitico y el inhibidor de
la tripsina. Los niveles de rafinosa encontré dentro de los valores reportados en la
literatura (para los otros metabolitos de secundarios no existia tal valor). Los niveles
de furfural y acido P-cumarico en el hibrido (tanto asperjado como no asperjado),
fueron estadisticamente significativos y diferentes del control cuando se analizaron en
diferentes localidades (Tabla 17). Estas diferencias no las observaron de manera
consistente en los sitios individuales (EFSA 2009, 2017).

Tabla 17: Recopilacién del andlisis de metabolitos secundarios y antinutrientes en el
grano de la linea de maiz 1507 (transgénica) y un hibrido de maiz de control (no
transgénico) a partir de las muestras recogidas en los ensayos de campo en Francia,
Italia y Bulgaria, 2000. (EFSA 2009, 2017).

Variable 1507 1507 Control Rango
respuesta’® (no (Asperjada) segun
asperjada) literatura®
Inositol 0.155 + 0.153+0.003  0.148 £ 0.003 NR°
0.003
Rafinosa 0.2 £0.00 0.2 +0.00 0.2 £0.00 0.08 —-0.30

Furfural 0.0006* + 0.0009 * 0.0009 + NR®



0.000 0.0000 0.0000

Acido P- 0.032 + 0.031 £ 0.001 0.033 + 0.001 NR°
cumarico 0.001
Acido ferulico 0.295 + 0.290 £ 0.004  0.287 £ 0.004 NR°
0.004
Acido fitico 0.698 + 0.683 £ 0.021 0.686 + 0.021 0.7-1.0
0.021
Inhibidores de <LOQ <LOQ <LOQ NR°
tripsina

a- Porcentaje en peso seco

b- Watson, 1982

c- NR: No reportado en la literatura para el afilo 2000 cuando sustentaron las pruebas
para la desregulacién

d- <LOQ: por debajo del nivel de cuantificacién

Minimos cuadrados medios; valores seguido de asterisco (p<0.05) son

significativamente diferentes al control

El contenido de acido fitico en el grano de maiz es comunmente bajo, y observaron
que la concentracion en los granos de maiz de 1507 se encuentra dentro de los
valores publicados en la literatura (Tabla 17). El nivel de inhibidores de tripsina
también suele ser bajo, y estaba por debajo del LOQ (nivel de cuantificacion) para el
ensayo en el maiz 1507. Los resultados mostraron que la composicién nutricional del
maiz 1507 (asperjado y no asperjado con glufosinato de amonio) es comparable a la
de los hibridos comerciales de maiz. Ocasionalmente, constataron diferencias
estadisticamente significativas para algunos de los analitos; sin embargo, estas
diferencias no fueron consistentes en el tiempo y en las localidades (EFSA 2009,
2017).

72  Regulacién del Maiz 1507 en el mundo

El evento TC1507 ha sido aprobado para el cultivo, y la alimentacion de seres
humanos y animales en mas de 15 paises alrededor del mundo. Los datos que
soportaron la equivalencia sustancial fueron los anteriormente expuestos: En la tabla

18 se muestra un resumen de algunos paises donde esta aprobado el evento TC1507



junto con la decision de aprobacién del evento (Baktavachalam et al., 2015, Brent et

al., 2003).

Tabla 18. Paises que han aprobado el evento de maiz TC1507

Pais Tipo de uso Fecha de Autoridad Decision
aprobacié
n
Austral  Alimentacion Julio 31, Food Standards Australia A446
ia humana 2003 New Zealand
Canad Alimentacion Octubre 10, Canadian Food Inspection DD2002-
a humana 2002 Agency — Animal Feed 41
Piensos Octubre 11, Division
2002 Health Canada — GM
Foods and Other Novel CN food
Foods 1507
Unién Alimentacion Diciembre European Commission EC-1507
Europe humana 21, 2017 (renewal)
a Piensos
Japén Alimentacion Mayo 23, Ministry of Agriculture, -
humana 2002 Forestry and Fisheries
Piensos (MAFF)
Julio 08, Ministry of Health, Labour -
2002 and Welfare (MHLW)
Méjico Alimentacion Septiembre Directorio de regulacion y -
humana 15, 2003 servicios sanitarios
(Secretaria de Salud)
Nueva Alimentacion Noviembre Food Standards Australia A446
Zeland humana 13, 2003 New Zealand
a
Estado Biopesticida Octubre 15, Environmental Protection EPA-
s Alimentacion 2001 Agency (USEPA) Cry1Ab-
Unidos humanay Junio 08, Food and Drug Cry1F
piensos 2001 Administration (USFDA) BNF73
Corea Alimentacion Noviembre Rural Development -

