GOBIERN O DE CHILE GOBIERN O DE CHILE

MINISTERIO DE Aumruuuu MINISTERIO DE AGRICLILTLIRA
: INIA LA - PLATINA

em """-l-l--!-.-
'*-hu.:..,... -l:-a'-v-a-*-"._r -

o -~ *"-.H-\-r-r_,
: "k -'|-'- i ’I. |. -.J.‘-!:;.-“‘q".-._-ﬁ- v - 1, l"h o = e ar -_ ¢ . | -‘.]- 'h-' r !
PRRE, e R AT Yo o ry "--: iy Tl e e 'EMwﬁﬂh—w-Lr' i Rk
= - - - , Mg " -"-"ﬂ.l:.—n o x .._'_ F oty
1 £ ; m.“"”*‘l-l‘-";‘,ﬂ..-‘ "ﬁ'ﬂrﬂ
b | = e, : f ot L8 : J’;.b-f“ldq-.:u

-'-‘.'

ollo,

': -!r“... :_I

§, ."-'

de un slsterﬁa de

F e O oy f—.?"'.‘

3 - 1 r o i b Sl # ..:_ .'*-rt: -.r..

Y % 2 [ =5 - - "__-IiI ot "-'. n -

AN rave i e

" P L S R
E’r“ : (B ‘1 -_ {... ' L A

PN . 20 ; i : iy (1 o AT
' .:-:g 1 s J# ) i3 IR _‘ I i o

o J.l 4 " Fe F ; -Jq' ! F | T F 5 ‘II 4 -._ "-'.r

*‘ INE OR.!VIE LECNICO FINAL <. ", "
Y5 . PROYECTOBIOE 9,(_-;&*014\
‘__"E.',-J_I" ..:r.-;T:I 2 i ,;Mayqzooe gl '.,’{' ‘*;Ef“ .

1" | L - i . ‘l - 1 -‘h::f' 3'_.
; . y L. "y :

1 Y - ’ L3 r‘._ i ¥ A 'T = 4y \i":
o W b i b 2 e 3 - Lo L | ¥ ¢ 1,. i , -
A . T AN i 1§ ll { L ! _ﬁt o i ; ‘:: *é!ﬂ..
o b ] F R R ! % [ ._i " ..‘._-
ey 4 ; - ‘,;." ¥ e ) y 4y ’; "-.'h . : ‘]I i .‘.;
o b el 80 N A : I8 "I’!i.:u..F AR TRV N
- - iy - - ! ik L % LR X £ ! # o “ r o L 2
= = k- B | L e A ' * & AR ; ) - % ":-H"-. # I_}L . :L 5



TABLA DE CONTENIDOS

L. ANTECEDENTES GENERALES ........cc.oooiiiiiii ettt sttt ettt st st s e s nae et eee 3
IL. RESUMEN EJECUTIVO ..ottt ettt ettt sttt e s st s esaeeneeane e 4
1. Caracteristicas de 1a Propuesta................c.ooooiiiiiiiiiiiieiieeeiiecteeet ettt sre et e e e e sibeessbeesnaeessseesnseennnas 5
1.1. Resumen original de 1a Propuesta. ..............cccooiiiiiiiiiiiiiiie et 5
1.2. Plan operativo y sus mOdifiCaCiONes. ..............cccoeviiiiiiiiiiiieciie et 5
20 RESUIEAAOS. ...ttt et ettt sttt e s 6
2.1. ReSultados ODtenidos. .............oooiiiiiiiiiiiiie ettt st sttt 6
3. Aspectos MELOAOLOZICOS. ..........cc.eeiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt ettt et e et e et e s bt e e bt e sabeeeabeesabeesabeesabeesaseenn 7
31 MLEtOAOIOGIA. ..ottt h ettt a e e bt h e b e bt ettt e see e saeenhe et e et ens 7
3.1.1. SiSteMA A€ BFASSICA SPP. vveervreeerrerirreeiueeesteeeiseessseeesseessseessseessseessseessseesssessseessseesssesssseessseesssessssesssses 7
3.1.2. SIStEMA A€ ZOA MAYS....veeeveeeeiieeieeeieeetee et e et e et este e sttt e steessbeesbeessseesnsaeasseessseaasseesnseessseesnseennseens 17
3.1.3. SiSteMa SOIANACEAEC SPP. evveevvieeieeeiieeieeeit e et e et e et e et esteeebeesseeasseesseeasseessseessseesnseessseesnseennseens 21
3.1.4. Trazabilidad de SEMIIIAs. ......c.cueiiiiiiiiii et ettt et 23
3.1.5. Programa APLAC TO34. ...ttt ettt ettt e st eeteesteesbeesstaeenbeessseaesseesnseesnseesnseennseens 27
3.2. Problematica encontrada y adaptacion de metodologias. ................ccooceeviiiiniiiiniieiniiieniieeeeeee 33
3.3. Actividades y tareas ejecutadas para la consecucion de los objetivos................cccccoooeniininnnne 33
4. Resultados del proyecto Por 0bjJetivos. ...........cocoiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 34
4.1. Desarrollar un sistema de trazabilidad de material tipo GMO ingresado al pais......................... 34
4.2. Desarrollar un sistema de evaluacion del impacto de plantas transgénicas importadas y
desarrolladas en el pais sobre especies silvestres relacionadas de interés nacional. ........................... 36
4.2.1. SiSteMA A€ BIASSICA SPP. cvveeeereerirrerreeitreeneeeseeeseesssseesstesssseasseesssseesseesssseessessssesessessssessssessssessssees 36
4.2.2. SISTEMA A€ ZOA MIAYS. ....veeeuveeereeeieeeieeeiieesteestteesteesteeesate e taeesseessaeeseessaeesseessseeesseesnseesnseesnseesseenn 40
4.2.3. SiStemMa A€ SOIAMUN SPP. c.vveeeereeierieeeeeeieeeteesteeste et estte e tteesteestaeesseeesaeeseesnseeesseesnseessseesnseesnseenn 47

5. Perspectivas del rubro luego del proyecto
6. Problemas enfrentados durante la ejecucion del proyecto (legales, técnicos, admlnlstratlvos, de

gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos. ..............c..coooeiiiiiniiiniiiniiinieee, 52
7. Calendario de ejecucion (programado, real) y cuadro resumen de costos (programados, efectivos) del
PIOYECEO. ...c.neeiiiiiiiiie ittt ettt st e et e st e e s ab e e s b eeeabtesabeeeabeesa b e e eastesabeeeabeesabeeeabeesabe e e bt e eabeeebteebaeeneeenne 52
8. Difusion de los resultados obtenidos. ................coooiiiiiiiiiiiiiiie e 55
9. IMPACLOS el PrOYECLO. .....co..eiiiiiiiiiiiii ettt ettt e s bttt s b e et e e st e e et e sabeenaees 55
9.1. Impactos y 1ogros: cuadros SiNtELICOS...............ooovuiiiiiiiiiiiiiiecieeeeeeee e 56
9.1.1. Impactos Productivos, Econdmicos ¥y COMEICIAIES .........cccueervieriiieriieiiieeiieeieeeiee e eveesvee e 56
0.1.2. TMPACTOS SOCIALES ....eevvieeiiieiiieeieeeiee et eete e st e et esteesebeesbeeesbeessseeesseesnseeasseesnseessseesnseessseesnseennseens 57
9.1.3. IMPACLOS TECNOIOZICOS ....vveeerieeiiieeiiieeieeeiteetee st e sttt eeibeesteessbeesseeesseesssaeassaesnseessseesnseessseesnseennseens 58
0.1.4. TMPACLOS CIENEITICOS ...vvieuvieiiieeieeeiieeteeeie e et e et e st e ettt esbeeesbeesbeessbeessbeeesseesnseeesseesnseessseesnseennseens 60
9.1.5. IMPACLOS €N FOIMACION. ... .eeiuiiiiiieeiiieeiieciie et et e et et e st e ebeesbeessbeesbaessseessseeesseesnseesnseesnseennseens 62

10. Discusion final, conclusiones y recomendaciones..................coccueeriiiiiiinieiiiienieeie et 63
11. Bibliografia Consultada. ..................cccoieiiiiiiiiiiiciece ettt sre et e e et e e seeetaeesreensaeensneenns 67
120 AIEXOS. ...ttt ettt ettt et et h et et et e s ae e s a ettt eet e et eue e bt et et ennesanenaee 70

Informe Técnico Final. Proyecto FIA BIOT 01-A-014 2



I. ANTECEDENTES GENERALES

Nombre del Proyecto:
Desarrollo de un sistema de trazabilidad molecular y de evaluacion del impacto sobre la
biodiversidad local de plantas genéticamente modificadas a través de transgenia.

Codigo:
BIOT 01-A-014

Regiones:
Metropolitana a la IX

Fecha de aprobacion o adjudicacion:
Diciembre de 2001

Forma de Ingreso al FIA:
Concurso - Biotecnologia

Agente Ejecutor y Asociados:
Ejecutor: Instituto de Investigaciones Agropecuarias

Asociado: Servicio Agricola y Ganadero.

Coordinador del Proyecto:
Humberto Prieto Encalada

Costo Total:
$179,925,424
Aporte del FIA (en pesos; porcentaje del costo total)

$ 106,416,297

Periodo de Ejecucion:
Diciembre 2001- Diciembre 2005
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II. RESUMEN EJECUTIVO

i. Contexto.

El proyecto se planificod y desarrollo en un concierto global nacional e internacional de gran
debate sobre el efecto de la agricultura transgénica en el medioambiente y la salud humana.
En esa linea, la idea basica fue desarrollar estudios concretos que permitieran comprender,
estudiar y sentar las capacidades, para dimensionar de una manera técnica, el recurrente
concepto “flujo génico desde cultivos genéticamente modificados (GM) hacia las otras
plantas”.

ii. Objetivos.

Los objetivos iniciales fueron: a) evaluacion del flujo génico en campo, b) evaluacion del
flujo génico en el mercado de semillas (trazabilidad) y ¢) informar a la opinion ptblica. Los
objetivos finales alcanzados correspondieron a: a) evaluacion del flujo génico en campo, b)
desarrollo de metodologias particulares para la trazabilidad de semillas, ¢) desarrollo de un
sistema base para el modelamiento matematico de impacto ambiental y c¢) nuevos sistemas
moleculares aplicables a la deteccion de hibridos de campo.

iii. Impacto efectivo y logros.

La informacion corrientemente emanada desde este proyecto permitié a los organismos
reguladores relacionados con el tema, SAG y CALT, reforzar de manera pro-activa, las
medidas técnicas utilizadas y exigidas en el sistema de aprobacion de eventos GM para
multiplicacion (en el caso del material de semilla importada) o evaluacion (en el caso de
especies GM desarrolladas en Chile (vides y frutales de carozo)). De esta forma, los logros
del presente proyecto se pueden resumir en: a) generacion de un nicleo con experiencia en
flujo génico de plantas, b) un grupo de trabajo con gran experiencia en trazabilidad de
semillas, ¢) base de datos y sistema de modelamiento basico y d) informacidn técnica para
publicacion y patentamiento.
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1. Caracteristicas de la Propuesta.

1.1. Resumen original de la propuesta.

La incorporacion de los cultivos genéticamente modificados por transgenia ha obligado a la
reformulacion de los sistemas de evaluacion 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, ratificacion y finalmente el cumplimiento, de los
acuerdos internacionales estipulados por la Organizacion 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 produccion,
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 deteccion de estos organismos con el fin de manipularlos con preservacion de su
identidad (segregacion) y verificando su condicion 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 generacion 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 reguladores 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).

1.2. Plan operativo y sus modificaciones.

Operativamente, el proyecto se dividid en tres componentes: a) trazabilidad molecular, b)
evaluacion del flujo génico en campo y ¢) extension de los resultados derivados del estudio.
En forma esencial, el objetivo a) se planifico como transferible hacia el final del proyecto
hacia el SAG; mientras b) se desarroll6 con miras llenar un espacio técnico sobre la
cuantificacion del efecto de la siembra de semilleros GM en la agricultura local. El objetivo
¢) se pensé como una forma eficiente de vincular al sector interesado (semilleros) y a la
percepcidn publica en general, con datos de la realidad de los cultivos GM en campo.

La planificacion original fue modificada de forma de desarrollar solamente los dos primeros
objetivos. Para esto, se potencio el equipamiento del proyecto, considerando eventuales
necesidades de un flujo mediano de muestras procesadas tanto en la linea de trazabilidad
molecular, asi como para flujo génico. El componente de divulgacion de los resultados fue
postergado hasta un mejor contexto nacional, considerando el impacto que la entrega de
¢éstos podria tener sobre la percepcion publica.

El desarrollo de estos objetivos utilizd como técnica base la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Para implementar el sistema de trazabilidad de semillas en laboratorio
(Objetivo Especifico 1), se recopil6 toda la informacion del estado del arte disponible para
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la deteccion de eventos GM especificos (articulos cientificos y patentes de invencion). En el
caso de la implementacion del Objetivo Especifico 2, es decir, sistemas de deteccion de
individuos hibridos de campo, la estrategia contempl6 el uso de marcadores moleculares y
marcadores especificos de transgenia, como se hizo para la trazabilidad molecular.

De este modo, los impactos esperados para este esquema de trabajo, se relacionaron
esencialmente con la generacion de un grupo capaz de realizar la trazabilidad molecular de
semillas, ubicado fisicamente en SAG-Lo Aguirre; y un grupo de evaluacion de flujo génico
por polen, en INIA-La Platina.

2. Resultados.

2.1. Resultados obtenidos.

Los resultados esperados correspondian esencialmente al establecimiento de niumeros que
indicaran tasas de polinizacion cruzada para las especies en evaluacion (canola, maiz y
papa). Del mismo modo, s esperaba establecer protocolos que permitieran determinar semi-
cuantitativamente mezclas adventicias (contaminacion por GM) en sacos o embarques de
semillas.

Los resultados reales obtenidos se pueden agrupar en 4 categorias:

a) Resultados de flujo génico en campos de canola y maiz GM.

b) Desarrollo de protocolos para trazabilidad molecular validados por APLAC
(incluyendo informacién técnica de eventos especificos y linea de protocolos para
deteccion de éstos)

¢) Desarrollo de metodologia y conocimiento nuevo protegido por patentamiento (en el
area de la biologia molecular).

d) Desarrollo de una base de datos integrativa (biodiversidad local y modelamiento de
flujo génico).

Los resultados finales obtenidos difieren de aquellos originalmente planificados. A pesar de
no haber sido capaces de generar del todo un grupo concreto para la trazabilidad molecular
de semillas en SAG-Lo Aguirre, si se generd un grupo operativo con capacidad técnica que
podré instalarse una vez se finalice la implementacion del Laboratorio de Biotecnologia de
este centro. En los otros ambitos, los resultados se cumplieron plenamente y se superd con
creces la planificacion inicial.

Las principales causas que explican la no consolidaciéon de un grupo especifico para
trazabilidad en SAG corresponden, especificamente, a que en los inicios del proyecto no
existia un lugar fisico para llevar a cabo esta tarea. Hacia el periodo final de proyecto, éste
escenario ha cambiado profundamente, y la necesidad de otorgar a este tipo de trabajos
técnicos un lugar apropiado, a llevado a la construccion de un edificio especifico para
biotecnologia.

Con respecto a la divergencia de calidad y nimero de resultados inicialmente planteados,
las causas de esto corresponden basicamente a la escasa experiencia en el tema a inicios del
proyecto. En el transcurso del proyecto se gener6 un grupo multidisciplinario que fue capaz
de incorporar aspectos moleculares a trabajos de corte biologico, lo que permitid
notoriamente expandir la tabla de resultados final. Lo mismo puede inferirse de la bases de
datos generada, en donde la experiencia adquirida en la gira tecnoldgica FIA a GMCC'03-
Dinamarca, resulto clave en el escalamiento a este tipo de trabajos informaticos.

