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PROLOGO

Los avances de la biologla molecular continlan a ritmo
acelerado. Cada dfa se Identifican mis genes causantes de
enfermedades especfficas y, en los Estados Unidos ya se autorizé el
primer programa de terapia genética en seres humanos. Se ha
procedido asimismo a la introduccién de genes en diversas plantas para
hacerlas resistentes a los herbicidas e insectos, e incluso se han
producido pollos resistentes a la enfermedad de Marek, mediante la
insercién de ADN del virus en las células germinales de los pollos.

Estos hechos extraordinarios no son méds que algunos ejemplos
de lo que puede lograrse por medio de la biotecnologla y muestran cuén
cerca del mercado se encuentran algunos de ellos. De hecho, varios
organismos modificados genéticamente se encuentran en el proceso
regulatorio requerido para su aplicacién a gran escala y produccién
comercial. Se espera que varias plantas transgénicas concluyan con los
requisitos regulatorios este afio. ,

La evaluacién regulatoria de productos de la biotecnologla,
especialmente organismos vivos, se ha convertido en una de las fases
més importantes y costosas del desarrolio de productos comerciales. Elio
a pesar de que las garantfas y requisitos exigidos han sido simplificados
y reducidos significativamente, al demostrar la experiencia que los
temores iniclales respecto a la seguridad de la tecnologla del ADN
recombinante y de otras pueden haberse exagerado.

En America Latina y el Caribe no existen regulaciones de la
biotecnologla, con excepcién de unos pocos institutos de investigacién
que cuentan con procedimientos internos de evaluacion de la
bioseguridad para el trabajo con algunas técnicas. Esto se debe a que
las actividades de investigacién que actualmente se realizan en la regiéon
son en pequeiia escala, aunque también a que no se ejerce presiéon en
el nivel politico o publico para lograr que se establezcan esas
reglamentaciones. Pero con la ripida aparicién de productos vivos
asignados a usos comerclales, obtenidos mediante la biotecnologfa, urge
establecer en cada pals de la regién mecanismos y normas adecuados
con dl fin de proteger la salud publica y el medio ambiente de cualquier
riesgo importante y previsible. El logro de un tratamiento similar al que
aplican los palises desarrollados constituye un objetivo importante, a fin
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de mantener la confianza de los cientfficos y del piblico en general en
las nuevas tecnologfas.

Ello es también del mejor interés de las compafifas y los
institutos de investigacién, que requieren normas de orientacién claras
para su trabajo. El rpido acceso a la tecnologfa mas moderna por parte
de los palses de América Latina y el Caribe, esencial para poder
mantener y aumentar la productividad y la competitividad de su
agricultura y su industria, dependerA mucho de la existencia de este
marco reglamentario.

La politica y los enfoques con respecto a la bioseguridad de los
palses desarrollados no son necesariamente los mas adecuados para ios
pafses en desarrollo. Por lo tanto, es necesarlo adaptarios a las
circunstancias locales, teniendo en cuenta la experiencia de los palses
més adelantados. En vista de la falta de conocimientos técnicos y
recursos en el nivel nacional, la mejor forma de lograrlo es dentro de un
marco reglonal, como lo demuestran las actividades de cooperacién que
realizan el Instituto Interamericano de Cooperacién para la Agricultura, la
Oficina Sanitaria Panamericana, la Organizacin de los Estados
Americanos, el Organismo Internacional de Epizootias y el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos en la materia.

La primera reunién del Grupo Interamericano de Estudio de la
Nueva Biotecnologla, creado por estas organizaciones, que se celebré en
San José de Costa Rica en 1988, elabor6 unas normas relativas al uso
y la seguridad de las técnicas de ingenierfa genética o tecnologia del
ADN recombinante, que fueron ampliamente distribuidas en la regién. En
la segunda reunién, celebrada en Brasilia, del 30 de mayo al 1 de junio
de 1990, se elaboraron y recomendaron las normas generales para la
liberacibn en el medio ambiente de organismos modificados
genéticamente que figuran en el presente documento. Estas representan
la opinién general del distinguido grupo de expertos que participaron en
la reunién y constituyen una base sélida para establecer cualquier
mecanismo reglamentario en el nivel nacional de la regién.