del sur


http://www.accessdata.fda.gov/scripts/fcn/fcnDetailNavigation.cfm?rpt=bioListing&id=52
http://www.epa.gov/pesticides/biopesticides/pips/bt_brad.htm
http://www.epa.gov/pesticides/biopesticides/pips/bt_brad.htm
http://www.epa.gov/pesticides/biopesticides/pips/bt_brad.htm
http://www.foodstandards.gov.au/code/applications/Pages/applicationa446insectglufosinateresistantcornline1507/Default.aspx
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=2
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/gm_register_auth.cfm?pr_id=2
https://www.canada.ca/en/health-canada/services/food-nutrition/genetically-modified-foods-other-novel-foods/approved-products/novel-food-information-food-biotechnology-cry1f-insect-resistant-glufosinate-tolerant-maize-line-1507.html
https://www.canada.ca/en/health-canada/services/food-nutrition/genetically-modified-foods-other-novel-foods/approved-products/novel-food-information-food-biotechnology-cry1f-insect-resistant-glufosinate-tolerant-maize-line-1507.html
https://www.canada.ca/en/health-canada/services/food-nutrition/genetically-modified-foods-other-novel-foods/approved-products/novel-food-information-food-biotechnology-cry1f-insect-resistant-glufosinate-tolerant-maize-line-1507.html
http://www.inspection.gc.ca/english/plaveg/bio/dd/dd0241e.shtml
http://www.inspection.gc.ca/english/plaveg/bio/dd/dd0241e.shtml
http://www.foodstandards.gov.au/code/applications/Pages/applicationa446insectglufosinateresistantcornline1507/Default.aspx
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https://www.ica.gov.co/getattachment/f1b4c01b-b802-4cff-ae51-db9787833a4d/3745.aspx
https://www.ica.gov.co/getattachment/f1b4c01b-b802-4cff-ae51-db9787833a4d/3745.aspx
https://www.ica.gov.co/getattachment/f1b4c01b-b802-4cff-ae51-db9787833a4d/3745.aspx
http://www.mgap.gub.uy/sites/default/files/multimedia/gnbio_027_maiz_tc1507_comercial_21jun2011.pdf
http://www.mgap.gub.uy/sites/default/files/multimedia/gnbio_027_maiz_tc1507_comercial_21jun2011.pdf
http://www.mgap.gub.uy/sites/default/files/multimedia/gnbio_027_maiz_tc1507_comercial_21jun2011.pdf
http://www.mgap.gub.uy/sites/default/files/multimedia/gnbio_027_maiz_tc1507_comercial_21jun2011.pdf
http://biotech.da.gov.ph/upload/Corn_TC1507_forPropaDecisionDoc_final.pdf
http://biotech.da.gov.ph/upload/Corn_TC1507_forPropaDecisionDoc_final.pdf
http://biotech.da.gov.ph/index.php
http://biotech.da.gov.ph/index.php
http://biotech.da.gov.ph/index.php
http://antoansinhhoc.vn/en/tc1507/
http://antoansinhhoc.vn/en/tc1507/
http://antoansinhhoc.vn/en/tc1507/
http://antoansinhhoc.vn/en/tc1507/
http://antoansinhhoc.vn/en/tc1507/
http://ctnbio.mctic.gov.br/liberacao-comercial#/liberacao-comercial/consultar-processo
http://ctnbio.mctic.gov.br/liberacao-comercial#/liberacao-comercial/consultar-processo

2007 COL
Resolucio
n 464

7.3  Regulacién en Colombia

El evento individual DAS @15@7-1, fue autorizado para consumo humano mediante
el Acta numero 05 del 17 de octubre de 2006 de la Sala Especializada de Alimentos
de la Comision Revisora del Invima (INVIMA, 2006) y para consumo como alimento
de animales domésticos en Colombia mediante la resolucién No. 003745 del 15 de
diciembre de 2006 del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA, 2006). Los datos que
soportaron la equivalencia sustancial fueron los mismos obtenidos en los ensayos de

campo de Chile 1998/99, Francia e Italia 1999, y Francia, Italia y Bulgaria 2000.

Estrategia analisis de la equivalencia sustancial del maiz off patent

Siguiendo como ejemplo la estrategia de analisis parcial de la equivalencia sustancial
que las compafias que han desarrollado los diferentes eventos transgénicos
aprobados en Colombia, en donde estas han presentado para la autorizacion para el
consumo humano y animal de eventos apilados previamente autorizados, en
multiples casos solo han sustentado el analisis de la equivalencia sustancial solo con
el andlisis de los analitos proximales (proteina, grasa, ceniza, fibra, humedad y
carbohidratos) y estos ensayos en la mayorias de los casos no fueron realizados en
Colombia sino en agroecosistemas septentrionales, haciendo uso de la transferencia
de datos (ICA, 2011, 2013; MPSP, 2012, 2012a, 2012b, 2014; INVIMA, 2018). Una
estrategia para los cultivos off patent es realizar un ensayo de campo con un disefio
minimo, donde se evaliuen un numero limitado de analitos igual al numero en que los
desarrolladores del evento especifico presentaron para sustentar la equivalencia

sustancial de eventos apilado que contienen el mismo evento.