Informe Técnico Final. Proyecto FIA BIOT 01-A-014 6



3. Aspectos metodologicos.

3.1. Metodologia.

3.1.1. Sistema de Brassica spp.

3.1.1.1. Seleccion e identificacion de sitios de estudio:

La forma de cultivo cuarentenaria determinada para canola GM establece dos tipos de
predios: 1) campo de siembra de la misma temporada de visita (Tiempo 0) e ii) campo
cuarentenario entre uno y cuatro afios post-siembra del cultivo GM (Tiempo 1-4). Para la
seleccion de campos con siembra de canola GM, se requiri6 informacion confidencial al
CALT-SAG. A partir de ésta, se coordinaron visitas a las Regiones Metropolitana, VI, VIl y
IX, en donde se reconocieron zonas de biovigilancia para este cultivo GM (fotografias de
situaciones pueden encontrarse detalladas en Informes Técnicos de Avance).

3.1.1.2. Toma de muestra y recoleccion de individuos potenciales hibridos:
Considerando el grado de susceptibilidad de hibridacion para canola, se establecié un
sistema de muestreo segun el tipo de predio en afio de cosecha o en afio de cuarentena.

Para predios en afos de cosecha (campos en tiempo cero), se delimitaron paios de 20 m de
ancho por 200 m de largo, hacia fuera del cultivo, por cada contorno del campo GM.

Para predios en cuarentena (1° a 4° afio de cuarentena, campos en tiempo 1 a 4), se realizd
un completo analisis del sector en el cual estuvo la siembra GM, incluyendo la misma zona
de cultivo.

Las muestras colectadas fueron semillas en estado fenoldgico suficiente como para permitir
su viabilidad y plantas candidatas completas, segun clasificacion taxondmica in situ. Dicha
clasificacion se basod en lo descrito por Matthei (1995). Todas las semillas e individuos
colectados se transportaron en bolsas de papel o plastico, respectivamente, hacia Santiago.
Una vez en el laboratorio, las silicuas recolectadas se desgranaron y las semillas se
clasificaron taxonomicamente (Matthei, 1995) y almacenaron en bolsas de plastico hasta su
siembra. El protocolo utilizado para interrumpir la latencia de tales semillas y de 5 especies
de Brassica (B. juncea, B.napus, B. nigra, B. oleracea, B. rapa) utilizadas como estandares
genotipicos e inducir su germinacion es aquello presente en el libro del International Seed
Testing Association (ISTA), Seed Science and Tecnologies (1985).

Las semillas se dispusieron en una placa Petri o en una caja de plastico sobre un papel o
entre un papel (papel plisado), dependiendo de la especie. Se agregd KNO; y se
mantuvieron a 4°C por 5 dias. Tal tratamiento térmico, junto con KNOj; , fueron necesarias
para interrumpir la latencia.

Una vez pasado ese periodo, los recipientes contenientes del material por germinar se
transfirieron a una cdmara temperada a 25°C e iluminada. Una vez que las plantulas
presentan los cotiledones completamente extendidos se han traspasados a un “speedling”
con arena y tierra de hoja (1:3). Posteriormente, las plantas ya completamente formadas,
con tercera hoja verdadera, se transfirieron a bolsas y mantuvieron en invernadero hasta su
analisis molecular.
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3.1.1.3. Analisis de los individuos potenciales hibridos.
Los potenciales hibridos se sometieron a dos tipos de andlisis: a) citometria de flujo y b)
analisis por marcadores genéticos (nucleares y cloroplésticos) y transgén especifico.

3.1.1.3.1. Citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica de amplio uso en diagnéstico, especialmente en el
recuento de poblaciones celulares. En nuestro caso, este analisis permite clasificar
poblaciones celulares segiin su contenido de DNA. De este modo, las células
correspondientes a B. napus son tetraploides, y las de B. rapa diploides. De producirse
hibridacidon en campo, los hibridos generados seran triploides.

Esta estrategia, permitid analizar la totalidad de los individuos colectados por temporada,
tomandose muestras de hojas jovenes, dos por cada individuo.

Todas las hojas colectadas se transportaron en bolsas de plastico hacia el laboratorio. Una
vez en el laboratorio, una hoja se almacendé —20°C y la otra se colocod en una bolsas de
plastico con cierre hermético tipo “ziploc” junto con un pedacito de papel filtro
humidificado con agua bidestilada. Cada bolsa se clasificd y se formaron grupos (“bulks™)
de 10 bolsas cada uno. Las muestras se enviaron a flor Plant Cytometry Services
(Europalaan 74, 5481 JG Schijndel, Holanda). Cada vez que se enviaron muestras, se envio
también controles respectivos para cada estado celular.

3.1.1.3.1.1. Calibracion del sistema de citometria de flujo.

Como se menciond, se utilizé plantas control de B. rapa como patron diploide y B. napus
como estandar tetraploide. Para generar el patron triploide, correspondiente a los hibridos
que se deberian encontrar en condiciones de campo, se realizaron las hibridaciones
manuales entre los dos parentales arriba mencionados (ver abajo y resultados).

3.1.1.3.1.2. Realizacion de hibridacion manual en invernaderos con plantas de
Brassica sp.

Se procedid a cruzar manualmente plantas de Brassica rapa y de B. napus. La planta
elegida como hembra se privo de todas las flores abiertas y se eligieron algunos botones
completamente cerrados para ser polinizados (Figura 1). Tales botones se privaron de
sépalos, pétalos y estambres. El pistilo, la tinica estructura floral restante, se polinizé con el
polen recolectado de la planta macho.

La inflorescencia se marco con la fecha y los nombres cientificos de las plantas hembra y
macho, indicando como primera la hembra, ejemplo B. rapa Q@ x B. napus 3.

La planta se cubrié con una bolsa microperforada de plastico para impedir a polen foraneo
la posible polinizacion.
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3.1.1.3.2. Extraccion de DNA.
El protocolo que se ha utilizado para efectuar la extraccion de DNA desde las plantas y
semillas de Brassica es aquel descrito por Lodhi et al. (1994), brevemente:

-Se macer6 material fresco (hojas) en morteros con nitrégeno liquido y se agregd
solucion amortiguadora de extraccion CTAB (EDTA 20 mM, Tris HCI 100mM pH 8,0,
NaCl 1,4 M, CTAB (bromuro de hexadeciltrimetil amonio) 2% (P/V), b- mercaptoetanol
0,2% (V/V). Se homogeneizd esta solucion para a continuacion agregar PVP
(polivinilpolipirrolidina, 50 mg/0,5 g de tejido utilizado). Se incubd por 30 min a 65° C

-Luego, a los tubos incubados, se les adicion6 mezcla cloroformo:alcohol isoamilico

(24:1, 0,6 ml por cada 0,5 g de tejido utilizado) y se homogeneizd hasta formar una

emulsion. Se centrifug6 a 6.000 rpm por 15 min.

-Se tomo la fase acuosa y se adicionaron 0,5 volimenes de NaCl 0,5 M y 2 volumenes
de etanol 95% frio, a continuacion se agité en forma suave, para luego almacenarlo por
30 minutos a —20° C.

-Luego de la incubacion, se centrifugé a 6.000 rpm por 15 minutos a 4° C. El “pellet”
resultante se lavo con etanol al 70% y se dejo secar.

-El “pellet” se resuspendié en 200 ml de solucion TE y se les adicion6 2 ml de RNAasa
A (10 mg/ml), se incub6 a 37° C por 15 minutos. Las muestras finalmente se
almacenaron a 4° C hasta su uso.

En el caso de semillas de Brassica, un paso adicional de molienda con mortero y luego un
tratamiento con nitrogeno liquido se incluyeron antes de la extraccion previamente descrita.

3.1.1.3.3. Herramientas moleculares a través de marcadores en el genoma de los
potenciales hibridos.

3.1.1.3.3.1. Purificacion adicional de DNA:

Un paso adicional a la extraccion comin de DNA se instaurd para todos los sistemas de
extraccion. Brevemente:

Se agregd a cada muestra de DNA 0,3 ml de Nal 6 M. Luego de unas inversiones para
homogeneizar las soluciones se adiciond 10 pl de “glassmilk” (10 g de silica, Sigma S-
5631, en 100 ml de PBS). Los tubos se invirtieron varias veces, delicadamente, y se
mantuvieron en hielo por 10-15 minutos. Luego se centrifugaron por algunos segundos y se
agregd a cada tubo 0,5 ml de solucion de lavado (NEW wash: NaCl 50mM, TrisHCI 10
mM, pH 7,5, EDTA 2,5 mM, etanol 50% v/v) para resuspender el “pellet”, se centrifugd
nuevamente por pocos segundos y el sobrenadante se elimind. Esta operacion de lavado se
repitio por una segunda vez. El “pellet” se resuspendié finalmente en 50 6 100 pl de TE o
H,0 destilada y secado a 55°C por 5 minutos. Las muestras finalmente se almacenaron a —
20°C hasta su uso.
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3.1.1.3.3.1.1. Determinacion de la calidad del DNA y cuantificacion

La cantidad de DNA vy su calidad es un elemento vital para el éxito de la instauracion del
sistema de trazabilidad molecular y analisis de hibridos. La calidad del DNA es muy
importante determinarla, debido a que se requiere una calidad minima suficiente para no
inhibir la reaccion de PCR y generar falsos negativos.

Como primer acercamiento, se ha realizado una electroforesis del DNA en geles de agarosa
al 0,8%. La corrida se realizd en soluciones amortiguadoras TBE 1X (Sambrook et al.,
1989) a 100 V. EI DNA se visualizo tifiendo el gel con bromuro de etidio y exposicion con
luz UV.

3.1.1.3.3.2. Marcadores nucleares (ISSR).

Los partidores utilizados para discriminar individuos mediante ISSR se obtuvieron desde
The University of British Columbia (ver Tabla 1) y se utilizaron para amplificaciones por
PCR siguiendo el protocolo descrito por Charters ef al. (1996) con modificaciones menores.
Las mezclas de reaccion (20 pl) contenian una unidad de 20 ng de DNA gendémico de
Brassica, una unidad de Taq DNA polimerasa, 2,0 ul de amortiguador de reaccion 10X (a
una concentracion final de 1X), 0,8 ul de MgCl, (50 mM) a concentracion a final de 2,0
mM, 2,0 ul de mezcla de ANTPs (Boehringer Mannheim, 5 mM cada nucleoétido) a
concentracion final de 0,25 mM, y 0,6 pul de partidor (10 mM) a una concentracion final de
0,2 uM.

Las reacciones de PCR siguieron el patron: 30 ciclos de 1 min a 94°C, 2 min a 55°C, 30 seg
a 72°C con una extension final a 72 C.
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Tabla 1. Lista de partidores ISSR utilizados.

. P
Primer JSequence Sequence
|

T N R R
2 JAnG_ s fchRa_|
505 fAanC_ s fchiRe |
S0i [T [5ss fchiRe_|
505 TAC a6 fcaRT |
S0c_ KTANG_ 547 fcanRe |
507 JAGLT_ [5as fcAnRG |
S5 fAGuC_ 5 foha |
5o [AGLG_ 550 fone |
TN (TS S CoRe
S fone 2 foRa |
sz fGha s foRT |
TER (O S TR
s1s_fcnia s fACwA_|
55 fCcnG_ 57 fAONG |
Sic_fcaa s ToRT |
s fco 5 fTowe |
T (TSR T O
S5 fGna frol_faco. |
i20__fonc o faGn. |
TR (Y T T
2 [1oa e fccon |
i3 fto.c_ e fcto. |
i 106 o fcAn. |
5 faoa o forn. |
f26_faoc o f1oo. |
i Ao 2 foATar |
25 [0 53 fGAch. |
io_ftonc s foccn, |
0 fToG_ 5 fctAo). |

. . JACA), .
834 Jacvr 8718 JGGAT), |
835 ___Jacve g9 fcrrea), |
836 JaG)va s §(GGAGA), |
837 JaART 881 §(GGGTG), |
S T TS
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| S T e
foanT o vivien, |

VH(TCO) loor 6 fcayRrY
) o J J J
DBDACA) fissr 7 kraa),
| U J J J

Clave para las posiciones de bases mixtas: B=C, g, T; D=A, g, T; R=A, g, Y=C, T; H=
A,C,T;V=A,C,g.

3.1.1.3.3.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante.

Los productos de ISSR se separaron en un gel de PAA al 6% y 7,5 M de urea del tipo de
secuenciacion. La solucion de poliacrilamida-urea se prepard a partir de una solucion
acrilamida-bisacrilamida al 40%. El gel de poliacrilamida se prepar6 con una solucion que
contenia 70 mL de acrilamida-urea al 6%, 163 pL de persulfato de amonio 10% y 88 uL de
TEMED (Sambrook et al., 1989). A uno de los vidrios se aplicd RepelSilane para impedir
que el gel se pegue al vidrio. Al otro vidrio se le agregd una solucion compuesta por 1 mL
de etanol 95%, 3 uL de BindSilano y 5 uL de acido acético 10%. Una vez polimerizado, el
gel se precorrid durante 30 min o hasta alcanzar una temperatura de 50°C, en una camara de
electroforesis vertical con TBE 0,5X como tampon de corrida. Los productos de PCR se
diluyeron en un 50% con tampon de carga (95% de formamida, xilen cianol y azul de
bromofenol 1 mg/mL, y EDTA 10 mM), se calentaron durante 5 min a 95°C y se colocaron
en hielo inmediatamente, hasta que se cargaron en el gel. En el gel se cargo 9 ul de la
mezcla.

Las muestras se sometieron a electroforesis durante 2,5-3 horas (6 hasta 5 cm antes de la
salida del xilencianol del gel) a 70-80 W, a 50°C como temperatura 6ptima. Luego se
procedio a la tincion del gel con nitrato de plata.

3.1.1.3.3.2.2. Tinciéon de DNA con plata.

Los productos de PCR se fijaron al gel dejandolo inmerso en 2 L de acido acético al 10%
durante 30 min o hasta la desaparicion xilencianol. El acido acético se recuperd para su uso
posterior en la detencion del revelado. Luego el gel se lavo 3 veces con agua destilada
durante 5-10 min cada vez. Se transfirio el gel a una bandeja que contenia 2 litros de
solucion de nitrato de plata (1 g/L) con 3 mL de formaldehido al 37%. Al cabo de 30 min,
el gel se lavo brevemente con agua destilada e inmediatamente se sumergié en la soluciéon
de revelado, carbonato de sodio (30 g/L), formaldehido al 37% y 400 pl de tiosulfato de
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sodio (10 mg/ml), y se esperd la aparicion de las primeras bandas. La reaccion se detuvo
con acido acético y luego se lavo varias veces con agua destilada.

3.1.1.3.3.3. Marcadores genéticos y genes cloroplasticos.

Se utilizaron genes polimorficos, que en una forma ideal permitan reconocer, en forma
combinada con la citometria de flujo, el origen de los parientes en los hibridos detectados.
Para esto se esta utilizando secuencias de genes de cloroplasto, que poseen diferencias
puntuales entre las distintas Brassica en estudio. El requisito adicional de estas zonas
génicas, es que debian incluir un sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion que no
fuera comun a todas las especies de Brassica, de modo de diferenciarlas mediante una
digestion de los fragmentos amplificados por PCR.

3.1.1.3.3.3.1. Utilizacion de genes cloroplasticos ya descritos.

La primera aproximacion a esta nueva metodologia fue la Identificacion de la planta madre
en un hibrido mediante amplificacién de DNA de cloroplastos utilizando los primers Q y O,
de la University of Reading (ver manuscrito preparado).

