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CONCURSO NACIONAL DE PROYECTOS
DE DESARROLLO E INNOVACION EN
BIOTECNOLOGIA 2001

- FORMULARIO DE PRESENTACION
DE PROPUESTAS

La propuesta de proyecto debera presentarse en este formulario, en tres
ejemplares (un original y dos copias) y en disquet. Aquellos postulantes que
no cuenten con medios computacionales, pueden transcribir el contenido del
proyecto directamente a este cuadernillo.

Antes de iniciar la_preparaciéon del proyecto y el llenado del formulario
se solicita leer con detencion todos los puntos del "Instructivo para la

Presentacion de Propuestas”, a fin de evitar errores que dificultaran
posteriormente la evaluacién de la propuesta por parte de la Fundacién, o que
puedan ser motivo de rechazo de la propuesta en las etapas de admisién o
evaluacion.

El formulario esta dividido en secciones, que incluyen cierto espacio para la
presentacién de la informacién. Si el espacio en una seccion determinada no
es suficiente, se podran agregar hojas adicionales, identificando la seccién a

la cual pertenecen. Podrad adjuntarse ademas cualquier otro tip e
informacién adicional o aclaratoria que se considere importante
adecuada descripcién de la propuesta.
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FOLIO DE 125 cODIGO 3 A .
BASES (uso interno) BlOT 01 A 14

T ANTECEDENTES GENERALES DEL PROYECTO

NOMBRE DEL PROYECTO:

Desarrollo de un sistema de trazabilidad molecular y de evaluacion sobre la biodiversidad local de)
plantas modificadas genéticamente a través de transgenia.

Linea Tematica: Agricultura y Rubro: | Bioseguridad vegetal
ganaderia

Regidn(es) de Ejecucién: [V, RM, Vi, VI, Vill, IXy X

Fecha de Inicio: 30-12-01 ,
DURACION: e neses
Fecha de Término: 30-12-05
AGENTE POSTULANTE:
Nombre - INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
Centro Experimental La Platina
Direccién : Santa Rosa 11.610 Ciudad y Regién: Santiago, RM
RUT :
Teléfono : 02-5417223 Faxy e-mail: 02-5417667; hprieto@platina.inia.cl

Cuenta Bancaria (tipo, N°, banco):

AGENTES ASOCIADOS:
Servicio Agricola y Ganadero

REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE POSTULANTE:
Nombre: Francisco Gonzélez del Rio _}\4
Cargo en el agente postulante: Director Nacional
RUT: Firma: 17
Direccién: Fidel Oteiza 1956, piso 12, Providencia. Ciudad y Regién: Santiago, RM
Fono: 02-2252118 Fax y e-mail: 02-2258773; fgonzale@inia.cl

COSTO TOTAL DEL PROYECTO
(Valores Reajustados) : 9

FINANCIAMIENTO SOLICITADO 591
(Valores Reajustados) - $ ’ %

e .
7 BOCH £ LA0 o

APORTE DE CONTRAPARTE
(Valores Reajustados) : $



mailto:hprieto@platina.inia.cI
mailto:fgonzale@inia.cl
iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

2.1. Equipo de coordinacion del proyecto

(
COORDINADOR DEL PROYECTO

2. EQUIPO DE COORDINACION Y EQUIPO TECNICO DEL PROYECTO

presentar en Anexo A informacion solicitada sobre los Coordinadores )

Pagina
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NOMBRE RUT RM
Humberto Prieto Encalada
AGENTE ~DEBICACION
Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Centro Regional de PROYECTO
Investigacion La Platina (%/aio)
16%
CARGO ACTUAL CASILLA
Investigador del Laboratorio de Biotecnologia 439-3 Stgo
DIRECCION CIUDAD
Santa Rosa 11610, La Pintana Santiago
FONO FAX E-MAIL
5417223, anexos 155 6 129 5417667 hprieto@platina.inia.cl

COORDINADOR ALTERNO DEL PROYECTO

NOMBRE RUT FIRMA
Erika Salazar Suazo = .Z 4 /]
AGENTE DEDICACION
Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Centro Regional de PROYECTO
Investigacién La Platina %/ANO
10%
CARGO ACTUAL CASILLA
Investigadora Programa de Fruticultura 439-3 Stgo
DIRECCION CIUDAD
Santa Rosa 11610, La Pintana Santiago
FONO FAX EMAIL .
5417223, anexos 204 6 123 5417667

esalazar@platinainia.cl "
S & |
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2.2 . Equipo Técnico del Proyecto

Pégina
Numero

(presentar en Anexo A informacion solicitaa

bros del equipo técnico)

Nombre Completo RUT Profesion Especialidad Funciény Dedicacion
y Firma Actividad en el | al Proyecto
Proyecto (%/aio)
Humberto Prieto Bioquimico, Transgenia Coordinador y Jefe 16
PhD. Técnico de Trabajo
en Laboratorio
Erika Salazar Ing. Manejo Coordinador Alterno 10
Agrémono Agrondémico y Jefe Técnico en
Campo
Mike Wilkinson Taxénomo, Flujo génico Experto en 5
Ph. D. evaluacion de flujo
genico
Bioquimico, Genética Desarrollo de 7
Boris Sagredo Ph. D. molecular. Uso de | evaluacién del
marcadores sistema de papas
moleculares
Bidlogo, Ph. | Biologia de la Supervisién y 7
Pedro Ledn D. reproduccion en desarrollo de
plantas sistemas de maiz,
Fisiologia de Brassica
Semillas
Alejandra Bustos Ing. Biologia Trazabilidad 88
Agrénomo molecular, molecular,
sistemas de transferencia a SAG
trazabilidad
molecular
Claudio Fiabane Ing. Coordinador Trazabilidad 5
Agrénomo Centro SAG para |molecular,

trazabilidad

transferencia a SAG
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3. BREVE RESUMEN DEL PROYECTO
(Completar esta seccién al finalizar la formulacién del Proyecto)

La incorporacion de los cultivos genéticamente modificados por transgenia ha obligado a
la reformulacion de los sistemas de evaluacién y andlisis de riesgos relacionados con el efecto
sobre la biodiversidad, comunmente llamados sistemas de bioseguridad. En el actual contexto,
la politica de Chile es el alineamiento dentro de los bloques comerciales internacionales, lo que
implica la firma, ratificacién y finalmente el cumplimiento, de los acuerdos internacionales
estipulados por la Organizacién Mundial del Comercio, el Codex Alimentarius y el Convenio de
Biodiversidad Bioldgica. Esta ratificacion de membrecia, implica que Chile debera presentarse
ante la comunidad internacional como un componente con capacidad de definicion frente a
determinados eventos relacionados con la produccién, internacién y consumo de Organismos
Genéticamente Modificados (OGMs) o de sus derivados (“commodities”). Para enfrentar este
conjunto de decisiones, es absolutamente indispensable que cada pais posea centros con
capacidad técnica de evaluacion de los eventuales riesgos que implicarian la adopcion de
determinados productos transgénicos desarrollados en centros de investigacion extranjeros o
nacionales, concentrados no sélo en la deteccidon de estos organismos con el fin de
manipularlos con preservacién de su identidad (segregacién) y verificando su condicién de
OGMs, sino también evaluando el real impacto sobre los componentes cotidianos de nuestro
ecosistema (humanos, animales y plantas). De esta forma, el presente proyecto tiene como
objetivo general la generacién y establecimiento de un sistema de analisis de OGMs en el pais,
el que se percibe como un conjunto de dos componentes, la trazabilidad molecular de los
OGMs (especialmente de los importados) y el impacto de estos sobre la biodiversidad silvestre
y agricola propia. De la misma forma, una vez establecida esta capacidad técnica, se formula
su transferencia hacia los organismos regulatorios especificos (especificamente al Servicio
Agricola y Ganadero, SAG), como una estrategia de implementacion rapida de, al menos, las
primeras etapas de evaluacion de los embarques importados (trazabilidad molecular).
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4. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA A RESOLVER

El problema en Chile y la capacidad técnica nacional para la evaluacion de riesgos de
OGMs.

Aunque en el papel nuestro pais pareciera poseer un sistema adecuado de regulacién y
estudio de los casos para internacion y posterior liberaciéon a campo de cultivos genéticamente
modificados (GM), la verdad es que Chile no cuenta con una politica integral de evaluacién de
cultivos transgénicos ni de “commodities”. El Consejo Asesor de Liberacién de Transgénicos
(CALT) representa la unica instancia de evaluacién de una Declaraciéon Jurada presentada por
el aplicante, entendido éste como el productor y/o importador de una semilla tipo OGM o un
cultivo GM, sin capacidad real de evaluacion in situ del efecto o nivel de interacciéon con el
medioambiente, la salud animal o la salud humana.

En el pais no existen centros de andlisis de la incorporacién e interaccion del OGM y
especies silvestres relacionadas (centros de estudios de bioseguridad), tampoco existen los
respectivos referentes para la evaluaciéon de los efectos sobre la salud humana (por ejemplo
alergenicidad y toxicidad, que pudieran ser dependientes de las diversas etnias o poblaciones)
ni animal. En este sentido, un buen ejemplo de politica nacional es el habilitado por Brasil, quien
pese a prohibir la comercializacién de OGMs, posee en la Empresa Brasilefia de Investigacion
Agropecuaria (EMBRAPA) un centro de investigacién que produce cultivos transgénicos y que
cuenta con centros de evaluacion del impacto de los OGMs sobre su biodiversidad distribuidos
en todo el pais, pese a que este pais no registra cultivos GM para comercializacion.

7 I_J\'z“\‘,\.ON AG/?,.:O -
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5. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

5.1. Introduccion.

El desarrollo de la agricultura durante el siglo pasado estuvo marcado por grandes hitos
que estuvieron directamente relacionados con la biologia. En el periodo comprendido por los
afios 1930 a 1985, la producciéon de maiz aumentd en un 600% gracias a la utilizaciéon de la
hibridaciébn como una técnica de mejoramiento. El advenimiento de la tecnologia del DNA
recombinante, a mediados de los ‘70s, permiti6 generar las condiciones para romper las
barreras interespecificas, dando paso al mejoramiento genético asistido por transgenia. De esta
forma, tras la clonacién de un gen de interés (por ejemplo un gen que genera la resistencia a un
herbicida o la produccion de un aminoacido importante para la nutricién humana o animal), éste
pudo ser introducido mediante técnicas de transformacién genética (como Agrobactenum
tumefaciens o biobalistica, hoy en dia de uso masivo), generando un cultivo con mayores
ventajas comparativas frente a sus relativos no transgénicos. Sin duda que hasta hoy, quienes
han sido directos beneficiarios del uso de esta tecnologia, han sido los productores que la han
acogido y, evidentemente, las compafiias que la generaron a gran escala. Esta primera
generacion de cultivos transgénicos o cultivos genéticamente modificados (GM), lejos de ser
una moda, se presenta como una nueva herramienta que se adiciona a las ya existentes para
el fin ultimo de la seguridad alimentaria (“food security”) de la siempre creciente poblacién
mundial. En la actualidad, los desarrollos de nuevos cultivos transgénicos no sélo apuntan a
beneficiar a los productores, sino también los beneficios de esta tecnologia estan mas préximos
al consumidor final, esperandose productos con una calidad mejorada o con mas alto valor
nutricio, dando paso a una segunda generacién de “alimentos transgénicos”.

5.2. Origen de una controversia.

Hasta 1999 la discusion sobre los cultivos genéticamente modificados permanecié en
una fase silenciosa limitada a los movimientos ambientalistas. Ultimamente, la produccién y
comercializaciéon de estos cultivos, tanto en EE.UU. como en el resto del mundo, ha aumentado
paulatinamente hasta el punto de que cerca de la mitad de la soya y del algodén y cerca de un
tercio del cereal (especialmente maiz) y canola (una variaciéon genética de “rape seed”)
sembrada en los EE.UU. es transgénica. Sin ir mas lejos, nuestro vecino Argentina anuncia
tener un 95% de su plantacién de soya y un 25% de su siembra de maiz, comprendidas por
cultivos transgénicos (Pequefio, 2000). Desde 1992, el Departamento de Agricultura de EE.UU.
(USDA) ha desregulado 60 variedades de cultivos transgénicos para liberacién comercial a
campo (segin Animal and Plant Health Inspection Service and Permits, 2000) y los agricultores
han adoptado estas variedades en un tiempo récord, adopcién también observada en
Argentina (Pequefio, 2000). Durante el mismo periodo, cientificos pertenecientes tanto al sector
privado como al sector gubernamental, han estado activamente disefiando experimentos y
publicando informacién sobre la transformacién de plantas y bioseguridad. El silencio
observado inicialmente fue subitamente roto en 1998 por la publicidad circundante a los
hallazgos cientificos descritos por Arpad Prusztai (Ewen y Prusztai, 1999), inmundlogo del
Rowett Research Institute de Escocia, quien en una apariciéon publica en la television inglesa
anuncid que papas modificadas genéticamente con el gen de lectina de Gaanthus nivalis
resultaron téxicas como alimento para ratas, generando una alteracién de su sistema inmune.
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1999) donde se describe la toxicidad de polen derivado de cereal transgénico expresando la
toxina insecticida Cry de Bacillus thurigensis resulté perjudicial para la mariposa Monarca.
Desde un punto de vista técnico-cientifico, estos antecedentes pudieran parecer como
insatisfactorios y emocionales, pero la verdad es que el impacto que han tenido en los
detractores de la biotecnologia agricola ha superado todas las expectativas. Un ejemplo de ello
surge de hechos como los que se han observado en compaiiias transnacionales de la industria
alimentaria como Kellog’s y Gerber o cadenas de restaurantes como McDonald’s, quienes
decidieron retirar insumos derivados de cultivos transgénicos desde sus fabricas de alimentos.