https://www.ica.gov.co/getattachment/2809a51f-3ae0-485e-80c7-5c833d3fedb5/464.aspx
https://www.ica.gov.co/getattachment/2809a51f-3ae0-485e-80c7-5c833d3fedb5/464.aspx
https://www.ica.gov.co/getattachment/2809a51f-3ae0-485e-80c7-5c833d3fedb5/464.aspx
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7.4.1 Grano

Los resultados de los analisis de proximales de las muestras de grano recogidas
durante el ensayo no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
genotipos transgénicos (hibrido T, linea T1 y linea T2) de maiz off patent evento
TC1507 y las muestras control no transgénicas (hibrido C, linea C1 y linea C2) (figura
1). Primero, el test de Kruskal-Wallis arrojo diferencias para los componentes de
grano de humedad (p-value = 0.03239), proteina (p-value = 0.009354), grasa (ceniza
(p-value = 0.02373) y carbohidratos (p-value = 0.008581) en al menos dos de los
genotipos en comparacion son diferentes, pero al realizar el post-hoc, el test de
Mann-Whitney (o test de suma de rangos Wilcoxon) el cual corrige el nivel de
significancia para evitar incrementar el error tipo | y muestra en que grupos existen
diferencias, para todos los analitos anteriormente mencionados que en un primer
momento parecian tener diferencias, después del post-hoc ninguno de ellos arrojo

diferencias significativas entre los genotipos (tablas de la figura 1).

Se puede apreciar graficamente a través de la figura 1. en la que se muestran los
diagramas de cajas y bigotes para cada uno de los analitos de acuerdo al genotipo,
donde vale se evidencia que en ningun caso difieren de los rangos maximos y
minimos reportados por la literatura de la base de datos del Instituto Internacional de
Ciencias de la Vida ILSI-CCDB), que incluye datos procedentes de la evaluaciéon de
muestras de cultivos convencionales mediante métodos analiticos validados,
ofreciendo una solida recopilacion de datos de composicion de alta calidad no
relacionados con los genes para varios cultivos (Suit et al.,, 2016). Para cada uno de
los diferentes analitos se pueden observar visualmente (figura 1. b, d) que para
humedad vy fibra la variacién es muy similar entre cada uno de los genotipos, aunque
que existen leves diferencias para otros analitos (figura 1. a, c, e, ). en grasa total el
hibrido convencional tiende a tener mayores niveles junto al hibrido transgénico,
entre las lineas se evidencia lo esperado: que la linea transgénica presente una
variacién similar a su correspondiente linea no transgénica. En proteina el hibrido

transgénico presento los menores valores junto al hibrido convencional, la linea



convencional 1 tuvo los mayores valores en contraste con su isolinea transgénica y
con la linea transgénica y no transgénica 2. En ceniza solo la linea convencional 1
presento una gran variacion a diferencia de los otros genotipos analizados que
mantuvieron una variacion similar. Para carbohidratos el hibrido transgénico tuvo
mayores niveles y la linea convencional 1 menores valores, los demas genotipos
mantienen una variaciones similares. Todas estas aparentes diferencias se
encuentran dentro de lo esperado de la variacion natural. Todos los analitos se
encontraron dentro de los valores reportados en la literatura (AFSI, 2020; Anderson,
et al., 2019; Cong, et al., 2015; Lundry, et al., 2013; Watson, 1982) (tabla 19).

Figura 1. Diagrama de cajas de las muestras de grano para cada uno de los
genotipos de los analitos de: a) grasa, b) humedad, c) proteina, d) fibra cruda, e)
ceniza, f) carbohidratos. En el diagrama de cajas, los "bigotes" se extienden a los
valores minimo y maximo, el recuadro nombra los percentiles 25 y 75 de los datos, la
linea media indica la mediana. En la parte inferior de cada uno de los diagramas de
cajas, la tabla de comparacion de pares el post-hoc, el test de Wilcoxon de suma de

rangos; del ensayo realizado en Colombia (2020)
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Tabla 19: Las medianas, los valores minimos y maximos reportados del analisis de

proximales del grano del hibrido de maiz off patent 1507 (transgénica), las lineas de

maiz off patent 1507 | y Il (transgénicas), sus respectivas isolineas convencionales | y

Il (no transgénicas) y un hibrido comercial de maiz (no transgénico) a partir de las

muestras recogidas en los ensayos de campo de Colombia (2020).

