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El grupo Ad hoc de Organismos no Blanco esta integrado por evaluadores de las
siguientes instituciones: MGAP, INASE, INIA y MA.

Se estudian los riesgos asociados a la autorizacién para investigacion del evento de
maiz DAS01131-3

Caracteristica/s que presenta el OVGM:

El evento fue obtenido por transformacién mediada por Agrobacterium y contiene dos
cassettes génicos.

e Gen crylDa2, expresa la proteina CrylDa2: gen quimérico que codifica una
toxina nucleo insecticida y un derivado del gen crylAb, ambos derivados de
Bacillus thuringiensis. La proteina expresada CrylDa2 confiere resistencia al
ataque de ciertos insectos lepidopteros plaga.

e Gen dgt-28 epsps, expresa la proteina DGT-28 EPSPS: el gen 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate sintasa (epsps) derivado de Streptomyces
sviceus, fusionado a un péptido de transito del cloroplasto quimérico, TraP 8, de
Brassica napus y Brassica rapa. La proteina expresada DGT-28 EPSPS provee
tolerancia al herbicida glifosato.

Modo de accidn de las proteinas introducidas:

El maiz con el evento DAS 01131-3 fue modificado genéticamente para tolerar el
herbicida glifosato y reducir el dafio por insectos a través del control de ciertos insectos
lepidopteros plaga susceptibles.

El modo de accion de las proteinas Cry derivadas de Bt es bien conocido (Gill et al.,
1992; OECD, 2007; Schnepf et al., 1998; Vachon et al., 2012). Todas las proteinas Cry
de tres dominios conocidas tienen un mecanismo de accion de formacién de poros. En
general, cuando un insecto susceptible ingiere una proteina Cry, las proteasas en el
ambiente alcalino del intestino del insecto degradan parcialmente la protoxina a una
proteina nucleo resistente a la proteasa con actividad insecticida. La proteina nucleo se
une a receptores especificos ubicados en el intestino medio de los insectos susceptibles,
lo que provoca la formacién de poros en la membrana celular y conduce a la citdlisis, la
septicemia y, en Ultima instancia a la muerte del insecto (OECD, 2007).

Al igual que otras proteinas Cry, la proteina CrylDa2 expresada se une a los receptores
en la membrana con microvellosidades del intestino de las plagas de lepiddpteros
susceptibles y provoca la muerte celular a través de la formacién de poros conductores



de iones no especificos en la membrana apical de las células epiteliales del intestino
medio.

La proteina expresada DGT-28 EPSPS es dirigida al cloroplasto del maiz a través del
péptido TraP8 para proveer tolerancia al herbicida glifosato. La proteina DGT-28 EPSPS
fue expresada heter6logamente y purificada a partir de Escherichia coli, y se analizé
para determinar la cinética del estado estacionario y la estructura cristalina de la
proteina (Griffin et al. 2021). Los datos de secuenciacion, cinética y caracterizacion
estructural sugieren que DGT-28 EPSPS es similar a las proteinas EPSPS descritas
anteriormente, pero ejemplifica una nueva clase distinta (Clase IV) de enzimas EPSPS
que muestran una tolerancia intrinseca a altas concentraciones de glifosato y cuando
se incorporan por transformacion a plantas estables confieren una tolerancia vegetativa
y reproductiva robusta a herbicidas comparable a los eventos comercializados. La
cinética de DGT-28 EPSPS es similar a otras enzimas EPSPS.

Analisis de riesgo sobre organismos no blanco:

Identificacion de peligros sobre Organismos No Blanco

El evento DAS 01131-3 expresa la proteina CrylDa2, la cual confiere resistencia frente
a determinadas especies de lepidépteros plaga. La empresa presenté informacion de
eficacia contra Spodoptera frugiperda (Noctuidae) y Diatraea saccharalis (Crambidae).
Se realizaron estudios de laboratorio de Nivel 1 (Tier 1) para evaluar el efecto de la
proteina CrylDa2 sobre larvas y adultos de abejas meliferas (Apis mellifera). No se
observaron efectos adversos sobre la supervivencia de las larvas, pupas y adultos, la
emergencia ni el peso corporal de adultos. Por otro lado, con respecto a otros
organismos no blanco, se llevaron a cabo bioensayos de laboratorio con Folsomia
candida (Collembola, detritivoro), Chrysoperla rufilabris (Neuroptera, depredador),
Coleomegilla maculata (Coleoptera, depredador), Pediobius foveolatus (Hymenoptera,
parasitoide) y dos vertebrados (codorniz y ratén). No se observaron efectos adversos
sobre la reproduccion ni sobre la supervivencia.