3.1.1.3.3.3.1.1. Reacciones de amplificacion con primers ya descritos.

Las mezclas de reaccion (40 ul) contenian una unidad de 20 ng de DNA genomico de
Brassica, dos unidades de Taq DNA polimerasa, 4,0 ul de amortiguador de reaccion 10X (a
una concentracion final de 1X), 1,6 ul de MgCl, (50 mM) a concentracion a final de 2,0
mM, 4,0 pul de mezcla de dNTPs (Boehringer Mannheim, 5 mM cada nucleotido) a
concentracion final de 0,25 mM, y 1,2 pl de partidor (10 mM) a una concentracion final de
0,2 uM. Las reacciones de PCR siguieron el patron: un primer ciclo de 2 min a 94 °C
seguido desde 30 ciclos de 30 sec a 94°C, 30 sec a 60°C, 1 min a 72°C con una extension
final a 72 C por 5 minutos.

3.1.1.3.3.3.2. Diseiio de nuevos primers para genes genomicos polimorficos basados en
el corte por enzimas restriccion.

Utilizando la misma racional anterior, se disefiaron nuevos primers especificos para algunos
genes gendmicos utilizando la informacion presente en el sitio web “Brassica database” y
utilizando un programa computacional, generunner. Los requisitos que se utilizaron para el
disefio de estos nuevos primers fue exactamente el mismo empleado para los primers ya
descritos. En la totalidad se disefiaron 12 parejas (Tabla 2) de partidores que amplificaron
en las tres especies de interés de Brassica: Brassica napus, B. rapa y B. oleracea.

Informe Técnico Final. Proyecto FIA BIOT 01-A-014 14



Sl

oseuniyy

oseuniyy

9se31] Y0)-9ojelewnod-i
9se31] Y0)-ojeIewnod-i
aseua3oIpAyop

[oyoore [Aweuur)
aseua3oIpAyop

[oyoore [Aweuur)

9SBUNIYOOPUD JIPIOY
9SBUNIYOOPUD JIPIOY
9SBUNIYOOPUD JIPIOY
ISBYIUAS Y OD)-[A0BOIOY-€
ISBYIUAS Y OD)-[A0B0IOY-€
ISBYIUAS Y OD)-[A0B0IOY-€

LETS)

€ 83D 103VIOVILOVIOSLIIFBLL S Rigralie)

£ VISDDI1038VVIVOI3BLOLOVIVS § d-11YD
£ D88V IDDIVV.LLIDISLIVOVIZY S U-TV- 10V
€ LODVVIVIOVVVVIOLLOIDLLVOLS 4 1V-1D¥
£ DLVOLOODOVOVOIVOLVVOVVID S  d-Tedvd
€ 8DVVILOS313VVSDIVIVLLIVOV.S  ¥-1edVD

€ 3v83v3LOVOVIBLYVVISLIL3D .S A-EVIUD

£ SLVVVLLOVSVVIV.LV.LODV3SE) § Raytie]
€ V3V LLISVVOVSVLIVLIVSVOVVLL S d-1VUD
£ VV3IVVI3DVISLLSLLIDLOLSD S d-€VoD
£ 8VV33DVV.LLISDILOLLIIVY .S d-7voD

€ VOOSLOLVVISVVV.LIDIVILIOT § A-1V0D
ISIIAIY JOWILI  DIqUION

$10°V-10 LOIE V1 01094014 ‘[eUL] 091U09 I duLioju]

€ DOLV3LVVISLISYLLVVOIILVS S Bgrdlie)
€ VVDOLOLVIL3DVSLVILVILOVVVS § -1
€ 8DD108818VVOLLLLIIBYVVIOVL .S d-TV-1db
€ LISSLLLISSLVOVVSOVVVSLVL .S d-1V-1db
€ 1D3DL1DTFBLBBYVILOVVIOVVY S  J4-edv)

€ 8D18v83D188181v3V3ZVI3DD .S  J-18AVD

£ DLLDIV3SLV3IFBLOVOVVILIOLD S  d-EVIUD
€ LD LVSL38YLIDDDIL3OVIS8DL .S  A-TVIUD

€ L1DODI30OVIS8)LVOLVVVS33Y,S  J-1VIUD

£ VOOVLLI33DLV.LID3VVVVI3ID S d-€V0D
£ 3vvI8v33DV3v3vVy313D .6 A-TVOD

€ 8108V383DDV.LVOSIVVYSILLIZD S  J-1VOD

PIEMIO JOWLIJ dIqUION

*dds vo1ssp.1g ud saaePuUedI0 SOUIS vaed S0d1J13dsd saaopnaed ‘7 e[qe ]



3.1.1.3.3.3.2.1. Amplificacion por PCR utilizando los nuevos primers.

En lineas generales se utilizaron las condiciones para PCR descritas por Charters et al. (1996)
con modificaciones menores. Las mezclas de reaccion (40 pl) contenian una unidad de 20 ng de
DNA gendmico de Brassica, dos unidades de Taq DNA polimerasa, 4,0 ul de amortiguador de
reaccion 10X (a una concentracion final de 1X), 1,6 pl de MgCl, (50 mM) a concentracion a
final de 2,0 mM, 4,0 ul de mezcla de dNTPs (Boehringer Mannheim, 5 mM cada nucle6tido) a
concentracion final de 0,25 mM, y 1,2 pl de partidor (10 mM) a una concentracién final de 0,2
uM.

Las reacciones de PCR siguieron el perfil térmico: un primer ciclo de 7 min a 94 °C seguido
desde 35 ciclos de 1 min a 94°C, 2 min a 60°C, 1 min a 72°C con una extension final a 72 C
por 7 minutos.

3.1.1.3.3.3.2.2. Digestion de los productos de amplificacion mediante enzimas de
restriccion.

Se utilizaron distintas enzimas de restriccion para digerir los productos amplificados con los
nuevos partidores disefiados. La mezcla de reaccion (20 pl) contenia 0,1 ul de enzima (1 U), 2
ul de Buffer especifico por cada enzima, 12,9 pl de agua bidestilada y 5 pul de amplificado. La
digestion se efectud a 37° C por 2 horas.

3.1.1.3.3.4. Analisis de flujo del transgén en potenciales hibridos.

Se decidié implementar un nuevo marcador de flujo del transgén, basado en la informacion
confidencial del CALT acerca del transgén utilizado en cada evento GM cultivado, vale decir,
deteccion del transgén especifico. En todos los casos analizados de Brassica GM, el caracter
introducido corresponde a resistencia a fosfinotricina (glifosato), es decir, el gen bar.

Para esto, los procedimientos utilizados tanto de extraccion de DNA como de purificacion
adicional, se aplicaron también a la evaluacion de la transmision del gen para resistencia a
herbicida.

En lineas generales, los partidores utilizados para Brassica spp. fueron:

Partidor |[Evento [Secuencia (5°-3%) Acceso Genebank
CAN 2F |GT73 |CCGTAAGGAAGGTGATACTTGGA AS59871
CAN 2R |GT73 |CATGATTGGCTCGATAACAGTGGT |A59871

4 EPSPS|GT73 |CAACGCAAATCTCCCTTATCGG AS9871
F

4 EPSPS|GT73 |GACCTCCAAACATGAAGGACCT AS9871
R

BarFor [todos [TACCGGCAGGCTGAAGTCC
BarRe [todos |AACTTCCGTACCGAGCCG CA
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3.1.1.3.3.5. Uso del gen srk de autoincompatibilidad sexual como marcador de hibridos
del género Brassica spp.

Como desarrollo tecnoldgico nuevo, se utilizo el gen del receptor quinasa como un marcador de
hibridos inter-especificos. La descripcion, base tedrica de la aproximacion experimental,
metodologia y resultados se presentan como anexo en la aplicacion de patente chilena CL 3454-
2005.

3.1.2. Sistema de Zea mays.

3.1.2.1. Prospecciones.

En lineas generales, las prospecciones durante las temporadas de trabajo mostraron campos GM
con la configuracion de la Figura 2.

Maiiz
GM

D

Figura 2. Esquema general de campos de maiz GM en Chile. Se muestra la disposicion del
campo transgénico (en verde), y las hileras de seguridad de maiz no transgénico (en negro). Las
cuales, para su muestreo, se subdividieron como se muestra en las lineas rojas y a su vez
enumerando las lineas en forma longitudinal y las hileras en proximal (P), media (M) y distal

(D).

3.1.2.2. Recuperacion de individuos.

Los individuos se recolectaron en funcion de su ubicacion cardinal y distancia al nucleo GM.
Luego, estos se trajeron al laboratorio en donde para recuperacion mediante siembra en
bandejas “speedling”. Tras esto, se procedio al analisis molecular, mediante purificacion de
DNA gendémico, amplificacion de elementos reguladores del transgén (promotor y terminador)
y gen especifico, de ser posible.
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3.1.2.3. Implementacion del sistema molecular para analisis.

Para el buen desarrollo del sistema de deteccion del flujo hacia las barreras de contencién
fijadas por CAL, se procedi6 al disefio de una estrategia general que permitiera desarrollar
analisis por PCR de los transgenes utilizados. Estos sefialan en la siguiente Tabla 3.

Tabla 3. Primers utilizados para la deteccion de flujo génico en maiz.

Primer Fragmento | Secuencia
BAR I 417 5' gcc agt tee cgt get tga 3' for
5'cgg tct gcaccatcgtca3' rev
BARII 441 5'cca get gec agaaac cc 3' for
S'cggtctgcaccatcgtca3d' rev
EPSPS I 588 5'tcg cgt gee gat gge cte 3' for
5' cgt gcg acc get gec aga 3'  rev
EPSPSII | 695 5' cge gtg ctg aac ccg ttg 3'  for
5' cgt gcg acc get gec aga 3' rev
EPSPS IIT | 401 5' ggc cag gge aag ctt gtc 3' for
5' cgt gcg acc get gec aga 3' rev
GOX1 429 5'aat ccg caa ggg ctc gtg 3' for
5' cge gag ggc tgg aag aag 3' rev
GOX I 456 5' geg tge cga agt gge tec 3" for
5' cgc cac cgt tcg cga taa 3' rev
GOX III 444 5' ggc tee ttg ace cga tgg 3' for
5' cge cac cgt tcg cga taa 3' rev
CRYAI 530 5'tgg aca aca acc caa aca tca acg 3' for
5' cac gct gac gtc tcg cag cac gect3' rev
CRYATII | 869 5'aga gtt cgc cag caa cca ggc cat 3' for
5' get ggt tgt tga tge cga tgt tga 3' rev
CRYA Il | 567 5'aga gtt cgc cag caa cca ggc cat 3' for
5' ccg tge aag ttc tce age act ggg 3' rev

Se desarrollaron mezclas de reaccion de 25 pl totales que contenian 5 pl de DNA genémico de
maiz GM dilucion 1/50, 1 pl de Taq DNA polimerasa, 2,5 pul de amortiguador de reaccion 10X
(a una concentracion final de 1X), 0,5 pul de MgCl, (50 mM) a concentracion final de 1.0 mM,
1,0 pl de mezcla dANTPs (Boehringer Mannheim, 25 mM cada nucle6tido) a concentracion final
de 4 mM, y 0,5 ul de partidor (10 uM), a una concentracién final de 0,2 uM. Las reacciones se
evaluaron por separacion en geles de agarosa de 1,5 % y tincion con bromuro de etidio.
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3.1.2.4. Viabilidad de polen.
Para analizar la viabilidad del polen de los individuos hibridos, se obtuvieron plantas de maiz
GM bajo condiciones de invernadero como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Plantas obtenidas en invernadero de bioseguridad con el propdsito degenerar
inflorescencias masculinas.

Luego de dos meses de desarrollo bajo un foto periodo de 16 horas de luz (dia largo), las
plantas comenzaron su ciclo de floracion (Figura 4) y produccion normal de polen (Figura 5).

Figura 4. Planta de maiz en estado adulto en plena floracion con inflorescencia masculina
en la parte apical y la inflorescencia femenina en la parte media de la planta.
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Figura 5. Inflorescencia masculina en plena produccion de polen.

En la etapa de plena liberacion de polen, periodo que dura aproximadamente una semana, se
realizaron recolecciones a horarios fisioldgicamente apropiados correspondientes a anteras
abiertas (10,30 AM) (Figura 6).

Figura 6. Colecta de polen en porta objetos dotados con una cavidad receptora.

El polen asi colectado se sometid a dos condiciones dos condiciones diferentes:

25°C y 54% de HR (Condiciones de laboratorio).

21°C y 65% de HR. (Condiciones de invernadero).

La viabilidad de estas estructuras fue determinada por tincion simple con una solucion de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazolil-2)2,5-difenil bomuro de tetrazolium), durante media hora como minimo
para posteriormente ser evaluadas al microscopio optico. La diferencia entre granos viables y
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no viables se muestra en la Figura 7, en donde se aprecia una fuerte coloracién debido a la
impregnacion de MTT en granulo de polen viable. Por el contrario, granos de polen sin
viabilidad se no se tifien o lo hacen escasamente con este colorante.

Figura 7. Muestra de dos granos de polen teiiidos con MTT. El de la izquierda (color
purpura) es un grano viable y a la derecha se aprecia un grano sin tefiir lo que indica que es un
grano de polen inviable.

3.1.3. Sistema Solanaceae spp.

3.1.3.1. Material y estrategia (trabajo en marcha).

Para este sistema, se ha trabajado bajo la hipdtesis de que existirian distintos grados de
hibridacion entre la papa cultivada Solanum tuberosum y especies silvestres del mismo género.
De esta forma, los trabajos atin en realizacion, estdn destinados a determinar la posibilidad y
grado de polinizacion cruzada entre Solanum tuberosum y quince especies silvestres del género
Solanum presentes en Chile.

Se utiliza material vegetal de Solanum tuberosum proporcionado por el CRI La Pampa de INIA.
Los cultivares Yagana, Desirée, Cardinal, Karu se utilizan como receptores y dadores de polen.
Estos fueron seleccionados debido a su importancia en el pais y por su capacidad dadora de
polen.

Adicionalmente se utilizan Solandceas silvestres obtenidas del Banco Base de Semillas del
INIA, del Center of Genetic Resource, The Netherlands (CGN) y del Potato Germplasm
Introduction Station (NR6), EEUU.
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Las especies seleccionadas fueron las siguientes:

Endémicas: S. etuberosum (P1245924, P1558284, P1558297), S. fernandezianum (P1566753), S.
heterantherum (INIABB27), S. lycopersicoides (LPXX), S. palustre (P1558037, PI558282,
P1558283) y S. remyanum (INIABB67, INIABB74).

Nativas: S. ligustrinum (INIABB181), S. maglia (PI558316, CGN18064) y S. tuberosum ssp
tuberosum (P1245317, P1245815, P1245935)

Introducidas: S. albicans (P1365306), S. chacoense (P1320285), S. stoloniferum (P1558394,
P1558471) y S. verrucosum (P1275250).

Especies no identificadas: Solanum sp1 (KEW29) y Solanum sp2 (INIALP2)

3.1.3.2. Tratamientos.

Se realizan cruzamientos entre 15 especies silvestres utilizadas como hembras y un pool de
polen de los cvs de papas cultivadas y en forma reciproca se realizan los cruzamientos entre los
4 cvs (hembras) y las 15 especies silvestres. Se ocupan 5 plantas hembras por cada especie y
cultivar y un minimo de 5 flores por planta, obteniendo un total de 75 cruzamientos y 1875
polinizaciones.

Se utiliza una parcela de 81.2 m?, en donde se establecieron las plantas hembras separadas a 70
cm entre hileras y 25 c¢cm sobre la hilera. Con el proposito de tener floracion prolongada se
establecieron dos fechas de transplante. Las plantas machos se encuentran ubicadas en macetas
en un sombreadero.