Variable Hibrido Linea Linea Linea Linea Hibrido Rango segiin
(% peso seco)  transgénico  transgénica  transgénica convencional I convencional I convencional literatura*
(TC1507)  convencional I convencional Il (medianas) (medianas) (medianas)
(medianas) (medianas) (medianas)
Grasa 3.54 £0.355 258£0.15 3.09+£0.18 276 £0.12 3.40£0.045 397 £0.15 1.363-7.83
(3.41-384)  (252-282)  (2.99-3.35) (2.70-294)  (3.35-344) (3.88-4.04)
Proteina 10.34+024  1217+0.17  1210+0.03 12.84+0.015 12.06 £0.05 11.15+0.21 5.72-17.26
(10.05-10.53) (11.99-1233) (12.07-12.13) (12.83-12.86) (12.06-12.07) (11.05-1147)
Fibra 256 £0.185 242+£0.13 248+ 0125 242+0.165 225+0.13 2.41£0.355 049-5.5
(2.25-262) (228-254) (2.35-2.60) (2.24-257)  (2.02-2.28) (2.05-2.76)
Ceniza 1.05+£0.07 1.24+0.05 1.38 +0.095 1.92 £0.96 1.19+0.12 122 +0.01 0.616 - 6.282
(0.99-1.13) (1.23-1.33) (1.24-143) (1.34-326) (1.17-141) (1.21-1.23)
Humedad 1133+£0105 11.43£003 11442013 11.87x0255 11.92£0.14 11.68 £0.12 7-23
(11.29-11.50) (11.40-11.74) (11.25-11.51) (11.58-12.09) (11.79-12.07) (11.62-11.86)
Cabohidratos™ 8526+ 043  8391+026 8340+0.26 8246+0835 83.33+0.09  83.65%0.125 77.4-89.7
(84.50 - 85.36) (83.68-84.20) (83.15-83.67) (81.21-82.83) (83.17-83.35) (83.44-83.69)
* (ILSI, 2016)

7.4.2 Forraje

Los resultados de los analisis de proximales de las muestras de forraje recogidas

durante el ensayo no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los

genotipos transgénicos (hibrido T, linea T1 y linea T2)

de maiz off patent evento

TC1507 y las muestras control no transgénicas (hibrido C, linea C1 y linea C2).

Primero, el test de Kruskal-Wallis arrojo diferencias solo para el componente de

grasa (p-value = 0.03) encontrando que en al menos dos de los genotipos en



comparacion son diferentes, pero al realizar el post-hoc, el test de Mann-Whitney (o
test de suma de rangos Wilcoxon) el cual corrige el nivel de significancia para evitar
incrementar el error tipo | y muestra en que genotipos existen diferencias: para el
analito de grasa anteriormente mencionado en un primer momento parecian tener
diferencias, después del post-hoc no arrojo diferencias significativas entre los

genotipos (tabla 20).

Se puede apreciar graficamente a través de la figura 2. en la que se muestran los
diagramas de cajas y bigotes para cada uno de los analitos de acuerdo al genotipo,
donde se evidencia que en ningun caso difieren de los rangos maximos y minimos
reportados por la literatura. Para cada uno de los diferentes analitos se pueden
observar visualmente (figura 2.) que para humedad, proteina, fibra, grasa, ceniza y
carbohidratos la variacion es muy similar entre cada uno de los genotipos, aunque
visualmente se observan que existen leves diferencias en la variacion: en humedad,
unicamente el hibrido transgénico presenta unos valores menores al resto de
genotipos que se encuentran casi sobre el limite maximo que es reportado por la
literatura. En grasa, el hibrido transgénico presenta unos menores valores y la linea
transgénica 1 unos valores mayores al resto de los genotipos. En fibra cruda, solo
los hibridos muestran leves diferencias, el convencional valores menores y el
transgénico, valores mayores. En humedad no se observan diferencias pero si
mayores variaciones para el hibrido transgénico y la linea transgénica 1. En ceniza, el
hibrido convencional muestra levemente mayores valores mayores al resto de los
genotipos. Para carbohidratos el hibrido convencional presenta unos ligeros menores
valores que el resto de los genotipos, paraddjicamente tiene un valor menor al
reportado por la literatura pero el resto de los valores, resaltando la mediana, si se
encuentran dentro de los rangos reportados. Todas estas aparentes diferencias se
encuentran dentro de lo esperado de la variacion natural. Todos los analitos se
encontraron dentro de los valores reportados en la literatura (AFSI, 2020; Anderson,
et al.,, 2019; Cong, et al., 2015; Lundry, et al., 2013; Watson, 1982) (Tabla 20).



Tabla 20: Las medianas, los valores minimos y maximos reportados del analisis de

proximales del forraje del hibrido de maiz off patent 1507 (transgénica), las lineas de

maiz off patent 1507 | y Il (transgénicas), sus respectivas isolineas convencionales | y

Il (no transgénicas) y un hibrido comercial de maiz (no transgénico) a partir de las

muestras recogidas en los ensayos de campo de Colombia (2020).