Dado que en el dossier original no se incluyeron ensayos con especies de Lepidoptera
no blanco, se solicit6é informacion adicional. En respuesta, la empresa aport6 bioensayos
con dos especies de la familia Nymphalidae: Vanessa cardui (Nymphalinae) y Danaus
plexippus (Danainae). Los resultados mostraron concentraciones letales medias (LCs,)
de 2 ng proteina/mg de dieta para V. cardui y 0,003 ng proteina/mg de dieta para D.
plexippus. Ambas especies evidenciaron alta susceptibilidad en condiciones
controladas. Esto implica que, en caso de deposicion de polen con CrylDa2 sobre
hospederos larvales, puede esperarse una mortalidad significativa a nivel individual, lo
cual a su vez se refuerza por los niveles de expresion de la toxina en polen, como se
describe més adelante.

La proteina DGT-28 EPSPS, codificada por el gen dgt-28 epsps pertenece a la familia
de proteinas EPSPS, actla de la misma manera que la proteina nativa, sobre el camino
metabdlico del acido shikimico, cataliza la misma reaccién especifica que otras enzimas
EPSPS y cuenta con el mismo modo de accién que CP4 EPSPS. La via del acido
shikimico se encuentra comunmente en plantas y bacterias (Griffin et al., 2021).
Ademas, el andlisis de la secuencia de la proteina DGT-28 EPSPS indic6 que no hay
homologia con toxinas conocidas. Adicionalmente estudios toxicolégicos demostraron
gue no hay efectos adversos en animales. Por lo tanto, es muy poco probable que la
expresion de la proteina DGT-28 EPSPS pueda afectar o tener algiin impacto en la flora
o en la fauna.



Posibles rutas de exposicion

El polen del maiz es transportado por el viento, generalmente a una distancia corta, en
condiciones normales. La supervivencia del polen depende en gran medida de la
temperatura y la humedad relativa, permaneciendo viable por aproximadamente 30
minutos. Por lo tanto, la exposicion mas significativa de las larvas sera en aquellas
especies cuyas plantas hospederas se distribuyen en la cercania al borde del cultivo.
De esta manera una posible ruta de exposicién para herbivoros no blanco incluye la
vegetacion que puede encontrarse en zonas circundantes a los cultivos de maiz. Si el
polen que libera el cultivo con el evento DAS01131-3 llega a esa vegetacion, las larvas
de especies no blanco podrian ingerirlo. Estudios internacionales han demostrado que
el polen de maiz puede desplazarse y depositarse en plantas hospederas de mariposas
cercanas a los cultivos y se ha sefialado que los promedios de deposicion pueden
enmascarar riesgos relevantes en condiciones particulares de borde de cultivo (Baudrot
et al., 2021).

Las dos especies de lepidopteros no objetivo que de acuerdo a informacion brindada
por la empresa presentaron alta sensibilidad a la proteina CrylDa2 pertenecen a la
familia Nymphalidae. Estudios de biodiversidad han confirmado la presencia de
mariposas de los géneros Danaus y Vanessa, tanto en areas de bosques nativos como
en ambientes dominados por herbaceas (Bentancur-Viglione & Morelli, 2018). Los
Nymphalidae cumplen un rol en las redes tréficas como alimento para otros animales y
como agentes de regulaciéon de las poblaciones de sus plantas hospedadoras, pero
también se destaca su relevancia como especies bioindicadoras. Debido a su alta
sensibilidad a los cambios ambientales se han utilizado como indicadores del estado de
las comunidades bioldgicas en regiones amenazadas o con disturbios, composicién de
especies en paisajes fragmentados y para el monitoreo de conservacion de areas
(Fallas Madrigal, 2020; Gonzalez-Valdivia, 2016; Orta et al, 2022; Pereira et al, 2017,
Teles y Aranda, 2020). Asimismo, debido a su respuesta diferenciada y dependiente de
cada especie a los efectos de los distintos niveles de alteracién ambiental, se han
incluido en estudios de evaluacion de contaminaciéon ambiental por metales pesados
(Pallottini et al, 2023). Entre los géneros que han sido utilizados en estos estudios se
encuentran los ya mencionados Danaus y Vanessa, pero se incluyen también otros con
representantes nacionales tales como Heliconius, Siproeta, Dryas, Ypthimoides, Eunica
y Dione.