Para realizar los cruzamientos se emasculan flores inmaduras y se utiliza polen colectado y
almacenado en frio o del dia de la polinizacion. Dichos cruzamientos son etiquetados y
cubiertos con unas bolsas. Se lleva un registro del nimero de polinizaciones por cruzamiento.
Luego, cuando se produce la abscision de frutos, estos son removidos y almacenados a
temperatura ambiente hasta que se extraigan las semillas.

3.1.3.3. Variables a evaluar.

Para cada cruzamiento se registra:

- Cuaja (%): Numero de frutos cuajados / nimero de polinizaciones
- Numero de semillas/fruto (s/f)

Otras evaluaciones de apoyo utilizadas corresponden a:

a) Viabilidad del polen (%): Cada 7 dias se hacen recuentos de viabilidad con una solucion de
4:6 de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (10g/ml) y sacarosa (diluida al
60%) que tifie los granos viables. Para lo cual se pone una gota de la solucion MTT: sacarosa en
un portaobjeto concavo, luego se pone el polen y se cubre con un cubreobjeto. Luego de media
hora, se observa en un microscopio con un ocular 10 X y objetivo 10 y 20 X. Se observan un
campo con tres repeticiones para establecer el porcentaje de granos viables (aquellos tefiidos).
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b) Compatibilidad polen-pistilo: Se polinizan especificamente 5 flores de especies silvestres
con polen de papa cultivada para evaluar la compatibilidad de los cruzamientos a través de la
observacion del crecimiento de los tubos polinicos en los pistilos. Luego de 72 h de la
polinizacion se remueven las flores. Los pistilos se fijan en una solucion 3:1, acido glacial
acético: etanol 95% para luego almacenarlos a 7°C hasta que se examine el crecimiento del tubo
polinico. Los pistilos son tefiidos de acuerdo a Martin (1958), para ello los pistilos polinizados
se retiran de la solucion de fijacion y son enjuagados en agua destilada y tratados por 8 a 24 h
con 8N NaOH para ablandar el tejido, luego se vuelven a enjuagar en agua destilada por 1 h.
Los pistilos se colocan en un portaobjeto y se tifien con azul de anilina (0,05% anilina azul,
0.IN K,PO,) para proceder a observar en un microscopio de fluorescencia UV el crecimiento
del tubo polinico. Esto es medido arbitrariamente a 6 regiones del estilo desde el estigma (0) a
la base del estilo (6).

¢) Medicion de polen 2n: Es determinado poniendo una pequefia cantidad de polen en un
portaobjeto en presencia de acetocarmin—glicerol. El tamafo de polen se analiza con un
microscopio 40X y los granos de polen que tengan un largo menor a 1.2X se consideran como
polen 2n. Se cunetan por lo menos 4 campos con 100 granos de polen y se obtiene el promedio
de polen 2n. Si existe menos del 5% de polen 2n se considera deberse a la variacion natural en
el tamafio del polen.

3.1.4. Trazabilidad de semillas.

3.1.4.1. Sistema de trazabilidad para maiz GM como modelo.

3.1.4.1.1. Muestreo de semillas de maiz GM.

Las muestras correspondieron a material cedido por el Laboratorio de Semillas de SAG- Lo
Aguirre, Centro Certificado por ISTA (International Seed Trade Association (Bould, 1986). Se
tomaron muestras de semillas certificadas transgénicas y semillas certificadas no transgénicas.
Se hicieron 16 lotes de 25 semillas para cada caso. Se realizd ademés una mezcla entre ambas
semillas para contar con 1% de trasgenia y se procedi6 a dividir esta muestra también en 16
lotes de 25 semillas. Para realizar el conteo de las semillas en forma automatizada y semejando
las condiciones que se utilizaran al trabajar con grandes volimenes de semillas, se utilizé un
contador de semillas (Seedburo™ 801 count-A-Pak®) para conformar los lotes.

3.1.4.1.2. Extraccion de DNA desde material vegetal.

Los lotes se molieron en molinillos (Cemotec 1090 sample mill, Tecator, EE.UU.) con la
opcion de molienda mas fina (harina). Se comenz6 la molienda con los lotes de maiz
certificadamente no transgénico, limpiando interiormente el molinillo entre lote. Se siguié con
los 16 lotes de 1% de transgenia y finalmente se molieron los lotes certificadamente
transgénicos tomando la misma precaucion de limpiar entre lote. Adicionalmente, se efectuo la
molienda de semillas de trigo entre lotes como medida de precaucion y limpieza del molinillo.
Las muestras de harina fueron colocadas en bolsas plasticas y se les agregd 15 ml de tampon de
extraccion (Zhang et al.. 1998) con 3% de CTAB. Se homogenizo6 la harina con el tampon y se
extrajo 800 ul de extracto por muestra, lo que se llevd a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Los
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tubos se colocaron incubaron a 65°C por 20 minutos, posteriormente se les agregé 800 ul de
cloroformo y se centrifugaron a 14.000 r.p.m. por 10 minutos a 20°C.

Se traspasoé la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf'y se agregd isopropanol para incubar a —
20°C por 2 horas. Las muestras se centrifugaron a 14.000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C y se
descarto el sobrenadante. El “pellet” se lavo con 1 ml de etanol al 70% y se centrifugd a 14.000
r.p.m. por 5 minutos a 4°C . Se descart6 el sobrenadante y el “pellet” se dejo secar al aire. Una
vez que el “pellet” estuvo seco, se resuspendio en 50 pl de agua destilada estéril, se le agreg6 1
ul de RNAasa 10mg/ml y se incubd por 15 minutos a 37°C. El DNA se almaceno,
posteriormente, a 4°C hasta su amplificacién por PCR.

3.1.4.1.3. Cuantificacion de DNA.

Las muestras purificadas de todo el material gen{omico utilizado en este trabajo ha sido
cuntificado por fluorimetria. Para ello se utilizd el equipo DyNA Quant 200 (Amersham
Biosciences AB, Uppsala, Suecia) y los protocolos proporcionados por el distribuidor.

3.1.4.2. Analisis de porcentajes de mezclas de semillas de maiz GM.
3.1.4.2.1. Marcadores moleculares utilizados.

Para la deteccion de semillas GM, se utilizaron como marcadores los siguientes
elementos: a) el promotor 35S (derivado del RNA 35S del virus del mosaico de la coliflor), y b)
el terminador nos (presente en el gen de la nopalina sintetasa de Agrobacterium tumefaciens)

3.1.4.2.2. Amplificacion por PCR.

El DNA obtenido se visualizd en un gel de agarosa al 0,8% y se decidi6 diluir los DNA
extraidos en la proporcion 1:10. Posteriormente, se realizo la amplificacion por PCR de los
DNA extraidos y diluidos para lo cual se utilizo6 el siguiente MIX por tubo: 16 ul de agua, 2,5
ul de Buffer 10X, 2,0 ul de dNTPs 2mM, 2,0 ul de MgCl, 50mM, 1,0 ul de Tag DNA
polimerasa, 2 pl de DNA diluido 1:10 y 0,5 pl de cada uno de los partidores utilizados para
cada objetivo que se detalla a continuacion:

a) Para verificar si el DNA de maiz era capaz de inhibir la reaccion de PCR, se
amplifico una secuencia conservada del maiz, un microsatélites (SSR) cuyos partidores

fueron los siguientes:

Maiz forw: 5’-CTTTCGTCATACACACACATTCA 3’
Maizrev: 5°- ATGGAGCATGAGCTTGAATATTT 3’

El perfil térmico utilizado en este caso fue 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 57°C y 45 segundos a 72°C y 72°C por 5 minutos.
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b) Para la reaccion especifica de PCR se utilizaron los partidores para la deteccion del
promotor 35S (derivado del RNA 35S del virus del mosaico de la coliflor) que
generaron un amplificado de 195 pares de bases. Los partidores utilizados fueron los
siguientes:

35S forw: 5> GCTCCTACAAATGCCATCA 3’
358rev: 5" GATAGTGGGATTGTGCGTCA 3’

El perfil térmico utilizado fue de 94°C por 1 minuto, 10 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto de 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 realiza una extension por 5 minutos a 72°C.

Estos partidores generan un producto de PCR de 195 pbs.

C) Para la reaccion especifica también se utilizaron los partidores para el terminador
NOS. En este caso los partidores utilizados fueron los siguientes:

NOS forw: 5> GAATCCTGTTGCCGGTCTTG 3’
NOSrev: 5 TTATCCTAGTTTGCGCGCTA 3’

El perfil térmico utilizado en este caso fue 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 55°C y 45 segundos a 72°C y 72°C por 5 minutos.
Estos partidores generan un producto de PCR de 181 pbs.

El disefio de estos partidores se realizé mediante VectorNTi-software, version 7.0 (Informas,
Inc., North Bethesda, MD, EE.UU.)

3.1.4.2.3. Evaluacion de fragmentos amplificados.

Los productos de amplificacion de las reacciones de PCR se evaluaron por medio de la
separacion electroforética en geles de agarosa 2% y tincion con bromuro de etidio segun
Sambrook et al. (1989).

3.1.4.2.4. Analisis estadistico.

El sistema cuantitativo establecido para maiz estd basado en que la probabilidad de que un
grupo de muestras tenga resultado negativo (ausencia de producto de PCR) es una funcion del
nimero de granos del grupo de muestras y de la frecuencia del evento negativo, en nuestro
caso, de la frecuencia de granos no GM (Tozzini et al., 2000). Segin esto, se disend la
generacion de 25 lotes de 16 semillas a partir de muestras generadas a base de porcentaje
peso/peso, vale decir, muestras problema constituidas por X g de maiz GM dentro de un grupo
de Y g de maiz no GM para dar una muestra de X+Y g totales.
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Soélo una semilla GM en el lote serd suficiente para generar un resultado positivo en PCR, por
lo que un resultado negativo sera obtenido solo cuando todos los granos del lote son no GM,
por lo tanto se tiene:

P(-)= (Frec. Libre de GM)" y P(+)=1—P(-)

Donde

P(-) es la probabilidad de un resultado negativo, PCR negativo en el lote
P(+) es la probabilidad de un resultado positivo, PCR positivo en el lote
Frec. Libre de GM es la frecuencia relativa (probabilidad) de granos no GM
N es el namero de granos del lote

Asi, la P(-) aplicada un un numero de lotes dara el nimero esperado de lotes negativos del total
de lotes analizado,

X=P(-)N
Donde
X es el numero esperado de lotes no GM

N es el nimero total de lotes analizado.

Los resultados esperados para 16 lotes de 25 semillas se indican en la tabla siguiente:

Numero de lotes PCR | Porcentaje Peso/Peso de
positivo material GM en muestra
1 0,26
0,53
3 0,83
4 1,14
5 1,49
6 1,86
7 2,28
8 2,73
9 3,25
10 3,85
11 4,55
12 5,39
13 0,48
14 7,98
15 10,50
16 No determinado
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Se trabajo con un intervalo de confianza del 5%, con un limite de deteccion de 0,25% de maiz
GM.

3.1.5. Programa APLAC T034.

El programa de eficiencia de prueba de organismos genéticamente modificados (T034
GMO) de la Agencia de Cooperacion de Acreditacion de Laboratorios de Asia-Pacifico
(APLAC), corresponde a un programa de pruebas Inter-laboratorios, que tuvo como objetivo
cubrir el uso de pruebas cualitativas y cuantitativas para soya genéticamente modificada, con el
propoésito de establecer comparacion de resultados Inter.-laboratorio de la eficiencia de las
pruebas realizadas, y evaluar el desempefo individual de cada uno de los laboratorios para los
test especificos.

Para éste propdsito se congregaron a participantes pertenecientes a APLAC, a la
Agencia de Cooperacion para la Acreditacion Europea (EA), de la Agencia de Cooperacion
para la Acreditacion Interamericana (IAAC) y miembros de otros cuerpos de acreditacion de
laboratorios para nominar laboratorios para éste programa de acreditacion. Un total de 55
laboratorios fueron nominados, incluyendo un laboratorio no nominado por ningun cuerpo de
acreditacion, 49 de los cuales participaron en el programa de evaluacion de pruebas cualitativas,
y 45 laboratorios fueron seleccionados para efectuar las pruebas cuantitativas. A cada uno de
los laboratorios se les asignd un codigo, y todas las referencias a éstos estan asociadas a dichos
codigos.

3.1.5.1. Programa de pruebas cualitativas.

El programa de pruebas cualitativas evalu6 la habilidad de los laboratorios participantes
para testear una linea especifica de soya transgénica resistente al herbicida Roundup Ready ®
(linea GTS 40 3-2) perteneciente a la compafiia Monsanto s.a. con el objetivo de calificar la
habilidad de los laboratorios participantes de manejar muestras de alimentos que impliquen el
uso de Soya resistente a herbicida Roundup Ready ®. Los métodos comunes a evaluar fueron
Gel-PCR, PCR en tiempo real (real time PCR) (7), PCR anidado (nested PCR), PCR de umbral
(threshold PCR), PCR multiplex, Inmunoensayo con anticuerpos y ELISA, el limite de
deteccion de los métodos empleados varian entre el 0,01% al 0,5%.

3.1.5.2. Programa de pruebas cuantitativas.

El disefio de la cantidad de soya transgénica por muestra fue establecido
diferencialmente, y fue disefiado con respecto a la informacion de precision obtenida desde un
método relevante de comparacion para la confirmacion Inter.-laboratorios (Shindo y cols).

3.1.5.3. Muestras y rotulacion.

El laboratorio de Biotecnologia, del Centro Regional de Investigacion (CRI) del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA-LaPlatina), fue designado por el Instituto
Nacional de Normalizacion (INN) para participar en el programa APLAC T034 GMO para la
acreditacion de evaluacion de organismos genéticamente modificados que incluyan el uso de

27



Soya resistente a herbicida Roundup Ready ®, se asigno el codigo T034-038 para el
laboratorio, y todas las referencias a ¢él se refirieron a dicho codigo. En la fecha 12 de
septiembre de 2003 se recibié mediante correo directo (TNT Express) un nimero de 2 muestras
envasadas en tubos de vidrio, correspondientes a una muestra para analisis cualitativo (A077) y
una para analisis cualitativo (A211), en conjunto con la formas correspondientes para el recibo
de muestras y el registro de los resultados obtenidos.

3.1.5.4. Envio de resultados y evaluacion.
Los resultados obtenidos fueron enviados a la institucion organizadora mediante fax las
formas recibidas, describiendo brevemente los métodos utilizados.

3.1.5.5. Materiales y Métodos

3.1.5.5.1. Materiales

- Semillas de soya catalogadas GM resistentes a Roundup Ready ®y no GM.

- Solucidon amortiguadora de extraccion (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 10mM, NaCl 100
mM, SDS 1% p/v) maés 0,5 uL. de 2-mercaptoetanol.

- Solucién amortiguadora de PCR 10X (KCI 5 mM; Tris-HCI 10 mM pH 8§,3).

- Solucion TBE 10X (Tris-HCI1 0,88 M pH 8,3; acido borico 0,88 M; EDTA 10 mM pH 8,0).

- Solucion amortiguadora de carga para geles de agarosa 6X (Azul de bromofenol 0,25 %;
xilencianol 0,25 %; glicerol 30% en H,O destilada).

- Acetato de potasio SM pH 7,4 (Winkler Ltda. Santiago, Chile).

- Agarosa (Winkler Ltda. Santiago, Chile).

- Bromuro de etidio 0,25 mg/mL (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, E.E.U.U.) .

- DNA polimerasa Taq (Stock de laboratorio, INIA La Platina).

- ANTPS: dATP; dTTP; dGTP; dCTP 100mM (Boeheringer Manheim, Alemania).