Variable Hibrido Linea Linea Linea Linea Hibrido Rango segiin
(% peso seco)  transgénico  ftransgénica  transgénica convencionalI convencional II convencional literatura*
(TC1507)  convencional I convencional Il (medianas) (medianas) (medianas)
(medianas) (medianas) (medianas)
Grasa 354+035  25810.15 3.09£0.18 276 £0.12 340£0.045 397+0.15 1.363-7.83
(3.41-3.84) (252-282) (2.99-335) (2.70-294) (3.35-344) (3.88-4.04)
Proteina 1034+024 1217017  1210+0.03 1284+0.015 12.06£0.05 11.15+£0.21 5.72-17.26
(10.05-10.53) (11.99-1233) (12.07-12.13) (12.83-1286) (12.06-12.07) (11.05-1147)
Fibra 256018 2421013 2481 0125 242£0.165 2251013 24110355 049-5.5
(225-2.62) (228-254) (2.35-260) (2.24-257)  (2.02-228) (2.05-2.76)
Ceniza 1.05+0.07 1.24+0.05 1.38+0.095 1921096 1.19+0.12 1.22+0.01 0.616- 6.282
(0.99-1.13) (123-1.33) (1.24-143) (1.34-326) (1.17-141) (121-1.23)
Humedad 1133+£0.105 1143003 1144013 11.87+0255 11.92+0.14 11.68 +0.12 7-23
(11.29 - 11.50) (11.40-11.74) (11.25-11.51) (11.58-12.09) (11.79-12.07) (11.62-11.86)
Carbohidratos™* 8526+ 043  8391+026 8340+0.26 82460835 83.33:009  8365£0.125 77.4-89.7

(84.50 - 85.36) (83.68-84.20) (83.15-83.67) (8121 -82.88)

(83.17 - 83.35)

(83.44 - 83.69)

Figura 2. Diagrama de cajas de las muestras de forraje para cada uno de los

genotipos de los analitos de: a) grasa, b) humedad, c) proteina, d) fibra cruda, e)

ceniza, f) carbohidratos. En el diagrama de cajas, los "bigotes" se extienden a los

valores minimo y maximo, el recuadro nombra los percentiles 25 y 75 de los datos, la

linea media indica la mediana, en rojo los valores minimos y maximos reportados en
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C

la literatura para cada analito. En la parte inferior de cada uno de los diagramas de

cajas, la tabla de comparacion de pares el post-hoc, el test de Wilcoxon de suma de

rangos.; del ensayo realizado en Colombia (2020).
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7.4.3 Analisis total grano

En el andlisis de la combinacién de los datos de todas las réplicas para grano de
cada uno de los genotipos respectivamente, el test de Kruskall-Wallis no arrojo
diferencias estadisticamente significativas (p-value = 0.9997) entre los genotipos y su
respectivo post-hoc el test de Wilcoxson tampoco encontré diferencias entre los

genotipos.

Figura 3. Diagrama de cajas de las muestras de grano para cada uno de los
genotipos del total de analitos. En el diagrama de cajas, los "bigotes" se extienden a
los valores minimo y maximo, el recuadro nombra los percentiles 25 y 75 de los

datos, la linea media indica la mediana, del ensayo realizado en Colombia (2020)
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7.4.4 Analisis total forraje

En el analisis de la combinacién de los datos de todas las réplicas para forraje de
cada uno de los genotipos respectivamente, el test de Kruskall-Wallis no arrojo
diferencias estadisticamente significativas (p-value = 0.9994) entre los genotipos y su
respectivo post-hoc el test de Wilcoxson tampoco encontré diferencias entre los

genotipos.

Figura 3. Diagrama de cajas de las muestras de grano para cada uno de los
genotipos del total de analitos. En el diagrama de cajas, los "bigotes" se extienden a
los valores minimo y maximo, el recuadro nombra los percentiles 25 y 75 de los

datos, la linea media indica la mediana, del ensayo realizado en Colombia (2020)
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El maiz off-patent evento TC 1507, fue resultado del cruzamiento de una linea de
maiz elite convencional de CENICEL- FENALCE y de un maiz HERCULEX (Evento
TC 1507), este estudio es el primero en realizar el analisis composicional para
determinar la equivalencia sustancial como parte de los requisitos para solicitar la
autorizacion de consumo humano y animal por parte de las autoridades regulatorias
Colombianas, no existe otro estudio similar con el que comparar los resultados, pero
es importante resaltar otros estudios aportan a la discusion de como la equivalencia
sustancial se mantiene entre los comparadores convencionales y los transgénicos, y
que para el caso de los off patent, un disefio como el que se planteo para este
estudio, deberia ser suficiente para demostrar la equivalencia sustancial de un
evento previamente autorizado en Colombia y en el mundo por multiples autoridades

regulatorias.

Mismo casete de expresion, diferentes eventos de transformacion, los investigadores
Lai et al., (2011) evaluaron diferentes eventos de maiz que se produjeron utilizando el
mismo casete de expresion para la transformacién. Los resultados de proteina, grasa,
fibra, ceniza y almidon observados les permitieron comparar la composicion del grano
de diferentes eventos de maiz transformados con el mismo casete en el mismo fondo
genético de maiz y que fueron cultivados en la misma localidad (ambiente). No
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) del nuevo gen
introducido en la composicién del grano en cuanto a los analitos previamente
mencionados. Reed et al., (2001) observaron resultados similares con siete eventos
independientes de maiz producidos por la introduccion del gen manA de E. coli que

codifica la fosfomanosa isomerasa dirigido por el promotor de la ubiquitina del maiz.