5.3. Marco Regulatorio.

Sin duda que un actor elemental ante la presente realidad de la incorporacién de los
cultivos genéticamente modificados al mercado recae en el marco regulatorio y en las
instituciones de referencia encargadas de velar por su cumplimiento. Todas las decisiones
determinadas en el pais deben contar con entidades que sean de la total confianza técnica y
ética de cada uno de los integrantes de nuestra Sociedad. Es precisamente este marco de
formas de actuar, en un formato pais, el que nos permitira gozar de los beneficios de esta y de
las nuevas tecnologia que, necesariamente, se desarrollaran.

5.3.1. Marco Regulatorio Internacional.

Desde 1970 muchos paises han instaurado marcos regulatorios oficiales para el control
de las diversas aplicaciones de la biotecnologia. De manera particular, los esfuerzos se han
concentrado en aspectos de seguridad de la aplicacion de la tecnologia teniendo como sujetos
de impacto al hombre, los animales y el medioambiente. Las Directivas de la Unién Europea
219/90 y 220/90 constituyen un conjunto de normas para la liberacién al medioambiente de
OGMs. Por el contrario, las agencias regulatorias de Estados Unidos (el mas grande exportador
de cultivos genéticamente modificados), consideran a estas nuevas técnicas de modificacion
genética como una extension de otros procesos biotecnoldgicos, esto es, que los nuevos
productos (plantas transgénicas) obtenidos a través de esta tecnologia son evaluados segun
los mismos marcos regulatorios de evaluacién de riesgos disefiados previamente. Asi, en
Estados Unidos existen tres agencias gubernamentales: agricultura, salud y medioambiente,
encargadas conjuntamente de la regulacion, pruebas de campo y control del uso de la
“tecnologia del DNA recombinante”.

Los criterios utilizados por la Directriz Europea 220/90 y por la Agencia de Agricultura y
Salud Estadounidense en cuanto a salud humana y medioambiente son basicamente los
mismos, difiiendo soélo en que la agencia europea establece los requisitos a cumplir por el
aplicante para una liberacién a campo, mientras que en EE.UU. los criterios son basicamente
formulados por el mismo generador del OGM, en acuerdo con la agencia del estado.

De forma similar, en Sudamérica paises como Brasil y Argentina han implementado
sistemas de transito, siembra y vigilancia de material transgénico. En Enero de 1995 Brasil
publica la Ley 8974 y el Decreto 1725/95, estableciendo el Comité Técnico Nacional de
Bioseguridad (CTNBio), agencia gubernamental responsable de las regulaciones a campo de
plantas transgénicas y de la elaboraciéon de normas para el uso contenido y la liberacion al
medioambiente de OGMs. El esqueleto normativo y funcional brasilefio es muy parecido al
esquema europeo, pues considera el control de la tecnologia del DNA recombinanteﬁ\_eﬁ\%
distinta de otros procesos biolégicos. Sin embargo, desde el punto de vlsta de@ﬁoé': N\
procedimientos de inspeccién y evaluacién, Brasil sigue el modelo implementa}dq_‘vpor EE\B\QU '*\
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principales medidas de evaluacién de riesgo que presenta el aplicante, sean llevadas a cabo
correctamente. Argentina define las condiciones que deben reunir los OGMs para ser liberados
al medio en las Resoluciones N° 656 (de la SAGyP del 30 de Julio de 1992) y N° 837 (de la
SAGyP del 9 de Septiembre de 1993). Estas Resoluciones se suman a las normativas
existentes en materia de proteccion vegetal (Decreto Ley de Defensa Sanitaria de la Produccién
Agricola 6704/66), de semillas y creaciones fitogenéticas (Ley de Semillas y Creaciones
Fitogenéticas 20247/73) y de sanidad animal (Ley de Productos Veterinarios). De manera
similar a Brasil, la estrategia de Argentina se basa en la aprobacién para liberacién a campo
esencialmente de los mismos eventos transgénicos que estan siendo aprobados en Europa, de
manera de no afectar su fuerte posicién exportadora.

5.3.2. El problema en Chile y la capacidad técnica nacional.

En la actualidad, la Evaluacién de Riesgo Previa para los OGMs importados es aplicada
en Chile por el CALT, dependiente del SAG (segin Resolucion Exenta 1927 de 1993). La
evaluacién del CALT se basa en un formulario tipo Declaracién Jurada, completado por el
solicitante sea este un importador de un OGM, en donde se vierte una completa descripcién a
nivel botanico, agronémico y molecular de los diversos componentes del nuevo cultivo. Debido
a la novedad y escasez de ejemplos, los cultivos transgénicos obtenidos en Chile son
sometidos voluntariamente a las normativas del CALT, aunque a la fecha todos los cultivos de
este tipo generados en el pais se han sometido a dichas regulaciones. En el documento de
presentacion se incluyen estudios de evaluacién de posibles interacciones medioambientales y
de métodos de control ante posibles escapes de gametos transgénicos (vale decir supuestos
tedricos). Ademas, en el caso del ingreso de semillas transgénicas (situacién preponderante a
la fecha), éstas deben ser utilizadas para reproduccién y reexportacién, salvo el caso especifico
del uso para consumo animal de granos de maiz con resistencia a glifosato, a glufosinato de
amonio y a lepidopteros (segun la Resolucién Exenta 3970 de 1998). Una modificaciéon al
Reglamento Sanitario del Ministerio de Salud fue publicada el 13 de Enero del 2000, en la que
se plantea un andlisis caso a caso para la autorizacion de ingreso al pais de material
transgénico destinado al consumo humano. Esta es una situaciéon muy particular, puesto que
aun cuando no existen estudios sobre el tema, se han propuesto modificaciones adicionales ad
portas de ser publicadas.

Si bien ya se han realizado muchos estudios en los paises del Hemisferio Norte,
experiencia de gran utilidad para Chile, la informacién del trabajo realizado en otros lugares
debe soélo ser utilizada como referencia especial a la prueba en cuestion y a las condiciones en
las cuales se realiza. Es un deber preguntarse acerca de la confiabilidad de la informacién, y
proceder sobre la base de caso por caso, especificamente si se considera que existen amplias
variaciones en el clima, la flora y la fauna entre paises, y diferencias regionales en las practicas
agronémicas (por ej. tamaro de predios, uso de agroquimicos, rotacién de cultivos, etc.) que
tienen impacto en el flujo génico.
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6. MARCO GENERAL DEL PROYECTO

El uso de las herramientas de la “tecnologia del DNA recombinante” ha ofrecido la
posibilidad del desarrollo de organismos (plantas, animales y microorganismos) genéticamente
modificadas (OGMs) conteniendo rasgos de interés (resistencia a herbicidas, resistencia a
plagas y enfermedades, alto contenido de B-caroteno, alto contenido de fitasa, produccion
disminuida de etileno, etc.). Sin embargo, este desarrollo conlleva, ademas de los beneficios
evidentes, implicancias de caracter ecolégico producto de la dispersiéon y eventual pérdida de
control sobre este tipo de cultivos. Aspectos claves relativos a la aplicacién masiva de esta
tecnologia son: a) la trazabilidad molecular del material genéticamente modificado y su manejo
con identidad preservada y b) la hibridacion de los cultivos transgénicos con sus relativos
silvestres y la eventual introgresion sucesiva de los rasgos transgénicos hacia el “pool” génico
de las poblaciones silvestres locales.

La existencia de entes reguladores del comercio internacional como la Organizacién
Mundial de Comercio o el Protocolo de Biodiversidad, exigen a sus paises miembros la
adopcion de medidas que tiendan a una clara comercializacion y movimiento transfronterizo de
material biolégico, entre los que se incluyen, por supuesto, los cultivos trangénicos. Chile se ha
empefiado en su incorporacion a diversos bloques econémicos (MERCOSUR, Nafta,
Comunidad Europea) como una forma de dar impulso al desarrollo global del pais. Esta
aplicacién a diversos tratados internacionales y postulacién a bloques econémicos involucra,
desde el punto de vista de los cultivos transgénicos, nivelar nuestras capacidades técnicas
nacionales para disponer de decisiones rapidas, atingentes y efectivas ante el inminente
movimiento transfronterizo de OGMs.

Desde 1991, Chile esta desarrollando la capacidad de generar cultivos transgénicos con
énfasis en la solucién a problemas locales cuya solucién sélo depende de nosotros. INIA - La
Platina ha desarrollado cultivos de papa con resistencia a insectos y a la bacteria Erwinia
carofovora, y melones con resistencia a virus. En la actualidad, este mismo centro esta
desarrollando un mega-programa de transformacion genética de vides para introducir
resistencia a enfermedades flungicas, como asi también realiza las primeras prospecciones en
la transformacion de frutales de carozo. Basados en esta experiencia, es evidente que un paso
obligado es la evaluacién de este material que requerira de una cuantificacién del impacto de
estos productos sobre nuestro ecosistema. Este desarrollo nacional viene a coincidir con los
requerimientos internacionales en cuanto a regulacién del transito y manejo con identidad
preservada de los OGMs ya comercializados y eventualmente importados al pais, encontrando
a la fecha a los organismos fiscalizadores aun sin la capacidad técnica instalada de una forma
efectiva para asegurar un correcto manejo de este material en nuestro pais.

La préxima entrada en vigencia del conjunto de normas internacionales que regularan el
comercio transfronterizo de OGMs bajo el marco del Protocolo de Bioseguridad y la creacion en
Chile del Comité Nacional Asesor en materias de bioseguridad, plantean en el corto y mediano
plazo, la generacién de nucleos técnicos nacionales capaces de evaluar cada uno de los
componentes que comprende la generacién y manipulacién de OGMs en el pais.

Bajo este contexto, Chile debera ser capaz de decidir de manera oportuna ante el

politico y econdmico, sin duda estaran sujetas a una evaluacioén técnica que se debergé llevar-a
cabo en periodos de decisidn relativamente breves, requiriendo una capacidad técnicla;‘m.inima (

ingreso y/o desarrollo de determinados cultivos para adopcion masiva por parte de nuestros} ..
productores, para la produccion de contra-estacion, para el consumo interno o para..su| "
comercializacion. Estas decisiones, pese a que representan en definitiva una decisién’ de tipo}-
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instalada, incluyendo a personal para ello capacitado. Chile es un pais centro de origen de
algunas especies en las cuales actualmente se esta aplicando esta tecnologia, lo que sirve de
base para sustentar el desarrollo e implementacion de este tipo de capacidades técnica de
evaluacién y trazabilidad de OGMs. El presente proyecto propone la generaciéon de un centro
técnico capaz de realizar la trazabilidad molecular del material transgénico que ingresa o se
mueve en el pais y evaluar su posible impacto sobre ecosistemas locales.
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7. UBICACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO
(Anexar ademéas un plano o mapa de la ubicacién del proyecto)

El proyecto sera ejecutado técnicamente en tres centros: a) INIA - La Platina, b) SAG-Lo
Aguirre y c) INIA-Remehue. a) y b) se ubican en la ciudad de Santiago, Region Metropolitana. c)
se localiza en las cercanias de Osorno, X Region.

Todos estos puntos corresponden a centros tecnolégicos con la capacidad de generar
las respectivas etapas del proyecto, cubriendo de forma efectiva los diversos cultivos
genéticamente modificados (GM) de interés. Estos corresponden a Zea mays, Brassica napus
(canola) y Solanum tuberosum.

La Tabla | muestra un resumen de cultivos GM oficialmente introducidos al pais y bajo
regulacion del CALT-SAG.

Tabla I. Material vegetal transgénico con y sin cuarentena de bioseguridad

FAMILIA NOMBRE MODIFICACION REGIONES SUPERFICIE
CIENTIFICO (has)

Sin Cuarentena de bioseguridad

Gramineae Zea mays Resistencia a herbicida, 1, V, VI, VI, 27596*
(Maiz) Resistencia a lepidopteros | RM

Leguminaseae Glycine max Resistente a herbicida V,VI, VII, RM | 140*

Papilionaceae) | (Soya)

Bajo Cuarentena de bioseguridad

Cruciferae Brassica napus Resistencia a herbicida RM, VI, IX, X
(Canola)
Brassica junsea Resistencia a herbicida IX
(Canola) 202,7374
Brassica rapa Resistencia a herbicida VI, IX
(Canola)

Quenopodiaceae | Beta vulgaris Resistencia a herbicida X 2
(Remolacha)

Gramineae Zea mays Resistencia a herbicida, 1, V, VI, VII, 1.341,866
(Maiz) Resistencia a lepidépteros | RM

Solanaceae Lycopersicum Resistencia a insectos, V, RM 1.1
esculentum Alto contenido de etileno
(Tomate)
Solamun tuberosum | Resistencia a insectos X 0,23
(Papa)

Cucurbitaceae Cucumis melo Resistencia a virus RM 0,0049
(Melon)

Leguminaseae Glycine max Alto contenido &cido olieco, |V, RM 5,75

(Papilionaceae) | (Soya) metionina y lisina

Gramineae Zea mays Alto contenido de lipasa VI 1,8
Maiz astrica del perro

Fuente: CALT-SAG, 2001.
*Antecedentes ODEPA 1998.
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Segun familia, estos cultivos tienen especies silvestres relacionadas, las que se indican

brevemente en la Tabla Il.

Tabla Il. Especies silvestres nativas y naturalizadas presentes en Chile, que se comportan como
malezas y que estan relacionadas a nivel de género con transgénicos cultivados en Chile.

FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE ORIGEN FORMA DISTRIBUCI
COMUN DE VIDA |JON
Cruciferae Brassica napus Nabo Europa Anual o 1V, RM,
bianual IX.XXII
Brassica nigra Mostaza negra Europa Anual V.RM, VIl
Brassica rapa Yuyo - Anual I, IV-RM,
VI, X, Xl
Solanaceae Lycopersicon chilense Tomatillo A. del sur | Perenne -1l v
Lycopersicon peruvianum -l
Solamun elaeagnifolium Tomatillo América Perenne I-RM
Solanum marginatum Tomatillo Africa Perenne v, Vil
Solanum nigrum Hierba mora Euroea Anual 1-X|

Fuente: Matthei (1995)

Ademas de las especies ya descritas, existen otras especies nativas de Chile, las cuales
no se comportan como malezas y habitan ecosistemas naturales normalmente cercanos a
campos cultivados. Por ejemplo, en chile existen 51 especies nativas de Solanum de los cuales
cerca de un 50% son endémicas a Chile.

Las tres especies de Brassica descritas para Chile son introducidas y se comportan
como maleza. Sin embargo existe un importante nimero de otras Cruciferas introducidas de
géneros relacionados a Brassica que se localizan en o cercano a campos de cultivos. De
hecho, Matthei (1995), registra 25 Cruciferas introducidas que se comportan como malezas en
Chile y, Marticorena et al. (1990), registra un total de 191 especies de Cruciferas nativas para
Chile.

Segln estos antecedentes, se realizaran prospecciones (muestreos y colectas) sobre
los campos especificos destinados a la multiplicacién de cultivos GM con cercania a cada uno
de los centros descritos, con el objetivo de determinar presencia y/o abundancia de las
especies relacionadas a los cultivos GM estudiados y muestros para el anélisis de deteccion de
transgenes. a) y b) cubriran los cultivos de interés de la zona central-sur (V-IX) del pais y c)
cubrira el cultivo de interés de la zona comprendida por las IX y X Regiones.

Los mapas de las zonas indicadas son los siguientes, mostrandose la zona especifica
de ubicacion de los laboratorios y los puntos correspondientes a las prospecciones a realizar.
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8. OBJETIVOS DEL PROYECTO

8.1. GENERAL:

El objetivo general de este proyecto es generar en el pais un centro de analisis de
material transgénico en la zona central del pais, concebido tanto desde el punto de vista de la
trazabilidad molecular de los eventos que estan siendo internados al pais como desde el efecto
que estos OGMs tienen sobre la biodiversidad local, lo que también se debera evaluar para el
material de elaboracién nacional.

Se ha incluido en este objetivo la transferencia, de la forma mas rapida posible, de los
sistemas de trazabilidad molecular para el efectivo seguimiento y manejo con identidad
preservada de los OGMs importados por parte del Servicio Agricola y Ganadero, ente final
regulador y primera barrera fitosanitaria del pais. En este sentido, se enfatiza que la puesta en
marcha del sistema de trazabilidad molecular esta concebido como un sistema a ser utilizado,
en el futuro cercano, integramente en el SAG; mientras que el grupo de investigacion de INIA,
estara destinado a constituir un centro de andlisis, investigacion (basica) y evaluacién, de
sistemas de medicién del flujo génico entre cultivos GM vy la flora silvestre local de interés,
actividad en la que también el SAG participara activamente.

8.2. ESPECIFICOS:

8.2.1. Desarrollar un sistema de trazabilidad molecular de material tipo GMO ingresado al
pais.

8.2.1.1. Desarrollo de técnicas de deteccién por PCR de los diversos eventos de plantas
transgénicas ingresadas al pais.

8.2.1.2. Transferir e implementar el sistema de trazabilidad y caracterizacion molecular a un

centro regulador para su aplicacién.

8.2.2. Desarrollar un sistema de evaluaciéon del impacto de plantas transgénicas
importadas y desarrolladas en el pais sobre especies silvestres relacionadas de interés
nacional

8.2.2.1. Determinacién de los grados de hibridaciéon entre plantas transgénicas y relativas
silvestres de interés nacional en invernaderos y en campos de produccién nacionales.

8.2.3. Difusion y transferencia de resultados.

8.2.3.1. Desarrollo de diversas actividades de divulgaciéon de resultados (articulos técnicos y
cientificos, seminarios) dirigidos a especialistas y publico en general.
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9. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS
(Describir en detalle la metodologia y procedimientos a utilizar en la ejecucién del proyecto)

9.1. Metodologia propuesta para cumplir con el Objetivo Especifico N° 1: Desarrollar un
sistema de trazabilidad molecular de material tipo OGM ingresado al pais.

9.1.1. Sistema de muestreo de granos y/o semillas tipo OGM.

9.1.1.1. Muestreo de granos y/o semillas de material tipo OGM.

Existen normas nacionales establecidas sobre la metodologia para la obtenciéon de
muestras para analisis de granos alimenticios (NCh531, Norma Chilena de Emergencia Oficial).
Esta norma se aplica a cereales envasados o a granel y a legumbres envasadas. La
recoleccion de las muestras primarias, que corresponderan a 1 kg. de grano o harina extraido
de una parte del lote o en cierto momento durante la carga o descarga se hara en la proporcion
de una muestra por cada 5 toneladas de producto, aproximadamente. Para el caso de granos
envasados, se extraeran muestras del numero de envases en funcién del nimero total de
envases del lote (NCh531). En la practica, en el laboratorio se analizaran cada una de las
muestras primarias. Este material se separara en 20 grupos, los cuales se moleran y se les
extraera el DNA.

9.1.1.2. Analisis estadistico.

El test esta basado en que la probabilidad de que un grupo de muestras tenga resultado
negativo (ausencia de producto de PCR) es una funcién del numero de granos del grupo de
muestras y de la frecuencia del evento negativo, en nuestro caso de la frecuencia de granos
libres de GMO. (Tozzini, et al., 2000).

9.1.2. Analisis molecular.
9.1.21. Desarrollo de técnicas de deteccion por PCR de los diversos eventos de
plantas transgénicas ingresadas al pais.

La reaccién en cadena de polimerasa (PCR, “polimerase chain reaction”) permite la
amplificaciéon de secuencias de DNA de una especie de forma que puedan ser visualizadas y
manipuladas. Los componentes de esta reaccién son el DNA de la especie que participa como
molde de la secuencia a amplificar, un par de partidores de PCR de pequefio tamaio que se
unen especificamente a sitios del DNA, la enzima que cataliza la reaccién de polimerizacion del
fragmento de interés y los cuatro desoxinucleétidos que forman la cadena de DNA. Por lo tanto
la primera necesidad es la obtencién de un DNA de calidad suficiente para lograr amplificar
secuencias del DNA.

9.1.21. Extraccion de DNA de tejido vegetal:

El protocolo que se utilizara esta previamente descrito en Lodhi et al. (1994).
Brevemente:
- Se macerara material fresco (hojas, raices, yemas, etc.) en morteros con nitrégeno
liquido y se agregara solucién amortiguadora de extraccion CTAB ( EDTA 20 mM, Tris HCI
100mM pH 8,0, NaCl 1,4 M, CTAB (bromuro de hexadeciltrimeti amonio) 2% (P/V), B-
mercaptoetanol 0,2% (V/V). Se homogeneizara en solucién para a continuacién agregar PVE
(polivinilpolipirrolidina, 50 mg/0,5 g de tejido utilizado). Se incubara por 30 min a 65° C / ~OON Al
- Luego, a los tubos incubados, se les adicionara mezcla cloroformo:alcohol {sa‘amlllﬁ
(24:1, 0,6 ml por cada 0,5 g de tejido utilizado) y se homogeneizara hasta formar unﬁ emulgr& S|
Se centrifugara a 6.000 rpm por 15 min. SN
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- Se tomara la fase acuosa y se adicionaran 0,5 volumenes de NaCl 0,5 M y 2 volumenes
de etanol 95% frio, y a continuacién se agitara en forma suave, para luego almacenarlo por 30
minutos a —20° C.

- Luego de la incubacién, se centrifugara a 6.000 rpm por 15 minutos a 4° C. El “pellet’
resultante se lavara con etanol al 70% y se dejara secar.

- El “pellet” se resuspendera en 200 pl de solucién TE y se les adicionara 2 ul de RNAasa
A (10 pg/ul), y se incubara a 37° C por 15 minutos. Las muestras finalmente se almacenaran a
4° C cuando se estime conveniente.

Este protocolo esta escrito para especies lefiosas con alto contenido de polisacaridos y
polifenoles. Por lo tanto, en esta etapa existiran modificaciones dependiendo de la especie y del
tipo de tejido del cual se haga la extraccion (hoja, fruto, raiz, etc.). Este procedimiento sera
también utilizado en el caso de muestras de granos o semillas, las que seran homogeneizadas
mediante su congelamiento inicial en nitrégeno liquido y molienda en molinillos inoxidables que
seran adquiridos especialmente para este tipo de tratamiento.

Un tratamiento alternativo de extraccibn de DNAs sera utilizado en muestras que
presenten algunos problemas debido a que los protocolos convencionales producen una baja
concentracion de DNA y un alto contenido de compuestos secundarios que pueden inhibir la
reaccion de PCR (esto ocurre preferentemente en alimentos). Este tipo de muestras sera
sometido al sistema de purificaciéon “WizardR Magnetic DNA Purification System for Food”, el
cual ha sido probado en muestras de alimentos como semillas, harina y leche de soya, lecitinas
y algunos aceites vegetales. Para ello:

- Se pesaran 200 mg de muestra y colocaran en un tubo de microcentrifuga de 2 ml. Se
agregaran 500 pl de solucién amortiguadora de lisis A y 5 ul de RNasa A. Se mezclara en
vortex.

- Se agregaran 250 pl de solucién amortiguadora de lisis B y mezclara en vortex por 10-
15 segundos. Se incubara por 10 minutos a temperatura ambiente.

- Se agregaran 750 pl de solucién de precipitacion y mezclara en vortex vigorosamente.
Se centrifugara a 15000 rpm por 10 min y se transferira el sobrenadante a un tubo limpio.

- Se mezclara la suspensién de MagneSilTM PMPs, se agregaran 50 pl al sobrenadante y
se mezclara.

- Se agregaran 0,8 volimenes de isopropanol, mezclard e incubard por 5 min a
temperatura ambiente.

- Se insertara el tubo en el soporte MagneSphereR Magnetic Separation y se mantendra
por 1 minuto, descartando la fase liquida.

- Se removera el tubo del soporte y se agregaran 250 ul de solucién amortiguadora de
lisis B, permitiendo que las particulas MagneSilTM PMPs se separen por 1 min.

- Se agregara 1 ml de solucién de lavado, se colocara el tubo en el soporte y remover
tanto liquido como sea posible. Esto se repetira 2 veces mas.

- Las MagneSilTM PMPs seran secadas a temperatura ambiente por 15-30 min. y se
agregaran 100 pl de agua libre de nucleasas. Esto se incubara por 5 min. a 65° C e insertara el
tubo en el soporte magnético. El tubo serd mantenido en el soporte y asi se removera el liquido
a un tubo limpio.

9.1.2.2. Determinacion de la calidad del DNA.

La cantidad de DNA vy su calidad sera un elemento vital para el éxito de la mstaurqclon e

del sistema de trazabilidad molecular. La calidad del DNA es muy importante determirraria,
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debido a que se requiere una calidad minima suficiente para no inhibir la reaccién de PCR y
generar falsos negativos.

Como primer acercamiento, se realizara una electroforesis del DNA resultante en geles
de agarosa al 0,8%. La corrida se hara en soluciones amortiguadoras TBE 1X (Sambrook et
al., 1989) a 100 V. El DNA sera visualizado tifiendo el gel con bromuro de etidio y expuesto a
luz UV. La utilizacion de estandares de calidad seria posible en este paso si se utilizaran
muestras de DNA fresco de la especie a la cual corresponde la muestra problema,
determinandose asi si el DNA esta integro o degradado, aunque ésta es sélo una opcion.

9.1.23. Reacciones de PCR.

Para controlar si el DNA es capaz de no inhibir la reaccién de PCR el laboratorio cuenta
con varias alternativas que seran evaluadas y que principalmente utilizan las técnicas de
marcadores moleculares.

Para algunas especies existen partidores de PCR que amplifican secuencias
conservadas del genoma de la especie. De esta forma se corrobora la capacidad del DNA
como templado de la reaccién. En la medida de lo posible, se usaran partidores que amplifican
secuencias de microsatélites (SSR, “simple sequence repeat’), que generan un solo fragmento
de PCR y son especificos para la especie. Estos son controles mas sensibles que aquellos
marcadores que generan varios fragmentos de PCR, como es el caso de RAPD. Sin embargo,
este Ultimo método también podria ser utilizado si no existen los microsatélites para la especie.

Por ejemplo, para maiz se utilizaran partidores derivados de un SSR ya descrito:
Maizforw: - 5- CTTTCGTCATACACACACATTCA - 3’
Maizrev : - 5- ATGGAGCATGAGCTTGAATATTT - 3’

Estos partidores generan un producto de PCR de 160 pares de bases (pbs) (bnig
161:www.agron.missouri.edu/ Coop/ SSR1)

Para la soya se dispone del par de partidores:
Soyafor: - 5'- CTAGCCGTCATGCTAGTC - 3~
Soyarev: - 5- TGCACGTCAAATTGCTG - 37

Estos partidores generan un producto de PCR de cerca de 500 pbs.