Los métodos moleculares son fascinantes y muy eficaces;
ademds, permiten el movimiento de genes a través de las barreras
biolégicas. Al mismo tiempo, la informacién de que se dispone sobre los
aspectos ecoldgicos de dichos organismos y la experiencia en cuanto a
su introduccién en el medio ambiente es escasa. Esta incertidumbre en
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materia ecoldgica deberi abordarse de manera cientffica. Los posibles
efectos adversos pueden reducirse al minimo o eliminarse con la
aplicacion de medidas apropladas para evaluar y limitar la introduccion
inicial en un medio especffico. En estas Gulas se ofrece un marco para
evaluar tales riesgos antes de la liberacién limitada o general de
productos en el medio ambiente. Confiamos en que la forma de abordar
estos temas, aprobadas por el Grupo Interamericano de Estudio, sirvan
de base para Iniciar en la regién los correspondientes procesos de toma
de decisiones.

Dr. Carlyle Guerra de Macedo Dr. Martin Pifieiro
Director Director General
Organizacién Panamericana Instituto Interamericano
de la Salud de Cooperacién para la
Washington, D.C. Agricultura

San José, Costa Rica
Dr. Miguel Laufer Dr. Louis Blajan
Director Director General
Departamento de Oficina Internacional de
Asuntos Cientfficos Epizootias
y Tecnolégicos Paris, Francia
Organizacién de los
Estados Americanos

Washington, D.C.






1. INTRODUCCION

La liberacién en el medio ambiente de organismos modificados
genéticamente es un tema de gran actualidad en muchos palses. La
investigacion y desarrollo en biotecnologias ha avanzado, en muchos
casos, hasta la fase de las pruebas de campo de los organismos
modificados obtenidos, fase previa a la etapa final de su comercializacién.
Surgen, en consecuencia, preocupaciones acerca de los potenciales
impactos negativos de estos organismos modificados sobre el medio
ambiente y la salud pablica, io que ha llevado a regular estas pruebas y,
en general, la liberacién en el medio ambiente de estos organismos en
muchos palses.

Alun cuando la Investigacibn y desarrollo de nuevas
biotecnologlas en América Latina y el Caribe es de menor magnitud que
la que se realiza en los palses integrantes de la OCDE, existen al menos
ocho proyectos que tienen como objetivo el desarrolio de organismos
transgénicos (planta y microorganismos). Es decir, organismos que
contienen material genético foraneo Incorporado por técnicas de
ingenierla genética, que fueron identificados en una reciente encuesta
realizada por el lICA. Por otro lado, comparilas multinacionales han
manifestado interés en realizar pruebas de sus productos transgénicos en
algunos palses de la region, que muy pronto estaran disponibles en el
mercado internacional, dado que muchos estan cercanos a la aprobacién
por parte de agencias regulatorias de los paises de origen,
particularmente en los EEUU. A titulo de ejemplo, el Departamento de
Agricuitura de los EEUU habla autorizado, hasta mayo de 1990, 78
pruebas de campo de plantas transgénicas. Estos dos hechos justifican
la introduccion répida en la regién de mecanismos adecuados para la
evaluacién y aprobacién de pruebas de campo y para el otorgamiento
de odllcencias de Importacién y comerclalizacién para estos nuevos
productos.

Las presentes Gufas tienen el objetivo de ofrecer a las
autoridades competentes y a la comunidad cientffica y empresarial de los
paises de América Latina y el Caribe un marco de referencia técnico y
operacional detallado para la evaluacién de los riesgos ambientales de
la liberacion en el medio ambiente de organismos modificados
genéticamente. Estan basadas en la experiencia mundial mas reciente en
esta materia, particularmente el enfoque seguido por el Canada, la que
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fue analizada y adaptada a los requerimientos regionales por el Grupo
Interamericano de Estudio de la Nueva Biotecnologfa en su reunién de
Brasilia en mayo de 1990. Parten del principio general de que la
evaluacién debe centrarse en el producto, independientemente del
proceso por el que fue obtenido. Recomiendan una evaluacion y decisién
caso por caso, dada la relativamente limitada experiencia internacional a
la fecha, lo que sugiere un méaximo de flexibilidad para la incorporacién
de los cambios y nuevas concepciones que surgirdn a medida que se
vaya avanzando en el tema.

La metodologla seguida para la elaboracién de estas Gulas fue
la siguiente. Una primera propuesta de gufas, elaborada por el lICA, fue
sometida a la consideracién del Grupo Interamericano de Estudio de la
Nueva Biotecnologla, que se dividi6 en cuatro grupos de trabajo (salud
humana, salud animal, plantas y microorganismos) para analizarla durante
das dias de trabajo. Las recomendaciones y conclusiones de cada grupo
de trabajo fue sometido a la consideracién de la plenaria, donde se
hicleron una serie de recomendaciones adicionales. Todas las
conclusiones fueron incorporadas al documento original por Jerry Caliis
y Walter Jaffé, y esta segunda versién de las gufas fue enviada a cada
uno de los integrantes de Grupo de Estudio para su consideracién. La
presente version definitiva de las Gufas incorpora las observaciones
realizadas en esta segunda revision.