Mismo evento de transformacion, diferentes fondos genéticos del germoplasma, Lai
et al., (2011), disefiaron un experimento donde cruzaron un Unico evento de
transformacioén de maiz con varios probadores, analizaron el grano producido a partir
de estos cruces hibridos. Los resultados de los analitos proximales y del perfil de los
aminoacidos clave demostraron que los diferentes hibridos de maiz pueden
distinguirse en base a su composicion, sin embargo, la presencia del transgén (en

este caso un marcador de seleccidon), no tuvo ningun efecto sobre la composicion



relativa, siendo equivalentes sustancialmente con respecto a los comparadores

convencionales.

Mismo evento de transformacion, diferentes localidades de cultivo, Privalle et al.,
(2013) cultivaron una variedad de papa transgénica (evento EH92-527-1) y ftres
variedades de papa convencionales en cinco lugares diferentes de Suecia, Paises
Bajos y Alemania. Los resultados mostraron que hay mas variacion debido a la
localizacidn que a la presencia de la insercion transgénica. Por ejemplo, en los
niveles de sodio de las papas observaron un nivel mucho mas alto en todas las
variedades en la localidad de Paises Bajos que en las otras localidades. También
mostraron diferencias varietales o de germoplasma: la variedad Kuras es distinta de
las demas variedades en lo que respecta a la acumulacion de calcio. Esta distincion
no se observa para el potasio, el magnesio o el fésforo. En la localidad de Alemania,
Kuras es diferente en sus niveles de sodio. Estos resultados demostraron la amplia
variabilidad natural de las variedades convencionales, la presencia del transgén no
modifico significativamente la composicion de los analitos en comparacion con las
variedades convencionales y que los niveles de minerales varian segun la localidad

debido a las diferencias en los componentes del suelo (Privalle et al., 2013).

Kok et al. (2014) resumieron los resultados de 22 cultivos de rasgos apilados que
habian sido evaluados (incluida la evaluacion de la composicién) por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Llegaron a la conclusién de que no habia
evidencia de que el apilamiento de rasgos transgénicos a través del fitomejoramiento
convencional diera lugar a cambios que plantearan problemas de seguridad. Ademas,
varias publicaciones han informado la coherencia de los niveles de composiciéon de
un determinado cultivo de rasgos apilados con las de un comparador convencional,
que junto con las aprobaciones reglamentarias de mas de 60 cultivos de rasgos
apilados (Bell et al, 2010), proporcionan pruebas empiricas de que, como se
esperaba, no se han observado efectos no deseados notables derivados de la

combinacién de rasgos en un cultivo de rasgos apilados.

En el caso de los eventos apilados (rasgos apilados o apilamiento de cultivos) que se
originan mediante el fitomejoramiento convencional, en el que dos o mas
progenitores con un unico evento transgénico se cruzan para producir una progenie
que contiene dos 0 mas eventos transgénicos que proporcionan una agrupacion util

de rasgos, seria lo mas cercano a los eventos off patent, y la discusién que han



suscitado en la actualidad daria una luz para ayudar a resolver el vacio regulatorio
para la autorizacion para consumo humano y animal en donde la equivalencia
sustancial y otras evaluaciones de seguridad juegan un papel fundamental (Kok et al.,
2014). El fitomejoramiento convencional tiene un historial de uso seguro establecido
(Pilacinski et al., 2011), en el sentido de que se han introducido miles de nuevas
variedades para su uso en alimentos y/o piensos sin que hayan surgido problemas de
seguridad.(Steiner et al., 2013), Se sabe que tanto los factores genéticos (como la
variedad del cultivo) y el efecto del ambiente (lugar de cultivo, condiciones climaticas,
aplicacion de fertilizantes, etc.) pueden influir en la composicién de un cultivo y que el
nivel de un componente concreto puede variar sustancialmente sin plantear un
problema nutricional o de seguridad (Harrigan et al., 2010; Cong et al., 2015), esta
variabilidad natural proporciona un contexto importante, en el sentido de que un valor
de un componente en un cultivo GM que es coherente con los valores observados
previamente para las variedades no GM proporciona la garantia de que el cultivo GM
es tan seguro como las variedades convencionales con respecto al nivel de ese
componente dado, aunque es importante sefalar que los valores fuera de la variacion
documentada no indican automaticamente una falta de seguridad. La evaluacién de
seguridad de un cultivo transgénico de un unico rasgo introducido sigue las
directrices establecidas por el Codex Alimentarius (2013) como relevantes y
suficientes para la evaluacion de la seguridad alimentaria de los cultivos GM. Desde
el punto de vista de la reglamentacién, los cultivos de rasgos apilados y los off patent
difieren de los cultivos de rasgos unicos, ya que contienen eventos que no son
nuevos para las autoridades reguladoras, pues ya han sido evaluados en su totalidad
en los eventos unicos que los componen. Esta distincién es importante, ya que la
preocupacién por la seguridad de los cultivos transgénicos gira en torno a la
seguridad del rasgo introducido y a la posibilidad de que se produzcan efectos
adversos no deseados como resultado de la introduccién del rasgo, Herman y Price
(2013)