Dentro de la subfamilia Nymphalinae a la que pertenece el género Vanessa se
identifican especies que se alimentan de familias botdnicas muy comunes en las zonas
adyacentes a los cultivos. Por ejemplo, Vanessa carye, utiliza plantas de la familia de
las Malvaceas (como las malvas) y Asteraceas (como la ortiga o el cardo de castilla)
como plantas hospederas, sobre cuyas hojas sus larvas ponen sus huevos y se
alimentan (Biezanko et al. 1957). Géneros como Pavonia, Urtica o Cynara se encuentran
generalmente presentes en asociacion con cultivos de maiz. Por su parte, las especies
de Danaus nativas se alimentan, al igual que lo que sucede con la monarca, de especies
de Asclepias (Apocynaceae), algunas de las cuales también se encuentran presentes
en nuestro territorio. Por lo tanto, en el contexto local, debe considerarse que la
presencia de géneros sensibles como Danaus y Vanessa, sumada a la posibilidad de
deposicion de polen en hospederos silvestres ubicados en zonas linderas, configura un
escenario plausible de riesgo ecoldgico en lepidopteros no blanco, especialmente bajo
condiciones de coincidencia fenoldgica entre la antesis del maiz y la presencia de larvas
tempranas.
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Por lo tanto, la exposicién de los insectos al polen de maiz podria ser sumamente
importante y no se limita solo a los margenes del maiz cultivado.

Probabilidad de ocurrencia del dafio

A partir de la informacion disponible de los bioensayos de laboratorio, se considera no
solo el efecto observado en condiciones controladas, sino también otros factores que
inciden en la exposicidn, tales como la biologia de la especie y del cultivo, asi como las
caracteristicas del producto que determinan la magnitud, duracion y probabilidad de
contacto.

La antesis del maiz tiene una duracion limitada, normalmente 1-2 semanas en un
campo, aproximadamente 60 dias después de la emergencia de la planta. Sin embargo,
la ventana de emision de polen va a depender principalmente de la fecha de siembra y
eso puede ser muy variable e incluir en su maxima expresion un periodo entre fines de
setiembre (fechas tempranas entre el 20/9 y el 10/10) y fines de diciembre (entre el 1y
20/12) segun datos productivos relevados por INIA. Las larvas de estadio temprano
presentes durante este periodo podrian estar expuestas al polen del maiz.

Cuando se aprueba un evento OGM comercial en el Uruguay, se considera que todos
los cultivos de maiz puedan contener esta proteina, en este caso: maiz grano, maiz silo,
maiz dulce, maiz pisingallo, etc, lo que concluye en que la dispersién de polen y la
emisién de panoja puede estar presente durante todo el afio y en todas las localidades,
lo cual aumentaria la probabilidad de ocurrencia.

Consecuencias del dafo

La consecuencia esperada del dafio se traduce en la mortalidad de cohortes de especies
de Lepidoptera no blanco expuestas a las proteinas mencionadas en hospederos
ubicados en los bordes adyacentes del cultivo. De acuerdo a los datos presentados por
la empresa, los valores de expresién de la proteina CrylDa2 en el polen son los
siguientes: 41+4.1 ng CrylDa2/g de peso seco de tejido. Estos niveles de expresion,
confrontados a la dosis letal media reportada para las dos especies no blanco, sugieren
una alta probabilidad de mortalidad por consumo no intencional de polen depositado.

Conclusioén

DGT-28 EPSPS tiene el mismo mecanismo de accidbn que las enzimas bien
caracterizadas EPSPS y exhibe una alta afinidad por el fosfoenolpiruvato y el shikimato-
3-fosfato (Griffin et al., 2021). Ha sido autorizada para uso alimentario y/o animal por
parte de las autoridades reguladoras en varias regiones diferentes (ISAAA, 2021),
demostrando una amplia familiaridad en cultivos comercializados. En base a la
evidencia cientifica actual no se espera un efecto negativo sobre insectos ni sobre los
organismos del suelo.

El peso de la evidencia indica que, aunque la proteina CrylDa2 muestra actividad frente
a especies de lepidopteros en bioensayos de laboratorio, a nivel experimental a campo,
en condiciones controladas y en microparcelas se espera que la exposicion a
lepidépteros no objetivo derivada del cultivo de maiz con el evento DAS 01131-3 sea
aceptable. Dado que el riesgo de exposicion es proporcional al area de borde del cultivo,
en dichas condiciones experimentales se puede considerar bajo. Se deja constancia



empero que a medida que aumenta la superficie, dicha exposicién cambia y modifica la
conclusion de riesgo sobre organismos no blanco.

En resumen, si bien la probabilidad de consecuencias adversas ante la exposicion de
los individuos citados a la proteina CrylDa2 se considera alta, dicho riesgo se veria
reducido a niveles aceptables en las condiciones de manejo especificas de un
escenario de experimentacion, incluyendo las distancias de resguardo y el caracter
controlado del cultivo destinado a investigacion por lo que se concluye un NIVEL DE
RIESGO MEDIO.
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