No existen en America Latina y el Caribe mecanismos ni
experiencia de evaluacién y regulacién de liberaciones de organismos
modificados genéticamente en el medio ambiente, con la sola excepcién
de un caso correspondiente a México. Es de esperar que las presentes
Gufas puedan constituir un marco comtin y coordinado para la regulacién
de esta importante fase en el desarrollo de productos, con base en las
nuevas biotecnologlas en América Latina y el Caribe. Esta oportunidad de
desarrollar una polftica arménica entre los pafses de la region facilitard
la integraci6n y el libre comercio en lo que atafle a los productos e
industrias basadas en las biotecnologlas.
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2. ASPECTOS GENERALES DE LA REGULACION
DE LA BIOTECNOLOGIA

DEFINICIONES

2.1,

2.2

2.3.

24.

Para los fines de este documento, "regulacion® se define en el
sentido mas amplio posible como un término global que abarca
principios, directrices y normas, asf como legislacién.

Las "plantas” incluyen: gimnospermas, angiospermas; y plantas
menores, que comprenden hongos que forman esporéforos,
algas y microalgas, excluidas las clanobacterias.

Los ‘“"microorganismos® incluyen : virus, bacterias que
comprenden clanobacterias, protozoos y hongos, excluidos los
hongos que forman esporéforos y otros organismos unicelulares
no fotosintéticos.

Los “productos biolégicos veterinarios® * incluyen vacunas
animales, reactivos para dlagnésticos y anticuerpos monoclonales
usados en el tratamiento de enfermedades y comprenden las que
se producen mediante técnicas convencionales y técnicas nuevas
de blotecnologla.

OBJETIVOS DE LA REGULACION

25.

Entre los principales objetivos que deben tenerse en cuenta para
la elaboracién de poltticas, normas y pautas reglamentarias se
cuentan los siguientes:

proteger la salud publica y el medio ambiente;

abordar las legftimas preocupaciones del publico en general con
respecto a la seguridad de la blotecnologia;

promover el comercio y la cooperacion internacionales;
desarrollar la capacidad nacional en biotecnologfa, incluidas las

actividades de investigacién y desarrollo, la capacitacién y la
Industria.
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AMBITO DE APLICACION Y PRINCIPIOS GENERALES DE LA
REGULACION

2.6.

2.7.

28.

2.9.

2.10.

El presente documento se aplica en general a los organismos
modificados genéticamente; es decir, los organismos que se han
obtenido tanto mediante técnicas clasicas como moleculares de
modificacién genética.

No existe distincién conceptual entre las modificaciones genéticas
de plantas y microorganismos por medio de métodos clasicos
o0 por métodos moleculares que alteran el ADN y transfieren
genes.

Desde el punto de vista de la introduccién en el medio ambiente,
no existe distincién conceptual entre un organismo modificado
genéticamente y uno exético (organismos que no estan presentes
en el ecosistema o en la localidad geogréfica). Por lo tanto,
estas normas generales se aplican en ambos casos.

Las actividades de ingenieria genética realizadas en el laboratorio,
en condiciones de contencién, son reguladas en muchos palses
mediante una notificacién voluntaria a alguna autoridad
competente en el nivel institucional 0 nacional. Las actividades
de ingenieria genética que no se realizan en condiciones de
contencién, como las pruebas de campo de microorganismos
producidos con técnicas de ingenierfa genética, en algunos
palses, son reguladas por instituciones legalmente competentes,
bajo leyes vigentes y, en unos pocos casos, mediante leyes
especiales. Esta regulacién se realiza generalmente por medio
de permisos para efectuar pruebas de campo o la concesién de
licencias para desarrollar productos.

El uso del ADN recombinante (ADNr) o de otras técnicas de
ingenierfa genética no presenta en sf riesgos especiales que no
puedan manejarse de acuerdo con criterios relacionados con
practicas adecuadas de laboratorio. Por lo tanto, la regulacién de
la biotecnologla debera referirse a los productos obtenidos
mediante dichas técnicas. La evaluacién del aspecto de la
seguridad de un organismo modificado con ia técnica del ADNr
debera basarse en la naturaleza del organismo y el medio en el
cual serd introducido, no en el método por medio del cual fue
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modificado.