Ambos pares de partidores de PCR requieren condiciones especificas de apareamiento
definidas por la secuencia de los partidores. Para el caso del maiz la reaccion de PCR
contendra la solucién amortiguadora de PCR 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,3; KCl 50 mM y 0,01%
de gelatina), 1,5 mM de MgCl,, 0,1 mM de dNTPs y 0,25 uM de cada partidor ademas de 10-20
ng de DNA en un volumen final de 25 pl. El programa de temperaturas se aplicara en un
termociclador PTC-100 (MJ Research Inc., USA) con un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °
C por 3 minutos. Luego 35 ciclos de 94° C por 1 min, 45 seg. a 5.°Cy 1 mina 72°C. y
finalmente un paso de elongaciéon a 72° C por 10 min. En este caso, también se incluira una
muestra de DNA de buena calidad de la especie problema.

9.1.24. Reaccion de PCR especifica.

Las plantas transgénicas usualmente presentan 3 elementos transgénicos esengi
transgén propiamente tal, que le da la caracteristica deseada al nuevo cultivo GM; u
que regula el nivel de expresién del transgén y un terminador, secuencia que indi
de la transcripcion del RNA mensajero (mRNA).
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Segun esto, el principio de la deteccion de los cultivos GM se basara, la mayor parte de las
veces, en la detecciéon de uno de estos elementos. Esto se debe a que por ejemplo, un estudio
realizado en 1997 concluyé que 27 de 28 cultivos transgénicos aprovados para su cultivo en
USA contenian el promotor denominado 35S (derivado del RNA 35S del virus del mosaico de la
coliflor) o el terminador NOS (presente en el gen de la nopalina sintetasa de Agrobacterium
tumefaciens) presente en la mayoria de los vectores de transformacién utilizados en plantas
hasta hoy (Hemmer, W. (1997). Los partidores de PCR para amplificar el promotor 35S son:

35S for: - 5'- GCTCCTACAAATGCCATCA - 3°
35S rev: - 5'- GATAGTGGGATTGTGCGTCA - 3°

Estos partidores producen un producto de PCR de 195 pbs.

La reaccién de PCR contendra la misma composicién que en la reaccién para amplificar
el microsatélite de SSR de maiz (etapa 9.1.2.3.) y el programa de temperaturas sera: 3 min. a
94° C de denaturacion. 10 ciclos de 94° C por 1 min, 1 min de extensién y alineamiento con un
gradiente de temperaturas que comienza a 67° C y finaliza a los 62° C (0,5° C/ciclo). Luego 25
ciclos manteniendo el alineamiento a 62° C. En el ultimo paso se hara una extensiéon por 10 min
a72°C.

Para cada reaccion se incluird un control negativo con DNA de una muestra no
transgénica.

9.1.3. Transferir e implementar el sistema de trazabilidad y caracterizacién molecular a un
centro regulador para su aplicacion.

Uno de los aspectos mas importantes del establecimiento de un sistema molecular de
trazabilidad, sera el lograr un rapido y efectivo traspaso de la metodologia y tecnologia de
analisis de cultivos GM al Laboratorio de la Unidad de Virologia Agricola del SAG-Lo Aguirre.
Personal de este laboratorio (Ing. Agr. Alejandra Bustos y NN por definir), realizaran jornadas
parciales de trabajo (al menos tres dias a la semana) durante los meses de enero y febrero de
2002 junto al equipo de trabajo de INIA - La Platina (a cargo del Bq. Humberto Prieto), en el
Laboratorio de Biotecnologia, con el fin de afinar las técnicas de muestreo de semillas,
extraccién de DNA vy andlisis por PCR. Durante los meses de marzo a junio, el personal SAG
trasladara los protocolos establecidos en INIA - La Platina hacia el Laboratorio de Virologia
Agricola de SAG-Lo Aguirre.

Por lo tanto, la transferencia tecnolégica contempla las etapas de:

a) Puesta en marcha y optimizaciéon de la tecnologia de deteccién en el Laboratorio de
Biotecnologia de INIA - La Platina, con la participacién de personal INIA - La Platina (Humberto
Prieto) y personal designado de esta unidad del SAG (Alejandra Bustos y NN),

b) Transferencia e implementacién en el Laboratorio de la Unidad de Virologia Agricola del
SAG, ubicado en Lo Aguirre, a cargo del mismo personal del SAG capacitado en INIA - La
Platina, con asesoria de Humberto Prieto y

c) Masificacion del sistema de analisis de cultivos GM en el SAG como sistema regulader-a

cargo de Alejandra Bustos y asesoria permanente de Humberto Prieto. ’ﬁ;v“ ASRARLI
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9.2. Metodologia propuesta para cumplir con el Objetivo Especifico N° 2. Desarrollar un
sistema de evaluacién del impacto de plantas transgénicas importadas y desarrolladas
en el pais sobre especies silvestres relacionadas de interés nacional.

9.2.1. Determinacion de los grados de hibridacién entre plantas transgénicas y relativos
silvestres en campos de produccién nacionales.

9.2.1.1. Evaluacién en campo para la formacién de hibridos.

El sistema de prospeccion de hibridos entre cultivos GM y sus especies relacionadas se
realizara para 2 cultivos: a) Canola y b) Maiz. Estos se seleccionaron por su alto namero
solicitudes de internacién y liberacién, por el gran niumero de especies nativas relacionadas
presentes en Chile y porque, en caso particular de maiz, se levantd su cuarentena de
bioseguridad reproductiva (ver item 7).

Caracteristicas de los cultivos GM en estudio:

a) Canola (Brassica napus): Con liberaciones en la zona centro sur del pais, zona de
amplia abundancia relativa en cultivos de 3 malezas del género Brassica, B. nigra, B.
rapay B. napus y otras 25 malezas de géneros relacionados a Brassica.

b) Maiz (Zea mays): Con liberaciones en las regiones |, V, VI, VII, RM, con resistencia a
herbicidas y lepidopteros, cubriendo una importante superficie (27.500 has. durante la
temporada 98-99 (ODEPA, 1999)).

9.21.1.1. Aproximacién experimental en Brassica napus.

Para determinar la eventual formacién de hibridos en Brassica, se realizaran
prospecciones en campos con cierta trayectoria respecto de su utilizacién como parcelas de
produccién de semillas o cultivos GM. El listado de sitios con Canola GM sera suministrado en
forma confidencial por el SAG. Estos sitios seran prospectados, previa autorizacion del
propietario y se seleccionaran para muestreo aquellos en que se localicen con cierta
abundancia, especies relacionadas (“malezas” o silvestres) creciendo tanto dentro como
alrededor del campo de cultivo del GM, en una distancia de 300-400 m desde el borde del
campo a evaluar. Este rango de distancia maxima de muestreo, se determiné considerando
que estas especies a evaluar, ademas de ser polinizadas principlamente por abejas sociales
(Frankel & Galum, 1977), también han registrado movimiento de polen por viento a distancias
superiores a 360 m del borde del campo (Timmons et al. 1996), incrementando la distancia de
flujo de polen esperable si la polinizacién ocurriese sélo por abejas.

Las plantas de taxa relacionadas a nivel de especie seran identificadas y marcadas,
generandose un registro in situ en el area de estudio. Ademas se identificaran y marcaran las
plantas de taxa de géneros de Crucifera relacionados. Esto, porque estudios anteriores,
ademas de hibridacién intragenérica (Jorgensen et al. 1996, Hauser et al., 1996; Metz, et al.,
1997, Chevre et al.1998) también han registrado hibridacién intergenérica, inclusive en
transgénicos (Chévre et al., 1997, 1998, 1999).

En este experimento natural se cuantificaran tres tipos de parametros:

a) Presencia de posibles hibridos ya establecidos
b) El porcentaje de semillas hibridas y e
c) El porcentaje de plantas hibridas que aparecen en la préxima generacuon bajd Pt N

condiciones normales de produccién.

La presencia de hibridos transgénicos se detectara, en una primera aprox:mamon

mediante resistencia a herbicida y posteriormente, los hibridos que resulten resistentes segé[;f' &
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analizados por PCR, tal como se describe en el punto 9.1.2.4., o por la aplicacién de
marcadores moleculares especificos del tipo SSR o AFLP.

9.21.1.1.1. Deteccidén de hibridos por SSR.

La deteccién de alelos de SSR en la planta sera la forma para detectar hibridaciéon. Para el caso
de las especies B. napus (genoma tetraploide AACC), B. rapa (genoma diploide AA) y B.
oleracea (genoma diploide CC) los partidores de SSR 68/1, 83b1 y 72 A permiten reconocer
los genomas A (alelo de 220 pb), C (alelos de 190 y 184 pb) y AC (alelos de 270 y 240 pb),
respectivamente. En el caso de un hibrido triploide (AAC), también sera reconocido por el
partidor 72A (alelos de 270 y 240 pb) (Wilkinson et al., 2000). Para el resto de las especies de
Brassica analizadas se probaran los partidores publicados por Szewc-McFadden et al.. (1996).
La reaccién de PCR para amplificar los alelos de SSR se hara de forma similar a la descrita en
el punto 9.1.2.3. Los productos de PCR se separardn en geles de poliacrilamida
desnaturalizante (acrilamida: bis(19:1) al 6% con urea 7,5 M) y se visualizaran con tincién de
plata de acuerdo al protocolo descrito en el sistema Silver Sequence™, DNA sequencing
System (Promega).

9.21.1.2. Aproximacion experimental en Zea mays.

La aproximacion experimental a utilizar sera muy similar a la propuesta para Brassica,
con la diferencia de que se prospectara la formacién de hibridos entre maiz GM x Maiz no GM.
Esto debido a las razones de que: a) en Chile no hay relativos silvestres de Maiz, b) existe un
importante germoplasma nativo de maiz que aun es cultivado por pequeios agricultores y c) el
cultivo del maiz GM ha sido recientemente desregulado para su cultivo a gran escala.

Consecuentemente, se prospectaran eventos de hibridaciéon en los campos de cultivos
de maices tradicionales de pequefios y mediados agricultores que estén localizados cercanos a
los campos del cultivo GM. Se prospectara una area de muestreo alrededor del cultivo GM de
500-600 metros de los campos seleccionados. Lo anterior considerando que existe informacion
de que el polen de maiz dispersado por viento puede alcanzar hasta 500 m desde la fuente de
origen (Purseglove, 1972 en Crane & Walker, 1984).

Los parametros y la metodologia utilizadas para evaluar los posibles eventos de
hibridaciéon en maiz seran las mismas descritas para Brassica.

Para maiz existen partidores de SSR (www.agrom.missouri.edu/coop/ssr), que podrian
diferenciar hibridos. Las condiciones de PCR se definiran para cada partidor especifico y los
productos de PCR se separaran en geles de poliacriiamida desnaturalizante (acrilamida:
bis(19:1) al 6% con urea 7,5 M). Se visualizaran con tincién de plata de acuerdo al protocolo
descrito en el sistema Silver Sequence™ DNA sequencing System (Promega).

La técnica de AFLP puede servir como alternativa a la deteccién de alelos de SSR para
reconocer hibridos. En este caso el protocolo se hara de acuerdo a lo descrito por Vos et al.
(1995). Esta metodologia amplifica fragmentos al azar del genoma de una especie. Esta técnica
presenta una etapa de digestién del DNA, otra de ligacién de adaptadores a los fragmentos de
digestion y una ultima etapa de amplificacién. Se mezclan 0.25 ug DNA gendémico, 2,5U de
EcoRl, 2,5U de Msel en buffer NEB 2 (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7.9, 10 mM MgCI2, 1
mM DDT) para un volumen final de 25 pl. La mezcla de reaccién se incuba a 37° C por 3 hrs.
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ligasa (50mM Tris-HCI, pH 7.8, 10 mM MgCI2, 10 mM DTT, 1mM ATP, 5 ug/ml de BSA) a un
volumen final de 30 pl. Se incuba toda la noche a 15° C.

Se toman 5 pl de una dilucién 1/10 de la reaccién de ligaciéon y se mezclan con 1,5 mM
de MgCl,, 0,2 uM de partidores EcoRI+1 y Msel+1, 0,1 mM de dNTPs y 2 U de Tag DNA
Polimerasa en un volumen final de 50 pl. El programa de temperaturas de preamplificacién
consta de 2 min de desnaturalizacién a 94 ° C. 35 ciclos de 94° C por 30 sec, 55° C por 30 sec
y 72° C por 1 min. Se diluyen los productos de PCR 10 veces y 5 ul de esto se mezclan con
0,25 uM de cada partidor EcoRI+3 y Msel+3, 0,1 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,y 2 U de Taq
DNA Polimerasa. El programa de temperaturas para este PCR es el siguiente: 3 min de
desnaturalizacién a 94° C, luego 12 ciclos de 30 sec a 94° C, 65° C por 30 sec, bajando -0.7° C
por ciclo hasta llegar a 56° C, 1 min a 72° C. Repetir 25 veces el ciclo de 94° C por 30 sec, 56°
por 30 sec y72° C por 1 min. Finaimente se mantienen por 2 min a 72° C la reaccién. Los
Productos de PCR se visualizan en geles de poliacrilamida desnaturalizante (5.0%
acrilamida/bisacrilamida (19:1), 7.5 M urea).por ciclo hasta llegar a 56° C, 1 min a 72° C. Repetir
25 veces el ciclo de 94° C por 30 sec, 56° por 30 sec y 72° C por 1 min. Finalmente se
mantienen por 2 min a 72° C la reaccion. Los Productos de PCR se visualizan en geles de
poliacrilamida desnaturalizante (5.0% acrilamida/bisacrilamida (19:1), 7.5 M urea).