- Etanol (Merck, Alemania).

- Isopropanol (Merck, Alemania).

- MgCl, 50 mM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, E.E.U.U.).

- Nitrogeno liquido ( Indura, Santiago, Chile).

- RNAsa A (Stock de laboratorio, INIA La Platina).

3.1.5.5.2. Métodos
3.1.5.5.2.1. Preparacion y condiciones de muestras.

Las muestras fueron preparadas, distribuidas y almacenadas, de acuerdo a las
cardcteristicas propias del lugar de destino, indicadas por la entidad organizadora. Cada muestra
llegd congelada y secada, cuyo peso aproximado era de 1 g cada una, las cuales se enviaron
mediante correo a temperatura ambiente, las cuales debieron ser almacenadas entre 2 y 6°C
inmediatamente después de la llegada, y los tests debieron ser desarrollados inmediatamente en
el momento de abrir los tubos, debido a que factores como la contaminacion y el cambio de
temperatura pueden afectar las propiedades de las muestras (8).
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3.1.5.5.2.2. Diseiio de partidores especificos para eventos de soya transgénica.

Ya conocido de antemano el evento a analizar, se buscaron en bases de datos publicas
como www.ncbi.nlm.nih.gov las secuencias propias de la linea GTS 40 3-2 resistente a
Roundup Ready ®, las que fueron analizadas a mediante el programa computacional Primer-
Master 1.0 (Vitali Proutski, Sn. Petersburgo, Rusia).

3.1.5.5.2.3. Extraccion de DNA genomico.

Con el objetivo de tener muestras blanco objetivas, se procedid a extraer DNA
genoémico de semillas de soya catalogadas como no genéticamente modificadas (no GM) y maiz
no GM con el Servicio Agricola Ganadero, utilizando el método descrito por Dellaporta y
cols.para extraccion de DNA gendmico de granos de soya y maiz con ligeras modificaciones (1,
2), el cual consisti6 en:

- Se molieron muestras de semilla 70 mg en una maquina de moler granos de café,

utilizando tres lavados entre muestra y muestra con soya no GM.

- Se depositaron posteriormente en tubos eppendorf de 1,7 mL.

- Se agreg6 700 mL de extraccion (Tris-HCl1 50 mM pH 8.0, EDTA 10mM, NaCl 100

mM, SDS 1% p/v) mas 0,5 uL. de 2-mercaptoetanol.

- Se incub6 durante 10 minutos en bafio de agua a 65°C.

- Se dejo enfriar durante 3 minutos a temperatura ambiente.

- Se agregaron 200 pL de Acetato de Potasio 5 M pH 7.4y se agit6 enérgicamente la

emulsion obtenida durante 3 minutos.

- Se mantuvo la emulsiéon durante 10 minutos en hielo.

- Se centrifug6 a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

- Se transfirieron 400 pL del sobrenadante a un tubo nuevo.

- Se agreg6 1 volumen de isopropanol frio y se homgeniz6 durante 3 minutos.

- Se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C, y se descart6 el sobrenadante.

- Selavo con ImL de Etanol 70% el precipitado.

- Se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C.

- El sedimento obtenido se seco en cama caliente, y se dejo enfriar durante 3 minutos

a T° ambiente.

- Seresuspende el sedimento en 100 pL de agua estéril.

- Finalmente se agregd 4 pL de RNAsa y se incubd durante 40 minutos en bafio de

agua a 37°C.

3.1.5.5.2.4. Determinacion de la calidad del DNA.

La reaccion de amplificacion por la DNA polimerasa 7ag puede verse afectada por la
presencia de proteinas inhibidoras de su actividad. Debido a ésto es necesario tener DNA en
cantidad y con calidad adecuada para este proposito. Con el fin de conocer la calidad del DNA
se realiz6 electroforesis del DNA en geles de agarosa al 0,8% (p/v). La electroforesis se realizé
en soluciones amortiguadoras TAE 1X (Sambrook y cols., 1989) a 100 V. El DNA se visualiz6
tifiendo el gel con bromuro de etidio y exposiciéon a luz UV.
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3.1.5.5.2.5. Amplificacion mediante PCR.

El analisis cualitativo se realizd mediante amplificaciéon de regiones especificas del
evento de transformacion de soya GTS 40 3-2, para lo cual se utiliz6 un programa comun para
todas las regiones consistente en:

1) Etapa de pre-denaturacion a 94°C durante 4 minuto.

2) Etapa de denaturacion a 94°C durante 1 minuto.

3) Etapa de apareamiento (annealing) a 57°C durante 1 minuto.

4) Etapa de amplificacion a 72° C durante 45 segundos.

5) 32 repeticiones del ciclo correspondiente a las etapas 2 a la 4.

6) Etapa de amplificacion final a 72°C durante 4 minutos.

La mezcla de reaccion (30 puL de volumen total) consistio en DNA gendémico de soya
utilizado en concentracion inicial y diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000, una unidad de DNA
polimerasa Taq (1 pL), 3,0 uL de amortiguador de reaccion 10X (a una concentracion final de
1X), 2 uL de MgCl, (50 mM) a concentracion a final de 3 mM, 3 puL de mezcla de dNTPs
(soluciéon madre 5 mM de cada nucledtido) a concentracion final de 2,5 mM, y 1 pL de cada
partidor (10 mM) a una concentracion final de 0,03 uM..

Se utilizaron como controles negativos soya convencional no GM, maiz convencional
no GM y agua.

3.1.5.5.2.6. Analisis cuantitativo mediante espectrofotometria.

Para establecer la cantidad de DNA proveniente de cada muestra se procedié a medir
mediante espectrofotometria la relacion entre las absorbancias de las muestras a 260 y 280 nm
tanto en la muestra cualitativa como en la cuantitativa.

3.1.5.6. Resultados
3.1.5.6.1. Partidores disefiados.

Se disefiaron pares de partidores destinados para la amplificacion de segmentos que
involucraran tanto el transgén de resistencia a herbicida como para los extremos planta inserto.
A la vez se utilizaron los disefiados en Tozzini y cols (2000) (Tabla 4).
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Tabla 4. Muestra los partidores disefiados para la determinacion cualitativa de
soya transgénica. La temperatura de alineamiento seleccionada comun para todos los

partidores fue de 57°C.

Partidor Secuencia Tamafio amplicon | Nota

GTSS forward 5'CGTGGGTGGGGTCCATCTTTGGGA 3’ 291 Extremo 5" planta
GTSS reverse S'GATTTGAATTCAGAACCTTGTGCA 3’ inserto

GTS3 forward STTTCTGTTGAATACGTTAAGCATG 3’ 860 Extremo 3" planta-
GTS3 reverse S'TTGAAGCTTAATCTTATCTTT 3’ inserto

4032-31 forward | 5S’"CATGTAATGCATGACGTT 3’ 750 Extremo 3" planta
4032-31 reverse | S"CATTCTGGGAGAAGCAGT 3’ inserto

4032-5 forward 5'TTGGGACCCTGTCGGCAG 3’ 240 Extremo 5" planta
4032-5 reverse 5’ACCCTTCAATTTAACCGA 3’ inserto

4032-3 forward 5'GCTGGGAAATTTTAGCGA 3’ 340 Extremo 3" planta
4032-3 reverse S'TCCGATCATTCTGGGAGA 3’ inserto

GTS3-1 forward | S'TTTCTGTTGAATACGTTAAGCATG 3’ 450 GTS3 con rev
GTS3-1 reverse 5'CCAGCATGATGCGCTTGAAATCG 3’ distinto

3.1.5.6.2. Extraccion de DNA genomico desde semillas de soya.
La calidad del DNA obtenida desde semillas de soya se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Gel de agarosa 0,8 % tefiiddo con bromuro de etidio con muestras extraidas
desde semillas de maiz convencional no GM (lineas 1 a la 4) y semillas de soya convencional
no GM (lineas 5 a la 8).

3.1.5.6.3. Analisis cualitativo mediante amplificacion por PCR.
De todos los pares de partidores disefiados para detectar la existencia de soya
transgénica en las muestras analizadas s6lo dos pares resultaron ser eficientes para detectar la
prescencia de la linea de soya transgénica GTS 40 3-2, los cuales correspondieron a 4032-5 y
4032-3, que corresponden a las zonas de insercion izquierda y derecha en la planta de dicho

evento.

Ambas muestras, tanto la muestra cuantitativa (A211), como la cualitativa (A077)
indicaron la presencia de soya transgénica (Figura 9).
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Figura 9. Geles de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio donde se observaron las
amplificaciones desarrolladas con los pares de partidores disefiados para identificar el evento
GTS 40 3-2 resistente al herbicida Roundup Ready ® y los disefiados para el terminador de la
nopalina sintasa (NOS) de Agrobacterium tumefaciens (3). Las lineas corresponden a muestra
A077 (1), muestra A211 (2), soya convencional no GM (3), maiz convencional no GM (4),

control negativo con H,O (5), se utiliz6 en todos los casos como estandar de peso molecular
ladder 100 bp.
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Los métodos empleados para la deteccion de soya transgénica GTS 40 3-2 resistente al
herbicida Roundup Ready ®, resultaron ser apropiados para el empleo en la identificacion de
muestras con material transgénico de ésta indole, lo cual permitié calificar al Laboratorio de
Biotecnologia, del Centro Regional de Investigacion (CRI) del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA-LaPlatina), como apto para clasificar dicho material, y acreditarlo como
tal mediante la APLAC.

Se anexa el Informe Final del Proceso en separata digital, siendo el codigo del Laboratorio 038.

3.2. Problematica encontrada y adaptacion de metodologias.

Las metodologias arriba sefialadas corresponden a protocolos consolidados, completamente
adaptados y mejorados a la metodologia del estado del arte. Una de las principales razones para
esta discrepancia ha sido la falta de reproducibilidad encontrada en las publicaciones del estado
del arte, lo que oblig6 al disefio de nuevos juegos de primers y modificacion de las condiciones
de PCR.

En el caso de los desarrollos propios, las metodologias son inéditas, por lo que existe, en el
transcurso de este proyecto, gran cantidad de metodologia y protocolos de desarrollo propio.

3.3. Actividades y tareas ejecutadas para la consecucion de los objetivos.

Las actividades ejecutadas se pueden dividir operacionalmente en tres:
a) Actividades relacionadas con trazabilidad de semillas e interaccién con SAG.
Estas se relacionaron con procurar una interaccion adecuada con el grupo técnico de SAG-
Lo Aguirre, con miras a la implementacion de las metodologias de trazabilidad de semillas
en esa sede. Involucré un sinniimero de reuniones a distintos niveles y la discusion con
encargados de turno sobre los resultados derivados de los ensayos realizados.

b) Actividades relacionadas con flujo génico e interaccion con CALT-SAG.

Este conjunto de actividades se relaciond con la coordinacion de las salidas para
prospecciones de temporada, puesta en marcha de los sistemas de muestreo y coordinacion
con el envio y manejo de muestras desde el campo hasta el laboratorio. También considerd
reuniones con personal SAG que trabaja en regiones dentro del marco de la supervigilancia
de las cuarentenas ordenadas por CALT.

c) Actividades de desarrollo de metodologias propias.

Este conjunto de actividades es en si una mezcla de las anteriores, en donde ademads se
buscé de manera permanente, alternativas de funcionamiento y optimizacion de los mejores
protocolos experimentales, de manera de alimentar la metodologia a utilizar en las otras dos
areas del proyecto (trazabilidad y flujo génico). Este conjunto de actividades se desarrolld
plenamente en La Platina y fueron decisiones tomadas esencialmente por el Investigador
Responsable del Proyecto.
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4. Resultados del proyecto por objetivos.

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

Se establecieron lineas de trabajo para la deteccion de mezclas adventicias en maiz y soya. Para
esto, se incluyeron los eventos transgénicos:

- maiz:

- MON 810

- MON 863

- NK 603

-GA 21

- Hembra MON 810 x Macho MON 863
- soya:

- 40-3-2

De manera gréfica, la metodologia utilizada se expone en la Figura 10 y se ha descrito
previamente en los Informes Técnicos.

D)

Figura 10. Representacion grafica de la elaboracion de lotes y su procesamiento para
curvas de calibracion. A, generacion de lotes de 20 semillas; B, molienda utilizando
molinillos de granos; C, extracciéon de DNA desde los lotes; D) equipo automatico de molienda
MINI-BEADBATER (Biospec Products).

Esta metodologia se encuentra disponible para su implementacion en SAG-Lo Aguirre,
contandose en ese centro con un molinillo y vasijas autoclavables ad hoc para el sistema. Una
garantia de la funcionalidad y utilidad de las metodologias implementadas viene del positivo
resultado en la acreditacion APLAC Proficiency Test 034, llevada a cabo durante 2004 y
expuesta en detalle en Metodologia.

En la Figura 11 se muestra un grupo de muestras tipo ingresadas a la trazabilidad de
laboratorio, en este “set” de muestras se incluyeron maiz y soya.
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Figura 11. Muestras recibidas en SAG-Lo Aguirre para trazabilidad de semillas.

Un resultado tipo se muestra en la Figura 12, donde se muestran amplificaciones
correspondientes a una muestra de maiz, evaluando especificamente el gen introducido
(transgén) y no las secuencias promotoras.

Figura 12. Amplificacion por PCR de DNAs de canola utilizando primers especificos
para el transgén. Las flechas indican posicion del amplicon para muestras positivas.
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4.2. Desarrollar un sistema de evaluacion del impacto de plantas transgénicas importadas
y desarrolladas en el pais sobre especies silvestres relacionadas de interés nacional.

4.2.1. Sistema de Brassica spp.

4.2.1.1. Deteccion de triploides y transgén.

Tras cuatro afios de prospecciones, los resultados generales de 22 predios analizados entre la
RM y la IX Region se resumen en la siguiente Tabla 5.

Tabla 5. Muestras totales evaluadas para Brassica spp en el proyecto.

Totales Diploides Tetraploides Triploides
1963 957 943 63
100 49 48 3

De esto se deduce que, tras tres temporadas de colecta, se rescatd un total de 1963 individuos de
los cuales un 3% mostraron ser triploides tras la aplicacion de citometria de flujo.

La deteccion especifica para transgenes en estos individuos, mostré que todos ellos habian
incorporado el transgén correspondiente al campo GM correspondiente. La totalidad de los
transgenes detectado correspondid al gen epsps (A. tumefaciens) y gox (Ochrobactrum
anthropii), los que otorgan tolerancia a glifosato (Figura 13).
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Figura 13. Deteccion del transgén en individuos triploides.

Las plantas triploides obtenidas durante las prospecciones, sospechosas de posible
escape de transgén de resistencia a Glifosato, que presentaron el fragmento del gen epsps se
mantuvieron en invernaderos de bioseguridad hasta alcanzar tamafo suficiente para ser tratadas
con herbicida Roundup Ready. El seguimiento durante 4 semanas de éstos, utilizando como
controles positivos individuos del evento GT 73 (Monsanto) y como controles negativos
diversas malezas del género Brassica, mostrd6 que en ninguno de los casos evaluados, la
incorporacion del gen ha resultado en una transferencia de la propiedad de tolerancia al
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herbicida, en sus concentraciones de uso comercial (solucion al 2% de herbicida Roundup
Ready® en razon de 3 L/ha) (Figura 14).