Los enfoques de evaluacién de seguridad para los cultivos de rasgos apilados varian
a nivel mundial, hay organismos reguladores que abordan un cultivo de rasgos
apilados como si se tratase de cultivo de un nuevo evento que requiere una
evaluacion de novo, a pesar de que exista evidencia y evaluaciones de seguridad
donde hayan demostrado la bioseguridad, la inocuidad y equivalencia sustancial para

cada uno de los eventos transgénicos individuales que componen al cultivo de



eventos apilados. Este enfoque parte de la preocupacion sobre la posible interaccion
entre eventos que podria dar lugar a caracteristicas de la planta diferentes a la de
suma esperada de los eventos apilados, Steiner et al., (2013) analizaron ampliamente
el potencial general de las interacciones de los eventos en los cultivos de eventos
apilados, destacaron el hecho de que, dado que se conocen las caracteristicas
funcionales de los casetes de expresion introducidos, es posible desarrollar hipétesis
sobre si una combinacion especifica de rasgos interactuaria para afectar al
metabolismo de la planta de una manera novedosa y sobre si la hipotética interaccion
supondria algun riesgo, por ejemplo, algunos cultivos de rasgos apilados de
tolerancia a herbicidas, como la tolerancia al glifosato combinado con la tolerancia a
dicamba a través del fitomejoramiento convencional, de acuerdo a los distintos
mecanismos por los que estas dos enzimas confieren su respectivo rasgo de
tolerancia a herbicidas y la disimilitud quimica de sus respectivos sustratos, no hay
ninguna hipétesis plausible de que interactien en un producto de rasgo apilado que
justifique cualquier nueva preocupacién de seguridad por su combinacion, de hecho
se ha demostrado empiricamente la equivalencia sustancial de un cultivo con rasgos
apilados que confiere tolerancia al glifosato y a dicamba (Taylor et., 2017).
Especificamente para el maiz que contiene rasgos de resistencia a insectos y
tolerancia a glufosinato de amonio, no hay ninguna hipétesis plausible para que su
presencia combinada afecte el metabolismo de la planta y conduzca a diferencias
composicionales, y aun en menor medida que se den diferencias en un off-patent
proveniente del cruzamiento entre un hibrido transgénico y una linea convencional de

maiz.

En el panorama global de las regulaciones sobre los cultivos producto de la ingenieria
genética de plantas, existen actualmente dos enfoques generales para la evaluacién
de la seguridad de los alimentos y los piensos para un cultivos de eventos apilados y
que podrian aplicarse o inclusive ser mas flexibles para los cultivos off patent: primer
enfoque, no se requieren datos o evaluaciones adicionales para un cultivo de rasgos
apilados generado por el fitomejoramiento convencional cuyos eventos constituyentes
previamente hayan sido evaluados y aprobados, las agencias reguladoras pueden
exigir una notificaciéon por escrito sobre el producto de eventos apilados que se va a
comercializar. Ejemplos de organismos que siguen este enfoque son la FDA de los
Estados Unidos, la APHIS-USDA de los Estados Unidos, la Agencia Canadiense de

Inspeccion Alimentaria, el Ministerio de Salud de Canada y la Agencia de Normas



Alimentarias de Australia y Nueva Zelanda, Comision de Seguridad Alimentaria y del
Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca de Japon (Pilacinski et al., 2011; Steiner
et al., 2013; Comision de Seguridad Alimentaria de Japén, 2016; Goodwin et al.,
2021). Segundo enfoque, se requiere una evaluacion de seguridad para cualquier
cultivo de rasgos apilados, independientemente si los eventos que lo constituyen
fueron previamente evaluados y aprobados. Algunos ejemplos de agencias
reguladoras que siguen este enfoque son la EFSA europea, el Ministerio de
Seguridad Alimentaria y Farmacéutica de la Republica de Corea, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de Taiwan y la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios de México (Pilacinski et al., 2011; Steiner et al., 2013;

Comision de Seguridad Alimentaria de Japon, 2016; Goodwin et al., 2021).