9.2.2. Entrecruzamiento forzado entre tansgénicos y relativos silvestres.

Entrecruzamiento forzado es definido en este proyecto como le cruzamiento asistido via
polinizacién manual entre el Cultivo GM y sus relativos silvestres. Esta aproximaciéon permitira
establecer: a) si existe entrecruzamiento entre el cultivo GM y los relativos silvestres, b) el
porcentaje de entrecruzamiento y c) si el transgén introgresado llega a ser estable y expresarse
en las futuras generaciones formadas a partir de los hibridos iniciales. Este experimento se
realizard con condiciones controladas de invernadero, tomando todas las medidas de
seguridad, con el propésito de evitar el escape de los posibles “hibridos transgénicos”. La
ventaja de esta aproximacion es que sera posible evaluar si ocurre hibridacién del cultivo GM
tanto con relativos silvestres como con las especies nativas emparentadas. Los cultivos GM
seran los mismos propuestos en 9.2.1.1., es decir, Canola y Maiz, mas la evaluacién adicional
de Papas GM desarrolladas por INIA, que expresan resistencia para Erwinia carotovora y cuyo
ensayo en campo confinado se ejecuta en el CRI-Remehue de este Instituto.

Para Canola GM, se evaluara entrecruzamiento con al menos 2 Cruciferas malezas y 2
especies nativas. Estas se definiran en base a su abundancia, localizaciéon en campos
cultivados y areas de vegetacion nativas cercanas geograficamente a cultivos GM.

El caso Maiz no existen relativos silvestres cercanos en Chile, aunque se evaluara
posible entrecruzamiento con Sorghum halopense, una maleza agresiva relativamente cerca de
maiz del punto del vista filogenético. Este ultimo cruzamiento se realizara teniendo en cuenta
que se han obtenido hibridos Zea mays x Sorghum bicolor en condiciones forzadas aunque en
muy baja frecuencia, normalmente estériles e inestables (James, 1978, 1979; CIMMYT, 1977,
1979).

En Papa se aplicara un criterio similar a Brassica. Es decir, un transgénico de papa sera
cruzado con al menos 2 relativos malezas y 2 Solanum nativos. Estos cruzamientos se
realizaran en el Centro Regional de Investigacion Remehue, X Regién, por lo que los relativos]

geogréfica.
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Las etapas de esta aproximacion experimental incluyen:

- Seleccién de las especies a entrecruzar con el cultivo GM y colecta de sus semillas.

- Germinacién y siembra del GM y los relativos silvestres seleccionados, tratando de
sincronizar sus floraciones. En caso de no obtener sobreposicion el polen sera
almacenado en condiciones apropiadas hasta uso.

- Polinizacién manual reciproca, usando cada progenitor tanto como dador y receptor de
polen

- Conteo del numero de semillas hibridas viables por fruto y planta

- Deteccién de semillas hibridas tansgénica usando herramientas moleculares

- Evaluacién de taza de introgesién y expresion de los posibles hibridos transgénicos
iniciales formados. Esto se hara en los tres subsiguientes afios del proyecto.

9.2.21. Herramientas moleculares para el caso de papa.

Se utilizara trazabilidad por PCR y sistemas de seleccion in vitro utilizando kanamicina.
Para PCR se detectara el promotor 35S. Este promotor se encuentra en las construcciones
génicas que se usaron para este evento de transformacién. El protocolo a seguir sera igual al
indicado en el punto 9.1.2.4.

9.3. Difusién y transferencia de resultados.
9.3.1. Desarrollo de diversas actividades de divulgacion de resultados (articulos

técnicos y cientificos, seminarios) dirigidos a especialistas y publico en general.

Una de las principales causas de la situacién actual de la percepcién publica frente a los
cultivos GM ha sido la falta de informacién, tanto por parte de los organismos gubernamentales
como de las propias empresas transnacionales que han desarrollado estas metodologias. Esto
ha sido entendido asi por estas ultimas y ahora se cuenta con una completa propaganda de la
tecnologia y de contra-argumentién al trabajo desarrollado por los organismos ecologistas.

Desde el afio 2000, el grupo de investigadores del Laboratorios de Biotecnologia del
INIA-La Platina viene haciendo charlas temporales (cada tres a cuatro meses) en liceos de
comunas de la Regiéon Metropolitana, llevando el tema de la biotecnologia en general a este
avido auditorio.

Esta misma estrategia y preparacion sera empleada en el marco del presente proyecto.
Se desarrollaran seminarios, foros y, en la medida de lo posible, documentos escritos (ademas
de publicaciones en revistas internacionales) de adecuado acceso y lenguaje, segun el tipo de
publico blanco. Se esta en condiciones de cubrir tanto el ambito de ensefianza secundaria
como el de universitaria.

Se realizaran jornadas de extensién y acercamiento al tema de los cultivos GM a razén
de dos al afio. Para ello se cuenta con las instalaciones del INIA-La Platina y Remehue, asi
como los equipos para estas charlas.
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto).

Objetivo | Actividad Descripcién Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
Todos 1 Constitucién del equipo de trabajo 02/01 15/01

Desarrollar un sistema de trazabilidad
semillas:
2.1. Implementar sistema de muestreo de
11 granos y/o semillas. 02/01 01/ 02
2.2. Optimizar metodologia de extraccién
2 de DNA de granos y/o semillas (*) 02/01 01/03
2.3. Optimizar reacciones de
amplificacién por PCR de granos y/o
semillas 04/03 21/06
11y1.2 2.4. Analisis de rutina de granos y/o
semillas GM (*) 04/03 31/05
Transferir e implementar el sistema de
trazabilidad:
3.1. Transferencia a laboratorio SAG (*) 03/06 28/06
1.2 4
3.2. Analisis de rutina en SAG 01/07 30/11/05
Desarrollar un sistema de trazabilidad para
formacién de hibridos:
4.1. Desarrollo de sistema de seleccion
preliminar de hibridos 03/06 21/01/03
4.2. Desarrollo de sistema de extracciéon
de DNA para cultivos GM 04/03 30/07
21 4
4.3. Desarrollo de sistema de extraccion
de DNA para especies relativas 05/08 31/12
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4.4. Desarrollo de sistema de analisis
por PCR para hibridos 15/03 3112

4.5. Desarrollo de sistema de analisis
por marcadores moleculares 15/03 31/12
Desarrollar un sistema de evaluacion del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:

5.1. Evaluacién en campo para
formacion de hibridos
5.1.1. Hibridos de Brassica:

5.1.1.1. Seleccién de sitios 1 (*) 06/05 01/10
5.1.1.2. Prospeccién hibridos
establecidos 1 05/08 01/11
5.1.1.3. Deteccion relativos silvestres 01/07 24/10
1
21 5
5.1.1.4. Marcaje y mapeo relativos 1 01/07 24/10

51.1.5. Colecta de semillas relativos 1 02/12 30/01/03

5.1.2. Hibridos de maiz:

5.1.2.1. Seleccion sitios 1 (*) 03/01 31/01
5.1.2.2. Localizacién campos no GM 1 03/01 31/01
5.1.2.3. Colecta de semillas 1 04/03 03/05
51.24. ?eteccién preliminar hibridos 06/05 04/10

5.1.2.5. Confirmacién por PCR 1 (*) 03/06 02/01/03
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Desarrollar un sistema de evaluacion del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:

6.1. Ensayos de hibridacién forzada

21 6 6.1.1. Germinacién y siembra GM y
silvestres 03/05 31112
6.1.2. Polinizacién reciproca (*) 30/09 31/01/03
6.1.3. Conteo semillas 03/12 30/04/03
6.1.4. Implementacién de
invernadero 02/01 28/02
Difusién y transferencia:

03/06 03/06

7.1. Jornada de extension de la

3.1 7 biotecnologia 1
7.2. Jornada de extensién de la 1111 11/11
biotecnologia 2

(*)= hito
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto).

0 R

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
Transfenir e implementar el sistema de
trazabilidad:
1.2 3 3.2. Analisis de rutina en SAG 01/07/02 | 30/11/05
Desarrollar un sistema de trazabilidad para
formacién de hibridos:
4.1. Desarrollo de sistema de seleccion
preliminar de hibridos 03/06/02 21/01
21 4 4.2, Aplicacién de analisis por PCR 02/01 28/06/05
4.3. Aplicacién de sistema de
marcadores moleculares 02/01 28/06/05
Desarrollar un sistema de evaluacién del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:
5.1. Evaluacién en campo para
formacién de hibridos
5.1.1. Hibridos de Brassica:
5.1.1.1. Seleccidn de sitios 2 (*) 05/05 30/09
5.1.1.2. Prospeccion hibridos
establecidos 2 04/08 31/10
5.1.1.3. Deteccién relativos silvestres 07/07 30/10
2
21 5
5.1.1.4. Marcaje y mapeo relativos 2 07/07 30/10
5.1.1.5. Colecta de semillas relativos 1 | 02/12/02 30/01
5.1.1.6. Colecta de semillas relativos 2 01/12
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5.1.1.7. Deteccién de hibridos por

resistencia 1 06/01 04/06
5.1.1.8. Confirmacién de hibridos por 03/03 03/10
PCR 1 ()

5.1.2. Hibridos de maiz:

5.1.21. Seleccién sitios 2 (*) 07/10/02 05/02

5.1.2.2. Seleccion de sitios 3 (*) 06/10 04/02/04

5.1.2.3. Localizacién campos no GM 2
07/10/02 05/02

5.1.24. Localizacién campos no GM 3
06/10 04/02/04

5.1.2.5. Colecta de semillas 2

03/03 28/04
5.1.2.6. Deteccion preliminar hibridos
2 05/05 06/10
5.1.2.7. Confirmacién por PCR 1 (*) 03/06/02 02/01
5.1.2.8. Confirmacién por PCR 2 (¥) 04/06 05/01/04
Desarrollar un sistema de evaluacion del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:
6.1. Ensayos de hibridacion forzada
21 6 6.1.1. Polinizacién reciproca (*) 30/09/02 31/01
6.1.2. Conteo semillas 03/12/02 30/04
6.1.3. Deteccion de semillas hibridas 06/02 04/11/05
Difusién y transferencia:
7.1. Jornada de extension de la
31 7 biotecnologia 3 02/06 02/06
7.2. Jornada de extension de la
biotecnologia 4 10/11 10/11

(*)= hito T
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto).

e

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
Transfenr e implementar el sistema de
trazabilidad:
1.2 3 3.2. Analisis de rutina en SAG 01/07/02 | 30/11/05
Desarrollar un sistema de trazabilidad para
formacién de hibridos:
4.1. Aplicacion de analisis por PCR 02/01/03 |28/06/05
21 4
4.3. Aplicacion de sistema de
marcadores moleculares 02/01/03 28/06/05
Desarrollar un sistema de evaluacién del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:
5.1. Evaluaciéon en campo para
formacion de hibridos
5.1.1. Hibridos de Brassica:
5.1.1.1. Seleccién de sitios 3 (*) 03/05 28/09
5.1.1.1. Prospeccién hibridos
establecidos 3 02/08 29/10
5.1.1.2. Deteccion relativos silvestres
21 5 3 05/07 28/10
5.1.1.3. Marcaje y mapeo relativos 3 05/07 28/10
5.1.1.4. Colecta de semillas relativos 2 | 01/12/03 29/01
5.1.1.5. Colecta de semillas relativos 3 06/12 03/02/05

/
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5.1.1.6. Deteccién de hibridos por
resistencia 2 05/01 02/06
5.1.1.7. Confirmacién de hibridos por
PCR 2 (*) 01/03 01/10
5.1.2. Hibridos de maiz:
5.1.2.1. Seleccion sitios 3 (*) 06/10/03 04/02
5.1.2.2. Selecciobn sitios 4 (*) 04/10 02/02/05
5.1.2.3. Localizacién campos no GM 3
06/10/03 04/02
5.1.2.4. Localizacién campos no GM 4
04/10 02/02/05
5.1.2.5. Colecta de semillas 3
01/03 26/04
5.1.2.6. Deteccioén preliminar hibridos
3 03/05 04/10
5.1.2.7. Confirmacién por PCR 2 (*) 04/06/03 05/01
1.2.38. i6 PCR 3 (*
5.1.2.8. Confirmacién por 3(%) 07/06 06/01/05
Desarrollar un sistema de evaluacion del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:
6.1. Ensayos de hibridacion forzada
21
6.1.1. Deteccion de semillas hibridas 06/02/03 | 04/11/05
Difusién y transferencia:
7.1. Jornada de extension de la 07/06 07/06
3.1 biotecnologia 5
7.2. Jornada de extension de la 08/11 08/11
biotecnologia 6
(*)= hito
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la
totalidad del proyecto) (*)= hito

0 I

Objetivo
Especif. N°

Actividad
No

Descripcion

Fecha
Inicio

Fecha
Término

1.2

Transferir e implementar el sistema de
trazabilidad:

3.2. Analisis de rutina en SAG

01/07/02

30/11

2.1

Desarrollar un sistema de trazabilidad para
formacién de hibridos:
4.1. Aplicacién de analisis por PCR

4.2. Aplicacién de sistema de
marcadores moleculares

02/01/03

28/06

02/01/03

28/06

2.1

Desarrollar un sistema de evaluaciéon del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:

5.1. Evaluacién en campo para
formacién de hibridos.

5.1.1. Hibridos de Brassica:

5.1.1.1. Marcaje y mapeo relativos 4

51.1.2. Colecta de semillas relativos 3

5.1.1.3. Deteccién de hibridos por
resistencia 3

5.1.1.4. Confirmacién de hibridos por
PCR 3 (%)

04/07

06/12/04

03/01

05/04
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5.1.2. Hibridos de maiz:

5.1.21. Seleccioén sitios 4 (*) 04/10/04 02/02

5.1.2.2. Localizacién campos no GM 4 | 04/10/04 02/02

5.1.2.3. Colecta de semillas 4 07/03 02/05

5.1.2.4. Deteccién hibridos 4 02/05 03/10

5.1.2.5. Confirmaciéon por PCR 3 (*) 07/06/04 06/01

5.1.2.6. Confirmacién por PCR 4 (*)
05/04 04/11

Desarrollar un sistema de evaluacion del
impacto de cultivos GM sobre relativos
silvestres:

6.1. Ensayos de hibridacion forzada
21 6
6.1.1. Deteccion de semillas hibridas 06/02/03 04/11

Difusién y transferencia:

7.1. Jornada de extension de la 06/06 06/06
31 7 biotecnologia 7
7.2. Jornada de extensién de la 14/11 14/11
biotecnologia 8

(*)= hito
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11. RESULTADOS ESPERADOS E INDICADORES

11.1. Resultados esperados por objetivo

Obj. Resultado Indicador Meta Parcial
Esp.