Figura 14. Resistencia a glifosato en controles GM y No GM de Brassica spp. Se muestran
los controles empleados en ensayo de resistencia a herbicida Roundup Ready®.
Brassica napus GM previo al ensayo de resistencia (A) y tres semanas después de la
aplicacion (B), Brassica rapa No GM sin aplicacion de herbicida (C), y tres semanas
posterior al ensayo (D)

Evaluaciones hechas sobre individuos progenie de estos triploides también mostraron que éstas
no fueron capaces de tolerar la aplicacion del herbicida.
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Figura 15. Resistencia a glifosato en individuos hibridos de Brassica spp. Ensayo de
resistencia a herbicida Roundup Ready®. A modo de ejemplo se muestra en A una
planta triploide F, previo al ensayo y el resultado de susceptibilidad en el cuadrante B.
Por su parte una planta triploide F; sin aplicacion de herbicida (C) y en al cuadrante D
se observa el resultado de resistencia 3 semanas después de la aplicacion.

4.2.1.2. Especies involucradas en el cruzamiento inter-especifico y sentido.
En lineas generales, el sentido de hibridacion de estos individuos triploides se ha juzgado como
B. rapa x B. napus, como ha quedado evidenciado por la utilizacion de marcadores nucleares

tipo ISSR (Figura 16) y cloroplésticos (Figura 17).
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Figura 16. Patrones de amplificacion de ISSR utilizando el partidor 888 en DNAs de
Brassica e individuos potenciales hibridos colectados en un campo de segundo afo de
cuarentena localizado en Vilcin. Las muestras 1, 2 y 3 corresponden a B. rapa (AA), B.
napus (AACC) y B. oleracea (CC), respectivamente.
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st N R 0O ¢ TRIPLOIDS: e

Figura 17. Uso del gen ATPase (correspondiente a la alpha-subunit de ATP synthase gene)
como herramienta para el reconocimiento de herencia maternal en plantas triploides.
Arriba, evaluacion para 3 primer sets (Rev-For, Revl-Forl, and Rev2-For2) generando sus
correspondientes bandas de PCR; abajo, digestion Alu I del fragmento Revl-Forl. N, B. napus;
R, B. rapa; OB. Oleracea; tri, individuo triploide.
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El uso de ISSRs, ha permitido demostrar la suma de los patrones individuales de amplificacion
de B. napus y B. rapa en los individuos triploides encontrados (esto ademds estd en
confirmacion y consolidaciéon para manuscrito en preparacion). De forma adicional, el uso de
marcadores cloroplasticos tipo CAPS, ha confirmado la herencia materna en estos individuos
como especificamente referida a B. rapa. Estos antecedentes permiten aseverar que
esencialmente los individuos colectados han incorporado el transgén en su FO y que éstos
derivan de la cruza B. rapa x B. napus.

4.2.2. Sistema de Zea mays.

4.2.2.1. Analisis de viabilidad de polen.

A continuaciéon se muestran los resultados procedentes de los estudios de viabilidad de polen
para variedades GM utilizadas en los semilleros nacionales. La Tabla 6 muestra estos resultados
generales finales para viabilidad de polen en dos condiciones controladas (6a 'y 6b).

Tabla 6a. Viabilidad de polen. Conteo de viabilidad a 54% humedad relativa, 25°Ca1,2y3
horas.

Tiempo 1 horas 2 horas 3 horas

Estado Viable Inviable Viable Inviable Viable Inviable

N° de

granos 21 7 7 3 1 16
10 2 4 6 1 7
15 1 3 5 2 23
9 10 10 2 5 19
8 12 15 10 26 40
10 8 4 1 20 7
22 6 1 7 29 9
2 4 4 3 4 3
2 2 4 4 34 35
7 12 5 2 5 13

Total 106 64 57 43 127 172

% 62,35% 37,65% 57,00% 43,00% 42,47% 57,53%




Tabla 6b. Viabilidad de polen. Conteo de viabilidad a 65% humedad relativa, 21°Ca 1,2y 3

horas.
Tiempo 1 horas 2 horas 3 horas
Estado Viable Inviable Viable Inviable Viable Inviable
N° de
granos 13 9 21 15 8 8
2 4 2 3 6 11
8 2 9 6 1 9
3 1 22 14 6 10
4 4 21 9 3 6
2 1 16 7 3 9
4 4 9 12 6 17
15 13 5 14 2 5
9 1 2 5 1 5
10 4 0 0 2 10
Total 70 43 107 85 38 90
% 61,95% 38,05% 55,73% 44,27% 29,69% 70,31%

Estos resultados pueden esquematizarse a través de la grafica ilustrada en la Figura 18.

Viabilidad de polen de Maiz GM

—&— viabilidad a 54%
HRy 25°C

—— viabilidad a 65%
HRy21°C
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\ \ |

N
o
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o
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Figura 18. Grafico de viabilidad de polen de maiz GM en funcion de la temperatura, HR
y el tiempo. Se aprecia la notable disminucion de la viabilidad en el tiempo a pesar de
que las condiciones dispuestas no eran demasiado extremas, en donde la viabilidad a
54% HR y 25°C (linea azul) bajo desde un 62,35% HR a un 42,47% HR y 65% HR y
21°C (linea roja) bajo desde un 61,95% HR a un 29,69% HR, ambos en un tiempo de 3
horas.
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4.2.2.2. Flujo génico en barreras de contencion de campos comerciales de maiz.

Como se informd en el transcurso de proyecto, la realidad cuarentenaria o de biovigilancia para
maiz involucra el establecimiento de lineas de contencién con maiz no GM. Seglin esta
propiedad, el proyecto trabajé en determinar los porcentajes de flujo y polinizacion cruzada en
estas lineas de proteccion. En la Figura 19 se muestra un campo ideal en donde puede verse el
efecto de los diversos factores ambientales sobre la polinizacion en las lineas barrera.

Figura 19. Productos de polinizacion en un campo ideal de maiz GM. Puede verse el efecto
orientacion sobre los individuos producidos. N, S, E y O, puntos cardinales; P, proximal, M,
medio y D, distal en distancia respecto del centro GM.

42



El andlisis de estas barreras, en funcion de la orientacion y la distancia al centro GM, ha
permitido establecer porcentajes de flujo. Para la evaluacion de la presencia de flujo del
transgén de resistencia a Glifosato se disefiaron partidores especificos para el gen epsps de la
cepa cp4 de Agrobacterium tumefaciens. Los partidores de trazabilidad utilizados en la
identificacion de los bulks GM (+) se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Primers para deteccion de transgén en maiz. Partidores disefiados para la deteccion
del epsps de la cepa cp4 de Agrobacterium tumefaciens.

Nombre Partidor |Secuencia Tamaiio del fragmento ( bp )
EPSPS 1I For. 5" CGC GTG CTG AAC CCG

TTG 3
EPSPS I Rev. 695 bp

5" CGT GCG ACC GCT GCC

AGA 3'

Se realiz¢ la evaluacion de cada uno de de los sectores de los cuales existieron muestras de los
distintos predios mediante amplificacion por PCR del transgén epsps, el cual se escrutd segun
presencia (1) o ausencia (0) de éste en las muestras en cuestion. Un gel y tabla modelo se
observan a continuacion en la Tabla 8 y en la Figura 20.

st 1 2 34567 8 91011121314151617181920 st - CGM

._  — s — — — — — — - E— — e E—

Figura 20. Deteccion transgén en maices localizados en la barrera de contencion. PCR del
sector NM en las cual se muestra la banda corerspondiente al gen epsps de 695 pares de bases
(flecha) para las 19 primeras muestras, y en el carril nimero 20 la no presencia de ésta, y en los
carriles posteriores al marcador estandar de peso molécular (st) se muestran los 3 controles agua
(-), maiz convencional (C) y el control positivo de maiz transgénico (GM).
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Tabla 8. Agrupamiento de resultados de analisis dem uestrasde maiz.

| 1123|456 |7[8|9 (10111213 /1415|116 1718|1920
NP 110/t {1yt 1)1 1111101111111 1711]0
oj1j17jo0j1jt1jojoj1tjo 11|11 /1{1J/170j1170711

NM 1]0/1jojo {1111 1111111710711
1Tttty 1ttt ittt 111111110

ND oj1|j1/0j0Jj0jO0OJjOjO|OJO]O]1T]1]O]JO]OJ0O]O0O]QO0
oj1|j1/0j0Jj0jO0Ojojojojojojojojoj1ty111111]0

SAP [O|O|O|O|]O|]O|]O]|]O]O]|]O]O]O]O]|1]O|1]0]O]O]O
0j1]j]0/j0|0JO0Oj]O]JOjO|O|J]O]O]1]0O]O]JO]OJO]O0O]QOQ

SBM | O | 0O|0O|0O|0O|O|]O|]O|]O|]O|]O]|]O|]O]J]O]|]O]|]O]O]O]O]O
0j,0joj1j0jojojojojojojojojojojojojojojao

SAD |0 |]0O]O]O]1]0O]O]O]O]O]O]O]O]O]J]O]O]O]O]O]O

=

EP I O T e
oj17j0j1jo0ojojt1j1jo0jo 11|11 1{1Jj1717]070711

EM 1]17/17{1j0jo0jojoj1joj1j1j1j1j1j0j11111]0
1Tttty 1111170} 1jo0j1j1/1j1]170J107]0

OAP | O|O0O|O|J]OJO|JO|J]O|JO|JOJOJOJOJ1]OJO|1|1]0O]1]0
o,0]j0j0j1Jj0jO0oj1j0|]0)j0j]O0O]J]OJO]O]JO]1]0O0]O]1

OAM  O)0O|JO|]OJ]O|JO|]O|JO|JOJOJO|JOJOJOJO|1|1]1]0]O0
o,0j0ojojojojoj1jo0jo0oj1j0jo0oj1jo0ojojojojojao

OAD 0/0]OjO|1]0O0]O]O0O]|1]0O0O]0O0]O]O]O0O]O]1]0]O]O]O
oj0/0j1j0j0jojojoj1rjojojojojojojoj1rjoilo

Resultados del analisis de PCR especifico del gen epsps a las muestras recolectadas desde la barrera de contencion
de maiz convencional que rodeaba al cultivo de maiz genéticamente modificado, donde para cada sector se
muestran dos series del 1 al 20 que son indicativos de cada “bulk” al cual se le realizo el PCR formando un total de
40 “bulk” analizados para cada sector y las siglas en la columna de la derecha corresponde a las siglas de utilizadas
para cada sector.

Asi, se establecieron resultados de flujo para barreras de contencion de diversos campos, de
distintas geometrias. Las siguientes figuras permiten esquematizar dichos resultados (Figuras
21y22).
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Figura 21. Campo GM de maiz 1. Se presentan los resultados de la tabla 4.10, en forma
esquematica segin fueron realizadas las prospecciones de campo, donde el cuadrado verde del
centro representa el campo productor de polen transgénico, las hileras circundantes representa
las barreras de contencidon de maiz convencional y los puntos de colores representan los “Bulk”
analizados por PCR, donde el color amarillo indica “Bulk’ sin la presencia de flujo génico y por
el contrario el verde indica la presencia de flujo génico del gen epsps.
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Figura 22. Campo GM de maiz 2. De cada uno de los sectores muestreados (circulos
amarillos) fueron extraidas 2 mazorcas y de cada una de estas se realizd un submuestreo al azar
del 5% (p/p) de éstas. Los circulos rojos con niimeros indican el flujo génico detectado para
MON 810 sobre Convencional. En el caso de los eventos NK603 y su flujo hacia los campos
aledafios, éste no se registr6 en ninguno de los puntos de muestreo. Se indican los puntos
cardinales.
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4.2.3. Sistema de Solanum spp.

La estrategia en papa (aun en ejecucion) se ha abordado de un modo integral. Esto ha llevado al
abordaje de temas moleculares y de temas agronémicos en forma paralela, segin la linea de
trabajo de la Figura 23.

Specdling
AT

molecular
(Sist. Autoincomp.) / l

Colecta polen Campo

+Viabilidad *Auto polinizacion ‘CRUZAMIENTOS
Germinacion «Polinizacion cruzada. *Cariotipos
sl Actividades realizadas hasta la fecha

Actividades en ejecucién

Figura 23. Sistema de Solanum spp. Plantulas generadas en in vitro y tubérculos son dirigidas
a dostipos de andlisis: a) evaluacion de cruzas en campo y b) analisis molecular del sistema de
autoincompatibilidad sexual (del mismo modo comose hizo para Brassica spp. (ver aplicacion
de patente y anexo de manuscrito preparado). Se indican los analisis planificados en el fondo de
la figura y su estado de avance.
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S. chacoense S. etuberosum S. albicans S. ligustrinum S. Iycopersicoides
Especie nativade  Especie endémica  Es una especie Es nativa de

Argentina, Brasil,  de Chile RM-IX) nativa de Argentina y

Bolivia, Uruguay y Ecuadot y Pera Chile.

Paraguay. control).

S. maglia

S. remyanum: S. verrucosum Solanum sp1 Solanum sp2
Es una especie Es endémica de Es una especie
natlva. de Chile nuestro nativa de
(Coquimbo, pais. Mésico.
Valparaiso y
\ Santiago)
Cardinal Karu Desirée Yagana

Figura 24. Especies incluidas en el estudio de flujo génico en papa. Llave roja, especies de
interés de biodiversidad y en verde, especies o variedades comerciales.

Las especies incluidas en este estudio, derivaron de un modelamiento utilizando la base de datos
generada también en actividades relacionadas al proyecto. Asi, las especies utilizadas en este
analisis se muestran en la Figura 24.
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4.2.3.1. Estudio de filogenia sobre secuencias tipo F-box en Solanum spp.

Uno de los sistemas guia utilizados en el transcurso del proyecto fueron los de
autoincompatibilidad sexual. En el caso de Solanum, el sistema recurre a la degradacion por una
SRNAse de componentes RNA del tubo polinico, a medida que crece o desarrolla en el estigma.
Uno de los componentes descritos en este sistema de autoincompatibilidad es el F-box, que
estaria ubicado como componente del polen (al contrario del SRK estigmatico de Brassica).

De esta forma, se inici6 un estudio molecular que intentara relacionar molecularmente las
similitudes entre distintos F-box de las especies estudiadas. Las secuencias obtenidas en la
etapa previa de clonamiento de fragmentos amplificados con los partidores disefiados desde
secuencias descritas conocidas para el gen del polen tipo F-box correspondiente al gen del
polen-S involucrado en la reaccion de auto incompatibilidad y se seleccionaron aquellos que
amplificaran un fragmento de 596 pares de bases, obteniendo fragmentos efectivos para las
distintas especies del género Solanum de 596 pb (Pis 3) correspondiente a la secuencia ubicada
entre los residuos 457 y 1058 de la secuencia tipo F-Box de Petunia integrifolia, y de 232 pares
de bases (pis 2) correspondiente a la secuencia ubicada entre los residuos 780 y 1012; las cuales
fueron analizadas bajo el programa BioEdit (University of Washington, Seattle, WA).

El resultado de estas comparaciones moleculares se muestra en la Figura 25, lo que ha permitido
generar grupos de especies, las que molecularmente estarian mas emparentadas que otras de
otras ramas generadas en el arbol filogenético que se muestra.
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Figura 25. Relacion molecular inter-especifica y cruzamientos planificados para el estudio
en papa. Arriba, relaciones moleculares de los genes F-box entre las distintas especies
consideradas en el estudios de Solanum spp. Abajo, linea de trabajo programatico

llevado a cabo para evaluar la relaciéon entre similitud molecular de F-box e
hibridacion cruzada inter-especifica.

El paso actual es corroborar o relacionar estas similitudes moleculares con tasas reales de
polinizacioén cruzadas, trabajo actualmente en marcha en INIA-La Platina.
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5. Perspectivas del rubro luego del proyecto.

La experiencia adquirida durante este proyecto permite continuar con el sistema de trazabilidad
molecular y expandirlo hacia el area del control de la pureza genética. La pureza en el mercado
de semillas es un requerimiento indiscutible del sector. Sin duda, la co-existencia es un factor
técnico que viene a desafiar este requerimiento de los productos de este mercado. El uso de
semillas con identidad preservada y semillas e incluso mezclas de semillas certificadas, son
condiciones que el mercado estd demandando para estos “commodities” alimenticios.