Siguiendo el caso de los cultivos de rasgos apilados que pueden dar una guia para
resolver el desafio regulatorio para los off patent, en donde la formulacion vy
evaluaciéon de una hipétesis de riesgo especifica del cultivo que evalla la necesidad,
o la falta de ella, para una evaluacién adicional de la seguridad de un producto de
rasgos apilados en particular, representa un enfoque para la evaluacién de riesgos
racional y cientificamente sustentable ((Pilacinski et al., 2011; Steiner et al., 2013;
Comision de Seguridad Alimentaria de Japon, 2016; Goodwin et al, 2021). Sin
embargo, teniendo en cuenta la gran disponibilidad de conclusiones y del creciente
cuerpo de datos empiricos en informes y/o en articulos cientificos que evidencian la
seguridad de los cultivos de eventos unico relevantes, que junto al historial de uso
seguro del fitomejoramiento convencional, hay una justificacion cientifica valida para
eliminar o flexibilizar los requisitos obligatorios de presentar y evaluar los datos de
caracterizacion, inocuidad y equivalencia sustancial para cada nuevo cultivo de
eventos apilados (Goodwin et al., 2021) y por ende también aplicable para los cultivos
off patent. Pragmaticamente como lo proponen Bell et al., (2018) y Goodwin et al.,
(2021), es mas realista un enfoque gradual que parta de la flexibilizacion y termine en
la eliminacion de los requisitos de las evaluaciones de seguridad para los cultivos de
eventos apilados (y aplicable para los cultivos off-patent), donde el primer paso
podria ser refinar el enfoque a un Unico analisis especifico de los eventos apilados,
este enfoque proporcionaria un puente empirico a las evaluaciones previas
realizadas para los eventos transgénicos aprobados que componen a los eventos
apilados, donde con una evaluacién simplificada del evento apilado (como en esta

tesis para el maiz off patent) que se centrara en la composicion, evaluando la



equivalencia sustancial a partir de los analitos proximales del grano (y en el caso de
resistencia a insectos también forraje) en el contexto de la variabilidad natural
conocida, podria utilizarse para complementar las conclusiones de seguridad
alcanzadas previamente para los productos de rasgos individuales constitutivos (Bell
et al., 2018; Goodwin et al., 2021).

Conclusiones

A partir del analisis comparativo del maiz 1507 con su homdlogo convencional no
modificado genéticamente durante multiples ensayos de campo localizados en sitios
y entornos representativos en Chile (1998/99) y en Europa (1999, 2000 y 2002)
(USDA APHIS, 2000, 2001, EFSA, 2004, 2004a; Stauffer y Zeph, 2000). Con la
excepcion de pequefias variaciones intermitentes como en los aminoacidos, no son
indicativas de un patrén general de cambio derivada de la modificacion genética, sino
que se explican por la conocida variacion natural (interaccion genotipo por ambiente)
en la composicién que surge debido a una amplia gama de factores que influyen en el
crecimiento y la bioquimica de las plantas (USDA APHIS, 2000, 2001, EFSA, 2004,
2004a, OECD, 2007). Mientras que las mediciones son similares en todos los sitios
para la linea transformada, los analisis composicionales para la linea de control son
marginalmente inferiores en general en el estudio europeo (EFSA, 2004, 2004a,
2009, 2017). No se encontraron diferencias biolégicamente significativas entre el
maiz 1507 y el maiz convencional (USDA APHIS, 2000, 2001, EFSA, 2004, 20043,
VKM, 2017).



Sobre la base de la evaluacion de los datos disponibles anteriormente expuestos
para cada uno de los analitos, se concluye que el maiz 1507 es equivalente
sustancialmente desde el punto de vista de la composicion, a su homodlogo
convencional, excepto por las caracteristicas introducidas, y que su composicion se
encuentra dentro de los rangos normales de variacion observados entre las
variedades no modificadas genéticamente (USDA APHIS, 2000, 2001, EFSA, 2004,
FSANZ, 2002, VKM, 2017).

A partir del analisis comparativo del maiz hibridos off patent 1507, de las lineas off
patent 1507 | y Il obtenidas por cruzamiento convencional, en comparacion con sus
homologos no modificado genéticamente durante el ensayos de campo realizado en
Colombia (2020). Con la excepciéon de pequefas variaciones, no son indicativas de
un patron general de cambio derivada del cruzamiento con un hibrido que ha sido
modificado genéticamente, sino que se explican por la conocida variacion natural
(interaccion genotipo por ambiente) en la composiciéon que surge debido a una amplia
gama de factores que influyen en el crecimiento y la bioquimica de las plantas. No se
encontraron diferencias biolégicamente significativas entre el maiz 1507 y el maiz

convencional.

Sobre la base de la evaluacién de los datos disponibles anteriormente expuestos
para cada uno de los analitos proximales que junto con la revisién del analisis de
equivalencia sustancial, se concluye que el maiz off 1507 es equivalente
sustancialmente desde el punto de vista de la composicion, a su homdlogo
convencional, excepto por las caracteristicas introducidas, y que su composicion se
encuentra dentro de los rangos normales de variacion observados entre las

variedades no modificadas genéticamente.

El resultado de esta tesis contribuyo parcialmente a la autorizacion consumo directo
y/o materia prima en alimentacion animal, del maiz off patent TC1507 mediante la
Resolucion del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) 83354 del 29 de diciembre
de 2020 y se esta a la espera de la respuesta del INVIMA para la autorizacion para

consumo humano.
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