N° Final Meta Plazo
11. Técnicas moleculares Un sistema Transferir Analizar 31/05/02

basadas en PCR para de analisis sistema de rutinaria-
detectar transgenes en | por PCR para | deteccion mente por

granos y/o semillas tipo | analisis de por PCR a PCR
OGMs granos y/o laboratorio |semillas y/o
semillas tipo de granos tipo

OGM en SAG- | trazabilidad OGMs
Lo Aguirre del SAG
Sistema de trazabilidad | Una unidad Laboratorio Tenerun | 28/06/02

1.2 molecular para granos |de analisis de| de rutina | sistema de
y/o semillas tipo OGM rutina de para este |trazabilidad
importadas al pais embarques analisis en | molecular
de granos y/o SAG transferido
semillas tipo
OGM
en SAG-Lo
Aguirre
Sistema de deteccion Una Establecer | Desarrollar | 21/01/03
1.2 preliminar de hibridos | metodologia un primer | un sistema
entre cultivos GMy preliminar de | sistema de de
relativos silvestres deteccion de | escrutinio selecciéon
hibridos a masivo de | preliminar
través de posibles de hibridos
resistencias | eventos de en
incorporadas | hibridacién | herbicidas
por el o
transgén antibioticos
Sistema de deteccidén Una Establecer | Desarrollar | 31/12/02
1.2 por PCR de hibridos Metodologia | un sistema | un sistema

entre cultivos GM y de deteccion | de PCR para | de analisis
relativos silvestres especifica de | escrutinio por PCR

transgenes rapido de para
en genomas posibles hibridos
vegetales de | eventos de
Brassica, hibridacién
maiz y papa
utilizando
PCR
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Sistema de deteccion Una Establecer 31/12/02
21 de hibridos por metodologia | un sistema
marcadores de deteccién | de analisis
moleculares especifica por
hibridos marcadores
utilizando moleculares
marcadores para
moleculares |formacion de
para hibridos
Brassica,
maiz y papa
Determinacioén del Tasas de Determinar | 1. Realizar
21 potencial de hibridacion | hibridacién | el grado de | experiment
entre cultivos GM de | forzada para | introgresion os de
Brassica, maizy papa | cultivos GM de los poliniza- | 31/01/03
con relativos silvestres | de Brassica, | transgenes cioén
maiz y papa de los reciproca
con relativos | cultivos GM
silvestres en | de Brassica, | 2. Generar
invernadreo | Maiz y Papa semillas
en el pais hibridas | 30/04/03
3.
Analizar
molecular- 04/11/05
mente
hibridos
forzados
Determinacién del Identificacion | Determinar | 1. Definir | 01/10/02
21 impacto sobre relativos | de eventos de | el grado de | sitios para
silvestres de cultivos hibridacién | introgresion | estudios en | 30/09/03
GM de Brassica entre cultivos de los Brassica
GM de transgenes 28/09/04
Brassica con de los
relativos cultivos GM 2. 30/01/03
silvestres en | de Brassica Colectar
campo semillas | 29/01/04
03/02/05
3. Analizar | 04/06/03
preliminar-
mente 02/06/04
semillas

01/06/051~ . ..
/ \ :a\-‘ K ‘

/8
/;‘ Q
/13
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4. 03/10/03
Analizar
molecular- | 01/10/04
mente
semillas | 07/11/05
Determinacién del Identificacion | Determinar | 1. Definir | 30/01/02
21 impacto sobre relativos | de eventos de | el grado de | sitios para
silvestres de cultivos hibridacién | introgresion | estudios en| 05/02/03
GM de maiz entre cultivos de los maiz
GM de maiz | transgenes 04/02/04
con relativos de los
silvestres en | cultivos GM 02/02/05
campo de maiz
2. 03/05/02
Colectar
semillas | 28/04/03
26/04/04
02/05/05
3. 04/10/02
Analizar
preliminar- | 06/10/03
mente
semillas | 04/10/04
03/10/05
4. 02/01/03
Analizar
molecular - | 05/01/04
mente
semillas | 06/01/05
04/11/05
31 Publicaciones Seminarios | Interiorizar a | Desarrollar:
periddicas, talleres y de opinién y la jornada1 | 03/06/02
seminarios informativos | discusién, comunidad | jornada2 | 11/11/02
asistencia a sobre el jornada 3 | 02/06/03
actividades verdadero | jornada4 | 10/11/03
divulgativas | efecto de los | jornada 5 | 07/06/04
cultivos GM | jornada 6 | 08/11/04
enel jornada 7 | 06/06/05
medioam- jornada 8
biente
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11.2. Resultados esperados por actividad

Obj. Esp. | Activid. Resultado Indicador Meta Parcial
N° N° Final Meta Plazo
11 2 Protocolos para Un Desarrollar | Implemen-| 01/02/02
muestreo de granos | protocolo | un sistema tar
ylo semillas tipo OGM | parael de sistemas
procesa- | deteccion de
mientoy | por PCR de | muestreo
analisis | granos y/o | represen-
de semillas | tativo en
muestras | tipo OGM | analisis
para de rutina
deteccion
de OGMs
en
semillas
11 2 Metodologias Prepara- | Desarrollar 01/03/02
optimizadas parala | ciones de | un sistema
extraccion de DNA de DNAs de
granos y/o semillas purifica- | deteccién
tipo OGMs dos por PCR de
desde | granos y/o
distintas | semillas
muestras | tipo OGM
de granos
ylo
semillas
tipo OGM
11 2 Sistema funcional de | Analisis | Desarrollar 21/06/02
deteccién de por PCR | un sistema
transgenia por PCR de de de
granos y/o semillas distintas | deteccién
tipo OGMs muestras | por PCR de
de granos | granos y/o
ylo semillas
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12. IMPACTO DEL PROYECTO

12.1. Econdémico

El impacto del proyecto desde el punto de vista econémico es mas bien indirecto y esta
relacionado con el establecimiento de un centro técnico que garantice, a través de estudios
exhaustivos, que el uso de especies GM en el sector silvoagropecuario es inofensivo para el
ser humano y el ecosistema.

Los potenciales beneficios econdmicos que aporta el uso de esta tecnologia son dificiles
de reflejar en cifras y no siempre las cifras son indicadoras de los mismos como se puede
constatar en el punto 16.0, especialmente porque los efectos ambientales positivos del uso de
ciertos OGMs aun no han sido cuantificados lo que impide su incorporacién en este tipo de
estudios. A modo de ejemplo, la Environmental Protection Agency (EPA) de E.U.A. determiné
que el uso de plantas transgénicas de papa que producen la endotoxina & del Bacillus
thuringiensis ssp tenebrionis para controlar el escarabajo Leptinotarsa decemlineata -una de las
plagas mas dafinas de los cultivos norteamericanos y que hace que este cultivo ocupe el
segundo lugar en el ‘ranking’ de mayor numero de aplicaciones de insecticidas por temporada-
ofrece los siguientes beneficios: i) Los pesticidas vegetales del B. thuringiensis reducen el uso
de pesticidas quimicos convencionales en la produccién de papas, eliminando el uso de
insecticidas quimicos foliares porque los pesticidas vegetales de B. thuringiensis proporcionan
un control que dura toda la estacion. Pero ademas se evita otros factores que afectan
directamente al ser humano como la liberacién o exposicién accidentales durante el embarque,
almacenamiento, proceso de mezclado y carga, aplicacién y desecho de los contenedores de
productos quimicos. Ademas se contribuye a reducir la concentraciéon de pesticidas quimicos
en las aguas subterraneas de las regiones donde se cultiva papa, ii) Los pesticidas vegetales
de B. thuringiensis son mas eficaces para el control del escarabajo que las alternativas
quimicas y no quimicas actualmente registradas, permitiendo asi ampliar los programas de
manejos integrado de plagas mediante el aumento del control biolégico, iii) EI Animal & Plant
Health Inspection Service (APHIS) determiné que sus endotoxinas no son toxicas para los
organismos no objetivos, y iv) Se da una reduccién potencial por igual de los costos de insumos
para las unidades de produccién grandes y pequefas.

En sintesis, la EPA encontré que la producciéon de papas que contienen la endotoxina Bt
cuentan con el potencial de ofrecer un cultivo comercial de papas que requiere menos kilos de

aplicacién de pesticidas quimicos, lo que reduce los costos de inversion del agricultor (factor
cuantificado) y el riesgo para los humanos y el ambiente (factor no cuantificado).

12.2. Social

a) Impacto en el ambito productivo.
La informacién generada por el proyecto permitira generar politicas claras-para-ia

eventos o para los eventos futuros, esto por parte de los productores nacionales.,

adopcion (o rechazo) de la incorporacion de la tecnologia de los cultivos GM para determlnadbs AN
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b) Percepcién publica.

El tema de este trabajo es uno muy vinculado a la percepcién publica y practicamente
nace a peticién de ella.

La actual evaluacién y andlisis de los llamados alimentos transgénicos es hoy una de las
mas exhaustivas aplicadas a alimentos y cultivos. Esto se debid en casi un cien por ciento a
todo un movimiento social de critica e inquietud, frente a este tipo de elementos, la mayor parte
de las veces (0 en su totalidad), sin argumentos técnicos validos y con una organizacion ex
profeso al tema de moratoria temporal o definitiva para los OGMs.

Se espera que el presente proyecto contribuya en una buena medida a generar
informacién técnica necesaria para que se pueda utilizar, adecuadamente, por todos los
componentes de la sociedad, en especial por el ente regulador.

12.3. Otros (legal, gestion, administracion, organizacionales, etc.)

Existen dos grandes ramas que explican el impacto del presente proyecto en el ambito
econdmico: a) impacto sobre decisiones regulatorias ya tomadas y b) impacto sobre futuras
decisiones.

a) El impacto sobre decisiones productivas ya determinadas por el ente regulador corresponde
a la confirmacion o no, de las decisiones ya asumidas como pais para la produccién
desregulada de cultivos GM como maiz. Si bien es cierto que se espera confirmar las
decisiones ya tomadas con respecto a este cultivo, se hace imprescindible generar
antecedentes para el apoyo de estas decisiones.

En este sentido, la instauracién de un sistema eficiente de trazabilidad molecular para
las importaciones de material OGM, permitira al organismo regulador manejar de una forma
apropiada la informacién de movimiento de material intra e internacional de este tipo,
permitiendo el manejo con identidad preservada de muchas de estos productos que son
“commodities” para alimentos comercializados tanto en Chile como fuera del pais.

b) El impacto sobre futuras decisiones en cuanto a la importacién y produccién regulada (o no)
de determinados cultivos GM sera uno de los productos mas importantes del presente trabajo.
Se espera contribuir de manera significativa a la incorporacion activa de Chile en el conjunto de
tratados internacionales, donde uno de los requisitos-pais es precisamente disponer de la
capacidad técnica nacional para evaluacién independiente. Ademas, los resultados de este
proyecto permitiran asumir con mayor certeza que la actual, las decisiones productivas de
ciertos cultivos de importancia econémica.

Alianza estratégica INIA-SAG.

Se ha generado una estrategia institucional de cooperacién entre el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA) y el Servicio Agricola y Ganadero (SAG). Bajo_este
esquema de trabajo, se ha asumido que se aprovecharan la infraestructura y 3
técnicas ya instaladas en INIA para capacitar e implementar un sistema de
molecular de material tipo GMOs en el SAG, el que adquiere asi una capaci
necesaria para la aplicacién adecuada de un marco regulatorio al respecto. Al migig
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informacién generada pasara a ser de primera utilidad para evaluar decisiones regulatorias ya

tomadas y por tomar.
Como contraparte, este estudio se hace representativo al disponer de los antecedentes

oficiales pertinentes para realizarlo, gracias al aporte y facilidades del SAG en este sentido.
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13. EFECTOS AMBIENTALES

13.1. Descripcion (tipo de efecto

Se estima que el presente proyecto no tendra un efecto ambiental per se durante su
ejecucion.

El impacto ambiental directo de trabajar con transgénicos esta relacionado con el
posible escape del transgén hacia relativos silvestres nativos e introducidos via flujo polen y, el
posible comportamiento de transgénico como maleza a través de su persistencia y distribucion
hacia los ambientes naturales, con su posible efecto en la diversidad bioldgica.

Estos dos problemas han sido evitados en la presente propuesta, tomando todas las
medidas de seguridad. Primero, se ha toma la decisién de no hacer evaluaciones en campo a
través de disefios experimentales controlados. Sélo se monitoreara la posible ocurrencia de
escapes en cultivos transgénicos ya establecidos en campo de agricultores. Segundo,
restringiendo las evaluaciones de hibridacion e introgesion del transgén en condiciones
altamente controladas en invernadero especialmente acondicionados para evitar el riesgo de
escape.