La trazabilidad genética de semillas como una plataforma de soporte productivo, es un proceso
factible de aplicar en Chile. En ella se debe incluir la evaluacion del comportamiento en campo
entre nuevos eventos e incluso entre especies. La posibilidad de alterar la pureza genética de
una produccion determinada de semillas se relaciona con: a) el efecto de un sistema agricola
sobre otro (cudnto contamina un predio GM a uno organico y/o viceversa), b) el efecto del
agroclima especifico sobre la capacidad natural de interaccién entre estos eventos (relacion
zona productiva-zona agroclimatica-comportamiento del individuo especifico) y c) la cadena de
manejo post-cosecha que reciben las semillas desde el campo hasta su sitio de embarque o
comercializacion.

En la actualidad se estd aplicando para la presentacion de un nuevo proyecto de continuacion de
la linea ya ejecutada, pero con el concepto de escalamiento de lo ya hecho. Este proyecto
propone dar respuestas técnicas para el soporte de estos tres puntos criticos de la produccion de
semillas, a través de la generacion de informacion de la vida real sobre flujo génico en funcion
del agroclima para especies especificas, acumulacion de esta informacién en base de datos
computacional, modelamiento y simulaciéon de estos procesos bioldgicos, generacion de un
sistema utilitario a través de servicios Internet escalonados (segin nivel de usuarios) y
paralelamente, genera una capacidad técnica instalada que permita verificar esta trazabilidad
molecular, que permita la certificacion (obligatoria y/o a requerimiento por servicio), a través
de un laboratorio especifico para determinacion de pureza varietal y deteccion de material GM.
Asi, las perspectivas del rubro apuntan a que éste, en el corto plazo, disponga de tres tipos de
productos: a) un laboratorio de servicios para deteccion de material transgénico y pureza
varietal, b) bases de datos con resultados de comportamiento bioldgico-climatico para especies
productivas y c) sistemas de modelamiento y prediccion para la base de co-existencia entre
tipos de agricultura. Todo esto en base a lo ya hecho en el presente proyecto.
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6. Problemas enfrentados durante la ejecucion del proyecto (legales, técnicos,
administrativos, de gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

El proyecto debi6 enfrentar numerosos problemas de tipo administrativo interinstitucional.
Todos ellos se superaron también con el transcurso del tiempo, pero sin duda que esto influyo
enormemente en la consecucion plena del Objetivo Especifico 1.

Todos los problemas se abordaron en su tiempo, incluso con la generacion de un “Directorio”.
Sin embargo, estos problemas también significaron avances sustanciales en el proyecto, como
lo fue la adicion de recursos extra para compra de equipamiento capaz de sostener la intensidad
de trabajo actual y futura-cercana, que sin duda vendra en los proximos meses, cuando en SAG-
Lo Aguirre se habilite el edificio y laboratorio destinado a biotecnologia.

7. Calendario de ejecucion (programado, real) y cuadro resumen de costos (programados,
efectivos) del proyecto.

Actividades Generales Programadas:

2001 2002 2003 2004 2005
s2 s1 s2 s1 s2 s1 s2 s1 s2
Sistema de trazabilidad
Sistema de trazabilidad operativo en SAG
Prospecciones canola
Prospecciones maiz
Prospecciones papa
Tasas de hibridacién canola
Tasas de hibridacién maiz
Tasas de hibridacién papa
Sistemas de deteccion molecular canola
Sistemas de deteccion molecular maiz
Sistemas de deteccion molecular papa

Actividades Generales Realizadas:

2001 2002 2003 2004 2005
s2 s1 s2 s1 s2 s1 s2 s1 s2
Sistema de trazabilidad
Sistema de trazabilidad operativo en SAG
Prospecciones canola
Prospecciones maiz
Prospecciones papa
Tasas de hibridacion canola
Tasas de hibridaciéon maiz
Tasas de hibridacion papa
Sistemas de deteccion molecular canola
Sistemas de deteccion molecular maiz
Sistemas de deteccion molecular papa

Las actividades programadas y realizadas han sido reagrupadas a lo mostrado en las figuras
superiores. En primer lugar, la planificacion de dejar instalada la metodologia de trazabilidad en
SAG no result6 debido a las causas sefialadas en el punto anterior.

Otro punto importante de cambio en las actividades originalmente planeadas viene del resultado
de las prospecciones derivadas del primer afio, en donde canola fue casi el blanco exclusivo de
los andlisis realizados por el proyecto, debido a la gran cantidad de individuos colectados
(centenares). Esto obligd a retrasar el comienzo de las prospecciones de maiz, en donde el

52



problema técnico no era mayor, pero si el nimero de muestras obtenidas por campo (miles). De
esta forma, maiz parti6 con un aflo de retraso.

Con respecto a papa, la primera prospeccion fue en el semestre 2 de 2003, debido a que la
realidad de este cultivo, en su condicion de GM, no tenia la magnitud inicialmente esperada.
Los resultados de tasas de hibridacion y los sistemas de deteccion se obtuvieron de forma maés o
menos planificada, con un retraso de actividades para maiz, debido a las exigencias técnicas de
canola. Pese a esto, el estado final del proyecto es de generacion de nuevas metodologia
inicialmente no planeadas, lo que incluye la elaboracion de publicaciones y una patente de
invencion.

Finalmente, en el caso de papa, los experimentos de trazabilidad y polinizacion cruzada estan
en marcha, en campos de INIA-La Platina y laboratorios y facilidades del laboratorio de
biotecnologia. Vale la pena sefialar que toda la informacioén que se produce en estos momentos
debido a estos trabajos es unica y no existen antecedentes de trabajos similares en papa.
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Costos estimados y reales.

INVERSIONES Y GASTOS TOTALES FIA

FIA
Presupuesto al | Gasto desde el
ITEM 12/12/05 | N°1alN° 11 | o0 ey

RECURSOS HUMANOS
Profesionales

Humberto Prieto - INIA Platina - Coordinador 5.707.236 5.707.236 0
Erika Salazar - INIA LA Platina - Coordinador Alterno 2.689.300 2.689.300 0
Técnicos y/o Ayudantes

S.Diez Simona V.Obreque ($20,111,224 $9,607,611 $ 2,963,617 32.682.946 32.682.452 494
tesista 1 - Felipe Gainza 3.343.582 3.343.582 0
tesista 2 - Manuel Acuria 3.297.434 3.297.434 0
tesista 3 - Erich Palma 3.949.510 3.949.510 0
M.Sole Cabrera 1.042.226 1.042.226 0
Cesar Perez / C. Lagos 2.130.358 2.130.358 0
EQUIPAMIENTO

Implementacion invernadero (acondicionamiento t°) I 1.006.490| 1.006.490| 0
INFRAESTRUCTURA

Uso invernadero I 5.172.701| 5.172.701| 0
MOVILIZACION, VIATICOS Y COMBUSTIBLE
Viaticos nacionales, alojamiento y comida 1.988.846 1.988.846 0
Arriendo vehiculos 3.107.441 3.107.441 0
Combustibles 1.291.725 1.306.725 -15.000
Peajes 251.070 251.070 0
Pasajes 366.647 366.647 0
MATERIALES E INSUMOS

Insumos de laboratorio 14.136.308 14.136.308 0
Reactivos de PCR 8.261.349 13.011.593 -4.750.244
Reactivos biologia molecular 2.535.714 1.970.566 565.148
Insumos de campo 171.500 171.500 0
Materiales de campo e invernadero 7.584 150.384 -142.800
Otros 441.723 441.723 0
Materiales laboratorio 4.417.401 3.560.189 857.212
PATENTES 2.000.000 1.963.038 36.962
SERVICIOS

Reparacién I 464.457 464.457 0
GASTOS GENERALES

Articulos de libreria y Fotocopias I 1.680.494 1.783.566 -103.072
IMPREVISTOS 3.363.314 0 3.363.314
OTROS 0

Gastos generales contabilidad 908.840 908.840 0
TOTAL 106.416.196 106.604.182 -187.986
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8. Difusion de los resultados obtenidos.

Se adjuntan las publicaciones realizadas en el marco del proyecto o sobre la base de los
resultados obtenidos, el material de difusion preparado y/o distribuido, las charlas,
presentaciones y otras actividades similares ejecutadas durante la ejecucion del proyecto.

El proyecto tuvo en su quehacer, una politica de confidencialidad. Pese a esto, se han
desarrollado tres publicaciones importantes: a) un manuscrito ya elaborado y en etapa de envio,
b) una aplicacion de patente ya presentada y c) una base de datos electronica entregada a
CONAMA con todas las especies presentes en Chile y con capacidad de modelamiento bésico
para flujo génico.

Ambos documentos escritos se anexan en el presente informe.

9. Impactos del proyecto.
Descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion de lograr otros en el
futuro, comparacion con los esperados, y razones que explican las discrepancias.
Los impactos obtenidos son:
- CALT ha incorporado estrategias técnicas derivadas del proyecto.
- SAG instalaré fisicamente un grupo de Biotecnologia que incluiré este trabajo.
- El sector semillero ha requerido reiteradamente seminarios para conocer el tema de flujo
génico.
- ANPROS ha decidido apoyar la continuidad de este proyecto a mediana escala en un
segundo proyecto a CORFO-Innova.
- Se ha presentado una aplicacion de patente de invencion en Chile.
- Se ha presentado el trabajo realizado en México y prontamente en Argentina (por
invitacion especial de CONABIA).
- Se ha puesto a disposicion de CONAMA una base de datos de extrema utilidad.
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9.1. Impactos y logros: cuadros sintéticos.
9.1.1. Impactos Productivos, Econdmicos y Comerciales

Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Proyecto Proyecto
Formacion de | No existen empresas | El proyecto se ha | Se ha generado la
empresa o unidades | relacionadas al tema | planificado a su | base para un
de negocio escalamiento  hacia | proyecto de
la produccion, entre | escalamiento hacia
otros, de un | resultados-productos
laboratorio de | de aplicacion
servicios y  sitio | comercial directa e
Internet de | impacto publico a
informacion al | través de la
rubro. generacion de un
laboratorio de
servicios y sistema
integrado de
informacion via
Intertnet.
Produccion (por | No existen | No existen
producto) productos asociados | productos asociados
Costos de | No  hay  items | No hay modificacion | E1 ~ sistema  de
produccion asociados a lo anterior biovigilancia
establece valores de
produccion
relativamente  altos
en comparacion a la
agricultura
convencional. Pese a
esto, las empresas
productoras aun
contemplan al pais
como un lugar
adecuado para
multiplicacion ~ de
semillas.
Ventas y/o ingresos | No hay  items | No hay modificacion
asociados a lo anterior
Nacional
Internacional
Convenios No hay  items | No hay modificacion
comerciales asociados a lo anterior
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9.1.2. Impactos Sociales

Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Proyecto Proyecto
Nivel de empleo | El sistema opera | No hay modificacion
anual bajo la base de la |a esta situacion. Se
interaccion trata de un sector
Empresa-CALT- altamente
SAG profesionalizado de
la agricultura
nacional.
Nuevos empleos | No hay  items | - Se he | Existe una
generados asociados generado un grupo | expansion, a nivel
de buen nivel | técnico, del area de
técnico para | deteccion y andlisis
evaluacion en | de transgénicos en el
laboratorio y campo | pais. Se estima que
de flujo génico. Este | el impacto sobre el
mismo grupo se ha | sector agricola
propuesto para el | vendra de la
escalamiento de este | adopcion  de la
trabajo a través de | tecnologia en
Innova. presencia de un
- SAG ha generado | sistema  regulador
la necesidad de un | agil y actualizado en
laboratorio de|el tema de co-
biotecnologia  para | existencia agricola.
analisis de este tipo
de temas. Para esto
se han generado
nuevos cargos
laborales.
Productores o|No hay items | Se sabe la necesidad | Se estdn generando
unidades de | asociados de centros técnicos | las condiciones para

negocios replicadas

para el  andlisis
comercial, 0
servicio, de este tipo
de material.

avanzar en la
generacion de
unidades de negocio
relacionadas a la
deteccion de OGMs
y andlisis de pureza
genética en
vegetales.
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9.1.3. Impactos Tecnologicos

Numero
Logro Al inicio del | Al final del | Diferencial Detalle
Proyecto Proyecto
No hay items | Incubadora con | Grupo y | Laboratorio de
relacionados proyecto de | experiencia en | servicios para
interés publico | la deteccion de | deteccion de OGMs y
listo para entrar | OGMs, unidad | pureza genética
en de servicios ad | asociado a ANPROS.
funcionamiento | portas Se ha planificado la
instauracion de un
laboratorio de
servicios para el sector
productivo ligado a
ANPROS (sector
semillero) y también
de servicio a terceros
segin impacto
nacional (alimentos).
Producto Catélogos Una base de |El proyecto | Base de datos
botéanicos datos de flujo | permitio la | Botanica, Agrondmica
impresos génico y flora | generacion de |y de modelamiento
nacional. la primera base | para flujo génico entre
de datos | cultivos
botdnica y de | convencionales y GM
modelamiento | con especies nativas,
de flujo génico | introducidas y
en el pais. cultivadas en Chile.
Base de datos
actualizada
desarrollada en
funcion de los
catdlogos  botadnicos
existentes 'y  con
sistemas de busquedas
y modelamiento de
polinizacion  cruzada
entre  especies y
géneros.
Proceso No hay items | No hay items
relacionados relacionados
No hay | No hay servicios | Grupo y | Laboratorio de
servicios formalmente experiencia en | servicios para
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€xitosos disponibles para | la deteccion de | deteccion de OGMs y
Servicio asociados los potenciales | OGMs, unidad | pureza genética
usuarios. de servicios ad | asociado a ANPROS.
Incubadora lista | portas Cubrird la necesidad
para entrar en del sector semillero en
funcionamiento general y de otros
sectores que se han
visto impactados por
la  existencia  de
cultivos GM.
Propiedad Intelectual Numero Detalle
Patentes
Solicitudes de patente Sistema de detecciéon de hibridos inter-
especificos del género Brassica sp.
1 utilizando como marcador el gen receptor
kinasa del sistema de
autoincompatibilidad  (srk).  Solicitud
CL3454-2005.
Secreto industrial Primers y sistemas de deteccidon evento
1 especifico para eventos GM de canola y
maiz.
Resultado no patentable Ver
publicaciones
Resultado interés publico - Base de datos para modelamiento
de hibridacién cruzada
2 - Resultados de flujo génico en
campos para maiz y canola.
Convenios comerciales
Convenio o  alianza
tecnologica
Generacion de nuevos 1 Establecimiento de un sistema sustentable
proyectos Presentado a | para la produccidon nacional de semillas,
Innova Chile | basado en la co-existencia agricola de
especies convencionales, genéticamente
modificadas y  organicas.  INIA-
ANPROS-U. de Chile.
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9.1.4. Impactos Cientificos

Logro

Numero

Detalle (citas, titulo, descripcion)

1 ISI
en preparacion

Interespecific hybridization in Brassica
produces molecular rearrangements in the
self-incompatibility receptor kinase gene
(srk).

Diez-de-Medina, S., Gainza, F., De Felice,
S., Acuna, M., Palma, E. and Prieto, H.
(manuscrito terminado y en proceso de
publicacion ISI).

Descripcion del reordenamiento
encontrado en el receptor de polen de los
hibridos Brassica rapa x Brassica napus
encontrados en campos de Chile. Este
reordenamiento es de un caracter
conservado y se encontr6 en todos los
hibridos evaluados.