Asimismo, se tomaran todas las medidas para trabajar en el laboratorio. EI manejo de
reactivos y sus desechos seran realizados siguiendo todas las normas internaciones
establecidas al respecto.

Por lo descrito anteriormente, se estima que los riesgos ambientales o son
practicamente nulos en este proyecto.

Es precisamente, un ambito de especial relevancia para el presente trabajo, determinar
el grado de injerencia que ha tenido la siembra de algunos eventos de cultivos GM sobre
nuestros ecosistemas locales, medido esto como grado de hibridos entre estos y relativos
silvestres en campos y zonas aledafias a estos, donde se cultivan OGMs.

En adicién, mediante los estudios de hibridacibn forzada, se espera recoger
antecedentes que permitirian inferir una probable interaccién en terreno, tanto de los actuales
cultivos GM como de futuros eventos. De este modo, se contara con bases técnicas para la
correcta toma de decisiones regulatorias.

13.2. Acciones propuestas

El proyecto es en si una propuesta para medir los posibles efectos ambientales que el
uso de OGMs pudiese tener sobre el ecosistema. Cualquier riesgo observado serd motivo para
el reestudio de las normas actualmente utilizadas en el uso y produccién de trasngénicos a
nivel comercial.

13.3. Sistemas de seguimiento (efecto e indicadores)

B ; L ) S . 3 o1 G /7 N
silvestres seran el principal sistema de seguimiento in situ. Estas acﬂwdadesf\é’

periédicamente durante los cuatro afios de duracién del proyecto. /| s
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15.2. Aportes de contraparte: criterios y métodos de valoracion

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el numero de unidades por
concepto.

(para cada uno de los items de gasto se deberan especificar los criterios y metodologia
de valo_racién utilizada)

Item Justificacién
Recursos Para la ejecucidon de un proyecto de esta envergadura se requerira
humanos participacion de un profesionales bidlogos/agronomos en tiempo completo

y un técnico en jornada parcial. Las tareas implicadas para el primero se
relacionan con la necesidad de disponer de gente con capacidad para
realizar estudios en invernadero y campo desde el punto de vista
taxonémico de la reproduccion vegetal. ElI segundo realizara
implementaciones técnicas de cierta complejidad en un inicio
(hibridaciones) y posteriormente cuidado de plantas durante la ejecucion.
Inversion Se ha considerado una inversibn minima en equipos para el
funcionamiento de este proyecto. Debiéndose descartar equipos
sumamente necesarios como un PCR de placas. Estos, por el momento,
seran aportados por INIA - La Platina, sin embargo, la transferencia de un
sistema de trazabilidad molecular para OGMs dependera en gran medida
de la disposicion de este y otro equipamiento adicional.

La implementacion de un invernadero de bioseguridad se ha estimado en
su minimo de aportes, debiendo quedar en claro que un sistema nacional
de “risk assessment” debe comprometerse en la habilitacion de facilidades
adecuadas para la envergadura del trabajo, requerimiento obligado para el
pais como suscriptor del Protocolo de Cartagena.

Operacién La operacién indicada en el presente proyecto corresponde esencialmente
a gastos en reactivos para biologia molecular y PCR, que por esencia son
extremadamente caros en Chile. Se ha pensado en una puesta de analisis
de rutina en SAG, lo que aumenta estos gastos operativos.

Se han considerado items de arriendo de camioneta para salidas a terreno
y asi realizar las prospecciones necesarias, en conjunto con el SAG.
Difusién Es evidente que este ambito necesita de generar un sistema informativo,
educativo y de difusién a la sociedad. Se ha asumido un compromiso de
generar dos actividades de difusién por afo destinadas a divulgar
correctamente la tecnologia de la transformacion genética y al analisis de
la percepcién publica. Este grupo de investigadores tiene ya bastante
experiencia al respecto, realizando frecuentemente charlas de este tipo
que han ido desde foros universitarios hasta jornadas en colegios de
ensefianza media. Como una forma de adecuar los gastos a las bases del
Fondo, se estima que la organizacion y medio utilizados para estas
reuniones seran de cargo del INIA - La Platina y aporte personal de los
investigadores involucrados.

Administracién Se han incluido gastos minimos de contabilidad.
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15.4. Financiamiento solicitado a FIA: criterios y métodos de valoracion

Detallar los criterios utilizados y la justificacion para el presupuesto por item y
por ano, indicando los valores unitarios utilizados y el numero de unidades por
concepto.

(para cada uno de los items de gasto se deberan especificar los criterios y metodologia
de valoracion utilizada)

a) Recursos Humanos:

- Incentivos de personal INIA: Se ha establecido el valor/hora de trabajo de este
personal y ponderado por la dedicaciéon al proyecto. Los sobresueldos para el Coordinador y el
Coordinador alterno no han sido explotados a plenitud en beneficio de gastos en otros items del
proyecto.

- Honorarios de personal contratado: Evidentemente el trabajo proyectado necesita
personal con mayor dedicacioén que la planificada para persona INIA o de entidades vinculadas
(University of Reading y SAG). Se han utilizado valores para grado 10 en INIA, correspondiente
a profesionales universitarios sin post-grado y ponderado por en tiempo de dedicacién mensual
al proyecto para fijar estos honorarios.

b) Inversion:

- Se han incluido costos de inversién minimos para la correcta ejecucién del proyecto.
Esto considerando las 6ptimas facilidades del Laboratorio de Biotecnologia de INIA - La Platina
y la implementacién béasica que posee el Laboratorio de Virologia Agricola de SAG- Lo Aguirre.
Diversas etapas del proyecto se desarrollaran en SAG-Lo Aguirre, en donde se dispone de un
equipo de PCR de placas, que sera reforzado con los equipos de centrifuga de placas y
molinillo analitico adquiridos en este proyecto.

c) Operacion:

- Se ha disefiado una tabla de gastos anuales en reactivos para los analisis que se
efectuaran, considerando el proyecto como uno en el cual se montara un sistema de andlisis
semi-masivo de semillas y/o granos importados al pais, a desarrollarse en SAG-Lo Aguirre.

- Se establecieron estimativos del nimero de actividades de prospeccién y analisis de
los hibridos de campo y de invernadero para obtener finalmente una apreciacién del gasto por
afo.

- Se valord la utilizacion del uso de dos laboratorios basicos: INIA - La Platina y SAG-Lo
Aguirre. El primero implementado adecuadamente para la puesta en marcha del proyecto. El
segundo sera utilizado desde el octavo mes de actividades. También se ha valorado la
utilizaciéon, en forma parcial al total del proyecto, de enzimas propias del laboratorio de
Biotecnologia.

¢) Administracion:
- Se han incluido estimativos de costos minimos de administraciéon de contabilidad para
el presente proyecto. Se ha considerado el empleo de personal INIA - La Platina.
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16. ANALISIS ECONOMICO DEL PROYECTO

16.1. Criterios y supuestos utilizados en el analisis

Indicar criterios y supuestos utilizados en el calculo de ingresos (entradas) y
costos (salidas) del proyecto

La evaluacion econdmica de la propuesta es de tipo indirecta y se relaciona con los beneficios
que acarrearia la creacién de un centro tecnolégico idéneo respecto de la evaluaciéon de riesgos
del uso de OGMs, permitiendo asi su desregulacion y por tanto libre uso en reemplazo de las
especies convencionales.

La evaluacién econdémica se realizé en los tres cultivos modelos seleccionados para realizar los
estudios de bioseguridad propuestos (maiz, papa y raps), y que han sido elegidos por estar
siendo actualmente cultivados en nuestro pais, por ser especies en las cuales se esta haciendo
transgenia a nivel nacional y/o por contar con parientes silvestres relacionados con los cuales
pudiese existir un intercambio genético no deseado. Ademas se incluye la evaluacién de una
cuarta especie, tomate, especie horticola de mayor importancia en Chile y en la cual el futuro
uso de tomates GMs con resistencia a insectos lepidépteros tiene una implicancia econémica
muy significativa evaluando los benéficos que significan la solo reduccién de insecticidas
quimicos y sus implicancias en los costos operacionales y el rendimiento.

El proyecto se justifica asumiendo que:

1. No existiran impedimentos legales futuros para el uso de transgénicos en la agricultura
nacional.

2. No existiran riesgos ambientales o ecoldgicos al cultivar las especies transgénicas
evaluadas en este proyecto.

3. Los productos transgénicos seran, paulatinamente, aceptados y demandados por la
comunidad nacional e internacional

4. La sustitucion de semilla tradicional por semilla transgénica sera también en forma
gradual ajustandose a la apertura de los mercados hacia los productos transgénicos. Se
asume que afo a afno un 5% de la superficie nacional sera sustituida por transgénicos
por lo tanto al afio 15, el 75% de la superficie de cada cultivo estara utilizando esta
tecnologia (Tabla 1).

5. El costo de la semilla transgénica es igual al de la semilla que no ha sido modificada

6. La superficie nacional, los precios de los insumos, mano de obra, servicios y venta del
producto final de los cuatro rubros en cuestién no sufriran cambios por factores externos
durante los 15 afios de evaluacién, por lo tanto son fijos.

7. En todos los casos, los costos disminuyen por eliminacién del uso de fungicidas,
herbicidas y/o insecticidas y eliminaciéon del uso de mano de obra y maquinaria en las
labores que se emplean en estas actividades.

8. En papa transgénica con resistencia a Erwinia carotovora, se estima un aumento en los,. ;<.

rendimientos de un 25%, segun lo determinado en estudios realizados en el INIA. Un
aumento en los rendimientos similar se estima en las otras especies a las que se Ies:‘ha

incorporado resistencia a otros patéogenos. Aquellas especies a las que 'se Ies, Lia
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incorporado resistencia a herbicidas los rendimientos aumentan un 10% al disminuir la
competencia por luz y fertilizantes.

9. En la situacion con proyecto se considera como salida el costo del proyecto aunque la
tecnologia evaluada no es desarrollada por el mismo sino mas bien el proyecto es un
mecanismo que avalaria su utilizacion.

Tabla 1: Superficie nacional de los cultivos anuales y la hortaliza seleccionados y estimacion de la
evolucién de superficie que sera reemplazada con transgénicos

ESPECIE/ SUPERFICIE

TEMPORADA ACTUAL | Ao 1| Afo2| Afo 3| Afio 4| Afio 5| Afo 8| Afio 7| Ao 8 Afio 9|Afo 10
Papa (1999-00) 61.360 3068 6136 9204 12272 15340| 18408| 21476| 24544| 27612| 30680
Raps (1999-00) 22.800 1140, 2280 3420| 4560, 5700 6840, 7980, 9120/ 10260 11400
Maiz (1999-00) 86890 4345 8689 13034| 17378 21723| 26067| 30412| 34756| 39101| 43445

Tomate (1998-99) 20.391 1020, 2039 3059 4078/ 5098, 6117| 7137| 8156 9176| 10196
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17. RIESGOS POTENCIALES Y FACTORES DE RIESGO DEL PROYECTO

17.1. Técnicos

La puesta en marcha de un sistema de rutina para la trazabilidad molecular de granos
y/o semillas tipo OGM y su funcionamiento en un Laboratorio Regulador, dependeran en gran
medida de que se puedan asignar, en el corto plazo, recursos para el equipamiento minimo
para el analisis semi-masivo de muestras de embarques ingresados al pais.

Desde un punto de vista cientifico, un factor de riesgo es que no se encuentren
resultados positivos para la introgresion de transgenes hacia cultivos relativos silvestre y/o
malezas, dadas las medidas de bioseguridad que el SAG-CALT exigen. Esto puede ser
estimado bajo dos perspectiva, puesto que si bien es cierto que no se lograra establecer
grados de hibridacién o tasas de introgresion, efectivamente sera un resultado positivo desde
el punto de vista de las politicas aplicadas hasta el momento, ratificando la normativa actual.

17.2. Econdémicos

En contraposicién a lo expuesto en el item 17.1, la posibilidad de encontrar realmente
tasas de introgresion y eventos de hibridacién entre cultivos GM vy los relativos estudiados,
implicaria la revision de las medidas de bioseguridad actualmente vigentes, haciendo
necesaria la evaluacion de nuevas estrategias de cultivo de especies GM que garantice su
uso seguro. Mas que una pérdida de aquellos productores que ya han incorporado la
tecnologia, un resultado de esta naturaleza obliga a la busqueda de nuevos mecanismos que
control o readecuacioén de los ya existente que permitan un cultivo seguro.

Esto no debe ser visto, sin embargo, como un riesgo del proyecto en si, sino un
resultado, tal vez menos esperado o deseado, tras la ejecucién del mismo.

El Instituto de Investigaciones Agropecuarias es el principal centro de investigacion
agricola de pais y cuenta con profesionales especialistas y técnicos en las diversas las
disciplinas que requiere el desarrollo de esta propuesta. Los Centros de Regionales de
Investigacio La Platina y Remehue cuentan con infraestructura de laboratorios e invernaderos
adecuada para el desarrollo de los distintos trabajos y analisis que requiere el proyecto. En
cada estacion existe suficiente superficie que permita realizar trabajos de campo dirigidos
cumpliendo con las barreras de aislamiento que este tipo de estudios requiere. Para el
mantenimiento de los cultivos en terreno se cuenta con toda la maquinaria € implementos
agricolas que se requieren.
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17.4. Otros
I I

En relacién con la capacidad de gestion administrativa contable el INIA cuenta con un sistema
administrativo contable probado a través de largos afios en la ejecucién de proyectos de
variable indole y envergadura. El sistema contable y operativo del Centro Regional de
Investigaciones La Platina, desde donde se gestionara el proyecto, cuenta con un sistema de
contabilidad que asegura la autonomia y eficiencia de control y evaluaciéon del proyecto
disminuyendo cualquier riesgo en el desarrollo del mismo.

17.5. Nivel de Riesgo y Acciones Correctivas

Riesgo Nivel Acciones

Identificado Esperado Propuestas
Dificultad en la obtencion | Bajo La participacion del SAG minimiza este riesgo
de semillas de especies avalando la obligatoriedad de los estudios.
transgénicas a evaluar
Intercambio de genes entre | Bajo Todo el trabajo de cruzamiento dirigido sera
las especies cultivadas realizado en los CRIs del INIA bajo
seleccionadas y sus condiciones de alta seguridad

relativos silvestres

Monitoreo in situ de|Bajo Actualmente ya se ha identificado empresas
producciones comerciales dispuestas a colaborar con el proyecto por
de las especies en estudio considerarlo indispensable.
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18. ESTRATEGIA DE TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

Uno de los aspectos relevantes del proyecto es la transferencia de los resultados, los
que se pueden dividir en dos niveles: a) transferencia de capacidades y b) generacién de
datos para utilizacién en el marco regulatorio.

a) Transferencia de capacidades.

Se refiere especificamente a la generacién (en un nivel temprano de la ejecucion del
proyecto) de una capacidad técnica para el analisis molecular (trazabilidad) a gran escala de
semillas y/o granos tipo GMO que entran al pais, por parte del Laboratorio ad hoc del SAG.
Esto incluird la capacitacion del personal involucrado en las tareas de rutina para estos
andlisis, en el Laboratorio de Biotecnologia INIA - La Platina, para después dejar toda la
capacidad instalada en SAG.

b) Generacién de datos.

En instancias temporales de mediano y largo plazo, se espera obtener datos cuali y
cuantitativos de las tasas reales de hibridacién, introgresién y flujo de transgenes debido a la
incorporacién de cultivos GM en ecosistemas nacionales. Estos datos generados seran
puestos a disposicidon de los organismos reguladores para que estos dispongan medidas
pertinentes. En una segunda instancia, se espera generar publicaciones cientificas
internacionales en revistas con comité editor internacional.

c) Informacién a la comunidad.

La percepcién que la comunidad tiene sobre los OGMs es un tema que, per se,
justifica el desarrollo de este proyecto. Es un deber de los cientificos que trabajan en el tema
mantener al publico general informado sobre los avances en la materia enfatizando las
ventajas y desventajas de cada sistema evaluado, con el propésito de aportar elementos que
permitan la formacién de opiniones fundadas, para lo cual se pretende lograr a través del
desarrollo periédico de articulos para ser publicados en medios masivos como diarios y
revistas nacionales y, el desarrollo de charlas informativas y seminarios dirigida a todo el
publico. Respecto del ultimo punto, algunos integrantes del equipo técnico han participado en
experiencias similares, como el proyecto Simbiosis con excelentes resultados.
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19. CAPACIDAD DE EJECUCION DEL PROYECTO

19.1. Antecedentes y experiencia del agente postulante y agentes asociados
(Adjuntar en Anexo B el Perfil Institucional y documentacién que indique la naturaleza juridica
del agente postulante)

El Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) es una Institucion dependiente del
Ministerio de Agricultura cuya misién es crear, captar, adaptar y transferir conocimientos
cientificos y tecnoldégicos, como un agente de innovacién en el ambito productivo
silvoagropecuario. Desde su creacién en 1964, el INIA ha actuado como agente generador
de un importante porcentaje del conocimiento cientifico-técnico de la agricultura chilena, en
los mas diversos ambitos. Su capacidad para la ejecucion de este proyecto esta avalado por
su historia y perfil como Instituciéon del Agro chileno descritos en el Anexo B.

El INIA tiene una amplia experiencia en el manejo de proyectos de investigacion y
desarrollo en general, y en el area de Biotecnologia Agropecuaria en particular. En estos
proyectos han participado directamente, en calidad de investigadores responsables o co-
investigadores, practicamente todos los investigadores que participan en este proyecto. A
modo de ejemplo, se listan algunos de los proyectos mas directamente relacionados al area
de desarrollo y uso de conservacion de germoplasma, transformacién genética y marcadores
moleculares:

Conservacion de Recursos Genéticos:

- 2001. Plant exploration in the northern Chile to collect wild tomato species, with emphasis on
Solanum lycopersicoides and S. Sitiens. Investigador Responsable: Dr. Roger Chetelat,
C.M.Rick Tomato Genetic Resource Center (TGRC) UC-Davis, USA. Investigadores
participantes: Ricardo Pertuzé y Luis Faundez, Fac. Agronomia, Universidad de Chile; Eliane
Graham, TGRC, UC-Davis; Pedro Leén Lobos, CRI-La Platina, INIA. Financiado por USDA.

- 2001-2005 Conservacion Ex Situ de plantas endémicas, vulnerables y en peligro de
extincién de las zonas aridas de Chile. Investigadores principales: Pedro Ledn Lobos, CRI- La
Platina, Chile; Hugh Pritchard and Michael Way, Millennium Seed Bank Project (MSBP), Royal
Botanics Garden Kew, United Kingdom. Financiamiento inicial: MSBP.

- 2001-2004. Disefio de una estrategia de control integrado orientada a incrementar la calidad
fitosanitaria del cultivo de la papa en la regién sur de Chile.

- 2001-2004. Obtaining potatoes less dependent on insecticides through a type of broad
spectrum resistance mediated by glandular trichomes and leptines.
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Marcadores moleculares:

- 1997-1998: FONDECYT: “Utilizacion de técnicas de fingerprinting para la determinacién de
idoneidad varietal en vides”.

-1997-1998: FONDECYT Post-Doctorado G.A. Mufioz: “Diferencias genéticas en
poblaciones del hongo fitopatégeno Botrytis cinerea e identificacién de marcadores asociados
a resistencia a dicarboximidas”.

- 1998-2001: FDI: “Sistema de manejo integrado de produccién de uva vinifera para la
denominacién de origen del vino elaborado en el valle de Casablanca”.

- 1999-2001: FONDECYT: “Desarrollo de un mapa de ligamiento genético e identificacién de
marcadores moleculares para caracteres de interés en Vitis vinifera L.”

- 2000-2002: FONDECYT Tesis de Doctorado V. Obreque: “Mapa sinténico de alpaca
basado en microsatélites”.

- 2001-2003: FONSAG: “Identificacion de Pseudococcidae (chanchitos blancos) presentes
en Chile y en vegetales de exportacion: estudios morfolégicos y moleculares”.

- 2001-2004: FONDEF: “Diferenciaciéon de los vinos tintos chilenos en el mercado mundial
mediante la determinacién de marcadores moleculares caracteristicos en cuanto a cepa y
origen”.

- 2001-2004: INCO-DEV (Comunidad Europea). “Marker-Assisted Selection for Table
Grapes”.

Transformacién genética:

-1994-1997: FONDECYT: “Caracterizacion molecular de aislamientos chilenos del virus del
mosaico de la sandia tipo Il y transformacién genética de melén mediante genes quiméricos”.

-1999-2001: FONDECYT: “Caracterizacion molecular de aislamientos chilenos de PPV y
transformacion genética de Prunus’.

- 2000-2001: FONDEF: “Transformacién genética de vides para introducir resistencia a
enfermedades fungosas”

Los resultados de casi todos estos trabajos han sido transferidos en distinto grado al
sector productivo, lo que indica un adecuado efecto multiplicador y un positivo impacto, a la
vez que abalan la capacidad de ejecucién de proyectos de diferente envergadura y
naturaleza, apoyados por un adecuado soporte administrativo-contable. Los Curs L
adjuntos de los investigadores biotecnélogos muestran ademas un ritmo de pubhﬁam
nivel nacional e internacional que permiten augurar un buen desempefio er;@l tra
planteado en esta ocasién.
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Por otra parte, esta linea de trabajo coincide plenamente con el plan estratégico del
INIA, en cuanto a respaldar plenamente acciones de investigacién biotecnoldgicas
encaminadas a resolver temas de relevancia para el agro nacional. En este contexto, este
trabajo constituye una primera etapa de un objetivo a mas largo plazo y mas general,
orientado a la generacién de un sistema nacional de bioseguridad vegetal.
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19.2. Instalaciones fisicas, administrativas y contables

19.2.1. Facilidades de infraestructura y equipamiento importantes para la ejecucion del
proyecto.

Los laboratorios de Biotecnologia de INIA La Platina y Remehue cuentan con una
capacidad instalada de cerca de 600 y 250 m? respectivamente, con el equipamiento
necesario para enfrentar un proyecto de esta naturaleza. Ademas, se cuenta invernaderos
que pueden ser implementados para trabajos de bioseguridad; ademas en donde se puede
manejar material vegetal en forma independiente del periodo del afo; instalaciones
cuarentenarias de alta seguridad; laboratorios de fitopatologia y virologia donde se cuenta
con facilidades anexas a las propias del Lab. de Biotecnologia. La biblioteca esta bien dotada
de revistas de disciplinas agrondémicas (entre ellas varias de Biotecnologia, Genética,
Frutales, etc.). Se cuenta en general con buena infraestructura de computacién, contando
con una red de intranet y conecciéon permanente a internet. Entre los equipamientos basicos
se cuenta con distintos tipos de centrifuga (microfugas refrigeradas, centrifugas
convencionales de 22.000 rpm, ultracentrifuga); sistemas de hibridacién (en dot y para
transferencia de genes); sistema de isoelectroenfoque; equipos de electroforesis horizontales
y verticales (para proteinas y acs. nucleicos) de distintas dimensiones (entre otros, camaras
para geles de agarosa de 60 muestras y camaras de tipo secuenciacion); fuentes de poder
de alto voltaje y estandar; termocicladores; incubadores orbitales; horno de hibridizacién y de
secado de membranas; bafios termorregulados; cuarto para manejo de radioisétopos;
laboratorio fotografico; secador centrifugo (“Speed-Vac”); disruptores de tejidos; agitadores
rotatorios; sonicadores de bafio y de vastago; liofilizadores; camara fria, freezers y
ultrafreezers; estufas de incubacién; campanas de extraccibn y de bioseguridad;
esterilizadores; sistema de generacion de agua destilada; HPLC con detectores de UV/visible,
arreglo de diodos y de fluorescencia; GCs; aparato de electroforesis capilar;
espectrofotdmetro; fluorimetro; densitémetro; microscopia oéptica, de fluorescencia y
electrénica de transmisién; pHimetros, balanzas y otro equipo menor; ademas de contar con
una seccion dedicada al cultivo de tejido, incluyendo camaras de crecimiento de distintas
dimensiones y temperatura, camaras de flujo laminar, pistola de particulas para
transformacion genética de plantas, etc.

19.2.2. Capacidad Laboratorio Virologia SAG-Lo Aguirre.

Este laboratorio (250 m?) ya cuenta con implementacion bésica: un equipo de PCR
para placas, cdmpana de flujo laminar y pieza aislada para reacciones de PCR. A esta
implementaciéon se sumara la correspondiente a los equipos de centrifuga de placas ELISA y
molinillo analitico, incluidos en el presente proyecto. En cuanto a equipamiento genérico, este
laboratorio cuenta con bafos incubadores, homogeneizadores de tejidos tipo vastago y
ultraturrex, pipetas, micropipetas, sistema de agua destilada, equipamiento de electroforesis
de DNA para 30 muestras, sistema fotografico de registro de datos, fuentes de poder
estandar, freezer, ultrafreezer, camara fria, estufas de incubacion, pHimetro, balanza, etc.. ., “}.

De esta forma, sera este laboratorio el fijado como referente para los analisis de rutina| .
en etapas intermedias y avanzadas de este proyecto. Al mismo tiempo, se cuenta con
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instalaciones de invernadero cuarentenarias para el desarrollo en paralelo de experimentos
relacionados a hibridacién forzada y mantenimiento de hibridos GM naturales.

Es necesario enfatizar que este laboratorio realiza analisis rutinarios para la deteccion
por ELISA y PCR (en menos cantidad) de virus cuarentenarios, por lo que la carga de trabajo
y por ende la demanda de insumos que implica la puesta en marcha de este proyecto, sera
suplida en buena medida por los reactivos demandados para PCR en este proyecto
(esencialmente nucledtidos trifosfato y Tag DNA polimerasa), considerando el establecimiento
de un sistema masivo o semimasivo de detecciéon de OGMs (96 muestras por dia).

19.2.3. Capacidad de gestién administrativo-contable.

La Gerencia de Administracion y Finanzas de la Institucion, a través de su
Departamento de Presupuestos y Contabilidad Central, autoriza y dispone la asignaciéon de
los recursos para la ejecucion de la proyectos en los centros Regionales de Investigacion. En
el CRI La Platina, la SubGerencia de Administracién lleva la contabilidad del proyecto en
forma separada. Cada proyecto se considera un centro de costo al que se le asigna un
cédigo de presupuesto. Los gastos son autorizados por el jefe de proyecto.

El INIA se organiza a dos niveles; uno nacional y otros regional.

r DIRECCION NACIONAL 1

Subdireccion Nac. Investigacion| <—— | Subdireccion Nac. Administracion

¢ Departamento de Finanzas
4 v
DIRECTOR REGIONAL
v v
Subdirector de Investigacion Subgerente de Administracion
Jefe de Contabilidad

v v

Investigador Encargado de Proyecto
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20. OBSERVACION SOBRE POSIBLES EVALUADORES

(Identificar a el o los especialistas que estime inconveniente que evaluen la
propuesta. Justificar)

Titular

Nombre Institucion Cargo Observaciones
Patricio Arce PUC Profesor sin observacién
Titular
Hernan Acevedo UCH Profesor sin observacion