Publicaciones
(Por ranking)

1 Informe
Nacional

Diagnéstico sobre la Presencia y Estado de
la Flora chilena emparentada con Cultivos
Genéticamente Modificados, con énfasis
en el Riesgo de Flujo Génico, Carlos
Mutioz

Humberto Prieto, Pedro Ledn, Erika
Salazar, Fernando Reyes, Marcelo Rosas,
M¢élica Muioz.

Completo analisis y catastro de todas las
especies nativas, introducidas y cultivadas
presentes en Chile, con una detallada
indexacion de  sus  caracteristicas
agronOmicas, botanicas y bioldgicas.
Ademas, se incluyeron todas las especies
transgénicas desarrolladas a la fecha (2004)
en el mundo. El sistema generado permite
realizar evaluaciones de flujo génico e
indicar grados de riesgo de polinizacion
cruzada, considerando todos las
caracteristicas descritas, en base a formulas
matematicas de modelamiento.

2 Scielo
En preparacion

Evaluaciéon de flujo génico en campos
comerciales de maiz en la zona central de
Chile Manuel Acufia, Erich Palma y
Humberto  Prieto.  (manuscrito  en
preparacidon  para  publicacion  Scielo
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(Agricultura Técnica)).

Trabajo especifico que registra los
resultados encontrado en campos GM maiz
en el transcurso del proyecto. Se incluye
abordaje técnico y resultados encontrados.

Flujo génico entre cultivos genéticamente
modificados y  parientes  silvestres
Humberto  Prieto. (manuscrito  en
preparacion  para  publicacion  Scielo
(Agricultura Técnica)).

Revision de tipo general sobre Ila
experiencia desarrollada en el transcurso
del proyecto, con énfasis en los resultados
encontrados para los modelos estudiados,
situaciones reales de campo y biologia
basica de estos sistemas.

Eventos de

Seminarios FIA.

Presentaciones a Congresos cientificos
nacionales e internacionales (Argentina
(REDBIO 2005 y México (V Congreso
Nacional de Biotecnologia Agropecuaria y

divulgacion cientifica Variados Forestal de México).
REDBIO: presentacion basica de la ruta de
trabajo para cada uno de los sistemas
estudiados (canola, maiz y papa).
Meéxico: presentacion de la base de datos y
sus resultados mas relevantes.
Lat-SOL Network
(http://cnia.inta.gov.ar/lat-sol/).
1 International and integrative research
Integracion a redes de network of partner laboratories of Latin
investigacion America working in Solanacea research.
Grupo de Trabajo en especies nativas
INIA La Platina: Solanum spp. Banco de
Otra germoplasma, estrés abiotico y flujo génico

(Integrado desde 2006 a Lat SOL).

61



9.1.5. Impactos en Formacion

Logro

Numero

Detalle (Titulo, grado, lugar,

institucion)

Tesis pregrado

Sergio Diez de Medina,
Bioquimico, U. de Chile.
Manuel Acuia Soto, Ing.
Ej. Biotecnologia, U.
Vicente Pérez Rosales.
Felipe Gainza Cortés, Ing.
Ej.  Biotecnologia, U.
Vicente Pérez Rosales.
Soledad Cabrera Medina,
Ing. Biotecnologia, U. de
Chile (en tramite).

Erich Palma Doiiez,
Agronomo, U. Mayor (en
tramite).

Carolina Cortés Araya, Ing.
Agronomo, U. de Chile
(en desarrollo).

Tesis postgrado

Pasantias

multiples

Estadia en University of

Reading, UK

Asistencia a  GMCC’03

(Dinamarca)

Nexo INIA-UC Davis (Dr.

Carlos Quiros)

Cursos de
capacitacion
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10. Discusion final, conclusiones y recomendaciones.
Desde 1991, Chile esta desarrollando la capacidad de generar cultivos transgénicos con
énfasis en la solucion a problemas locales cuya solucion sélo depende de nosotros. INIA -
La Platina ha desarrollado cultivos de papa con resistencia a insectos y a la bacteria Erwinia
carotovora, melones con resistencia a virus y vides con tolerancia mejorada para el hongo
necrotrofo Botrytis cinerea. En la actualidad, este mismo centro se ha constituido en lider
mundial de transformacion genética de Vitis vinifera y desarrolla de forma acelerada nuevos
prototipos en donde se modifica la sintesis de hormonas y también se introduce resistencia
multiple a virus. Otro mega-programa en este centro estd destinado al desarrollo de
plataformas reproducibles de transformacion de frutales de carozo, con énfasis en el
problema del dafio por frio. La evaluacion de este material es un paso obligado si se piensa
en la introduccion futura de estas nuevas variedades al mercado, donde la cuantificacion del
impacto de estos productos sobre nuestro ecosistema sera fundamental para lograr la
aceptacion publica entre productores y consumidores.
Sin duda que este desarrollo nacional viene a coincidir con los requerimientos
internacionales en cuanto a regulacion del transito, manejo con identidad preservada y
produccion 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.
Desde el punto de vista de la produccion de semillas, las grandes trans-nacionales utilizan
predios de nuestro pais en la multiplicacién y evaluacion de semillas GM para multiples
especies (Mufioz et al., 2004). Todas estas evaluaciones cuentan con la aprobacion del
CALT vy son constantemente fiscalizadas en terreno por el SAG, a través de sus distintas
oficinas regionales, segiin correspondan a los ensayos agricolas desarrollados. Esto implica
que, la situacion agricola nacional derivada de estas circunstancias presenta ciertamente un
escenario en donde estan presentes, aunque en distinta significancia, la agricultura
convencional, la organica y la transgénica. Es un hecho todavia més concreto y atn de
manera independiente de lo anterior, el gran valor del producto “semilla” estd basado en su
calidad y pureza. La produccion de semillas debe cumplir valores umbrales de
contaminacion, o de lo contrario, precisar valores exactos de mezclas adventicias. A pesar
de ser esto cierto, no existen capacidades técnicas en el pais para establecer y cuantificar
qué tan puros son los productos que se desarrollan en nuestro mercado.
El flujo génico se refiere al movimiento, dispersion e incorporacion de genes tanto dentro
como entre individuos, poblaciones y taxa. En animales, esto basicamente puede ocurrir
como resultado de inmigracién o emigracion de individuos de edad reproductiva en las
poblaciones. En plantas, el flujo génico puede ocurrir via polen, semillas o estructuras
clonales, como bulbos y tubérculos. Cuando el flujo génico se da entre individuos de
poblaciones que se diferencian en caracteres heredables, que pueden ser de la misma
especie o de especies diferentes, el proceso se llama hibridacion. Luego de ocurrido el
evento de flujo génico, el gen recién llegado puede perderse en las siguientes generaciones,
o eventualmente aumentar su nimero y persistir en el flujo evolutivo, este fenémeno de
estabilizacion de un gen recién llegado (por flujo o mutacion) se llama introgresion. Las
especies cultivadas y por ende las transgénicas, pueden “cruzarse” con las especies
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silvestres, por lo que se deben tomar los resguardos necesarios para evitar que nuestros
recursos genéticos se contaminen con genes no deseados, especialmente si estos recursos
tienen caracteristicas que hagan recomendable su conservacion en su estado mas puro.

Para asegurar un nivel de proteccion adecuado de nuestros recursos genéticos, es necesario
evaluar el riesgo que una eventual contaminacion tendria para la biodiversidad. Este riesgo
es inherente a la biologia de cada especie transgénica y a la caracteristica de su
modificacion y al estado de conservacion de las especies silvestres. Por lo tanto, para la
evaluacion del riesgo debemos contar, entre otras cosas, con informacion adecuada y
suficiente sobre las especies de plantas vasculares del pais emparentadas con los cultivos
convencionales y transgénicos. Para el caso de los transgénicos, es indispensable conocer
tanto aquellos cultivos que estdn en producciéon comercial como aquellos que estdn en
desarrollo en todo el mundo. So6lo un estudio detallado del riesgo que los cultivos
transgénicos poseen para la biodiversidad, permitird disefiar las medidas de manejo y
control de este riesgo.

Sin embargo, el flujo génico entre plantas (cultivadas-cultivadas y cultivadas-silvestres) no
ha sido un tema de preocupacion de los cientificos sino hasta ahora debido al creciente
aumento, en los mercados, de variedades generadas a partir del uso de técnicas de ingenieria
genética. Estas nuevas variedades, comunmente llamadas transgénicas, han generado no
solo polémica desde el punto de vista del flujo génico, sino por las implicancias que su uso
tiene desde el punto de vista ético, politico, y social.

El flujo génico entre plantas cultivadas y silvestres emparentadas es mucho mas comun de
lo pensado (Ellstrand et al., 1999), y ocurre de acuerdo a mecanismos conocidos desde los
inicios de la agricultura moderna; esto en un proceso de hibridacién espontanea o, mucho
mas frecuente, en hibridacion conducida por el hombre. Por lo tanto, el flujo génico desde
una variedad transgénica a una planta silvestre ocurrird de acuerdo a las mismas
condiciones, mecanismos y procesos observados en el flujo génico desde cualquier planta
cultivada a las especies silvestres emparentadas. Por esta razon se puede asumir que el flujo
e introgresion de genes transgénicos en otras poblaciones (cultivadas y/o silvestres) es un
hecho de ocurrencia probable. Se han publicado variados trabajos informando sobre flujo
génico y factores que lo afectan en experimentos controlados para maiz (Jemison y Vayda,
2001; Ma, et al., 2004; Stevens et al., 2004; Halsey et al., 2005), Brassica napus (canola,
Kerlan et al., 1993; JOrgensen et al., 1998; Chevré et al., 1996; Wilkinson et al., 2000; Lu
et al., 2002), trigo (Gustafson et al., 2005) y maravilla (Pilson et al., 2002). En la misma
linea, también se conoce de reportes que, no exentos de gran polémica, hablan de la posible
introgresion en la naturaleza de transgenes desde cultivos GM, como ocurrid en el caso del
teosinte en Oaxaca, México (Quist y Chapela, 2001; Ortiz-Garcia et al., 2005).

Chile ya posee indicadores de la preocupacion y del impacto sobre la percepcion publica
que este desarrollo de la agricultura ha acarreado. El presente proyecto FIA, iniciado en
2001 claramente ha permitido cimentar bases técnicas para continuar con esta area de
trabajo en el contexto de la co-existencia agricola y la pureza genética de semillas. Este
proyecto pionero ha generado las primeras informaciones sobre el impacto de los distintos
tipos de semilleros disefados y exigidos para maiz y canola. También en ¢l se desarrollaron
(y desarrollan) facetas experimentales para determinacion de factibilidad de hibridacion
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entre distintas especies de Solanum (tuberosum, maglia, stoloniferum, lugustrinum,
albicans, chacoense y verrucosum). Los resultados en canola han demostrado una baja tasa
de hibridacion interespecifica entre ésta y su pariente asilvestrada en Chile Brassica rapa
(yuyo), con valores que estarian en el margen de menos del uno por cien en condiciones
agrobioclimaticas de cosecha en los predios prospectados en las temporadas de produccion
(Informes Técnicos previos). De este modo, unas 63 plantas hibridas se encontraron en el
transcurso de las 4 temporadas de prospecciones, en unos 15 predios cuarentenarios de
canola GM. De la misma forma, en las prospecciones desarrolladas en maiz durante las
temporadas pasadas, se detectaron tasas de hibridacion bastante altas (5 a mas del 20%),
segun la distancia entre predios y la zona agrobioclimatica de ubicacion de los campos
semilleros prospectados. Aunque los valores encontrados en Chile para canola y maiz no
representan un impacto ecoldgico considerable (debido al bajo valor en canola y a que las
especies involucradas en maiz no son originarias de Chile), si afectan el proceso de
produccion de semilla pura. Estos valores de hibridacion sin duda también se deben
registrar en los demds predios que incluyen a la agricultura convencional y organica,
afectando de manera evidente la calidad del producto final.

Durante 2004, este mismo nucleo de investigacion desarrolld un primer sistema de base de
datos y modelamiento del impacto de los materiales transgénicos sobre la biodiversidad
chilena. Como parte del proyecto “Desarrollo de un Marco Nacional de Bioseguridad”, que
fue coordinado por CONAMA vy co-financiado por el GEF. En ¢l se desarrolld una
consultoria técnica en la que se recopilo, actualizé y sistematizo6 la informacion disponible
acerca de la presencia, distribucion, biologia y estado de las especies nativas y silvestres
presentes en Chile, que estan emparentadas con los cultivos convencionales, incluidas las
especies que tienen variedades transgénicas cultivadas o en desarrollo en el mundo y en
Chile. Asi, se desarrolld una categorizacion del eventual riesgo para cada especie, donde se
consideraron factores como flujo génico reportado en el estado del arte (documentos
especificos), viabilidad de polen, sistema reproductivo, fisiologia, origen (nativo, endémico,
introducido, naturalizado), ciclo de cultivo (anual o bianual, perenne) y otros. De esto, se
gener6 bases de datos que contienen todas las especies cultivadas (222 especies),
introducidas (mas de 3500) y nativas (mds de 5000) en Chile. De las 222 especies
cultivadas en Chile, s6lo 10 (un 4,5%), son nativas, mientras que las restantes 212, (el
95,5%), son introducidas. De las 212 especies cultivadas introducidas, solo 52 (el 24,5%),
tienen especies emparentadas en la flora vascular nativa de Chile. Un total de 62 especies
cultivadas (nativas o introducidas), es decir el 27.9%, estdn emparentados con 824 especies
nativas, esto es, un 16 % del total de la flora vascular nativa. De las restantes 160 especies
cultivadas, el 72,1% del total, no tiene especies emparentadas a nivel de género en nuestra
flora nativa. Con respecto a los transgénicos, de las 138 especies de cultivos transgénicos
existentes a nivel mundial (cultivadas o en desarrollo), sélo 2 de ellas (Solanum tuberosum
y Paspalum dilatatum Poir.) son especies nativas de Chile y un total de 24 especies de
cultivos transgénicos estan emparentadas a nivel de género con 236 especies nativas, esto es
un 4,7 % de la flora nativa. Finalmente, este estudio logra establecer que en Chile, entre los
afios 2002 y 2004, se cultivan o han cultivado comercialmente 14 especies transgénicas en
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8.230 hectareas, las que se exportan en su totalidad, no estando autorizada su
comercializacion dentro del pais.

Hacia fines de 2005, se presenta en la Oficina de Patentes del DPI de Chile, una solicitud de
patente en la que se reclama el uso del gen del sistema de autoincompatibilidad sexual de
canola, como un marcador preliminar para detectar hibridos del género Brassica
encontrados en campo (Prieto ef al., 2005). Este desarrollo técnico permite en la actualidad,
identificar rdpidamente en el laboratorio, plantas que han sido producidas por hibridacion
derivada del polen de canola GM sobre plantas de B. rapa creciendo en los alrededores de
los semilleros cuarentenarios de esta especie.

No existen en el mundo desarrollos alternativos superiores a los anteriormente expuestos,
por lo que las estrategias disenadas y las metodologias propuestas en este proyecto
representan una aplicacién actual de la forma en que la evaluacion del impacto entre
diversos cultivos sobre su produccién y también de éstos sobre el medio ambiente es
realizada.

Alternativamente, el nucleo ha logrado un continuo contacto con centros de investigacion
afines en Inglaterra (Mike Wilkinson, U. of Reading), EE.UU. (Carlos Quiros, U.
California-Davis), México (Marilyn Warburton, CIMMYT) y Francia (Anne Marie Chévre;
INRA). Todos ellos realizan trabajos ligados al flujo génico (canola, U. Reading e INRA), a
la aplicacion de técnicas de marcadores moleculares para bancos de germoplasma (maiz,
CIMMYT) y analisis de biodiversidad y al desarrollo de lineas sintéticas hibridas (canola,
UC-Davis).
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