REGULACION DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL

2.11.

2.12,

2.13.

2.14.

Las plantas transgénicas, independientemente de donde se
produzcan, deberan ser evaluadas en cuanto a su seguridad con
ol fin de determinar los efectos que pueden tener en los seres
humanos y en el medio ambiente.

Los paises de América Latina y el Caribe, en su mayorfa,
disponen de sistemas de cuarentena para plantas y de normas
para la introduccién de plantas que deben ser complementados,
tanto desde el punto de vista de ia infraestructura como de ia
capacitacién, con el fin de que puedan hacer frente a las
exigenclas de las nuevas biotecnologias.

Los paises de América Latina y del Caribe deberan llegar a un
consenso con respecto al enfoque y caracteristicas de sus
normas para facilitar la evaluacién de esos efectos.

Se recomienda fuertemente a los palses de América Latina y el
Caribe obtener en las Instituciones nacionales o internacionales
donde se desarrollaron las plantas, de gobierno a gobierno, toda
la informacibn necesaria pdra la evaluacion de plantas
transgénicas antes de realizar cualquier prueba o liberacién.

REGULACION DE LA BIOTECNOLOGIA VETERINARIA

2.15.

2.16.

En la mayorfa de los casos, la regulacién de los productos de
biotecnologla veterinaria cae dentro del ambito de la legislacion
existente. Por lo tanto, es conveniente elaborar normas generales
para regular los productos de biotecnologia en lugar de proponer
nuevas leyes.

Sobre la base de las caracteristicas blolégicas de los nuevos
productos y de los aspectos de seguridad, los productos
veterinarios de origen biolégico creados por biotecnologia pueden
clasificarse de la sigulente manera:
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Clase I:

Vacunas virales desactivadas, obtenidas con tecnologia del ADN
recombinante.

Vacunas bacterlanas desactivadas, obtenidas con tecnologfa del
ADN recombinante.

Productos virales, bacterianos, citocinas u otros productos.
Productos con anticuerpos monoclonales (hibridomas).
Vacunas que contienen organismos vivos, modificados mediante
la supresion o la insercién de genes (sin ADN extrafio).

Clase II:

Vacunas que utilizan un vector vivo para transportar genes
extrafios recombinantes.

Vacunas que contienen organismos vivos modificados mediante
la insercion o supresién de genes (introduccién de ADN extrafio).

La definicibn de cada uno de estos productos figura en el
Apéndice 1.

3. DEFINICION Y PRINCIPIOS GENERALES DE LA LIBERACION

INTENCIONAL EN EL AMBIENTE

DEFINICION DE LIBERACION INTENCIONAL

3.1.

3.2

Se considera una "liberacién intencional” cualquier experimento,
produccion comerclal o utlizacién de algin producto que
involucre el uso de organismos vivos (organismos nuevos para
el ecosistema, modificados genéticamente o de otra manera), en
condiciones de contencién, tales como:

I. en campo abierto, un potrero o un ecosistema natural;
ii. en Instalaciones cerradas pero que no sean de
contencién, como invernaderos y cobertizos y corrales
para animales.

Se pretende que estas gulas generales también se apliquen a
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trabajos cuyo objetivo no sea la iiberacion en sf, pero que hayan
de realizarse en instalaciones que no son de contencién o en
lugares restringidos del campo, puesto que tales trabajos podrian
dar lugar a liberaciones incidentales en el ambiente.

Etapas en la Introduccién de organismos:

Laboratorio/invernadero.

Investigaciones de campo en pequeiia escala.
Investigaclones de campo en gran escala.
Produccion y distribucion comercial.

En el caso de productos veterinarios biotecnolégicos vivos:

Investigacion y desarrollo en el laboratorio.
Experimentos controlados en condiciones de contencién.
Pruebas de campo limitadas con uso de especies
determinadas.

Otorgamiento de licencias para la manufactura del
producto.

En el caso de investigacién con seres humanos, las siguientes
etapas son comunes:

Pruebas en el laboratorio.
Estudios preclinicos.
Estudios clinicos; Fase |, Fase |l, Fase lll.

REGULACION DE LAS LIBERACIONES

34.

3.5.

Los Iimites para cada etapa deben determinarse caso Jpor caso,
segun la naturaleza del organismo. "Caso por caso® significa
hacer un examen Iindividual de cada propuesta en relacién con
criterios de evaluacién pertinentes a esa propuesta en particular.

Se recomienda a los gobiernos establecer mecanismos para
supervisar las distintas etapas; por ejemplo, la de
laboratorio/invernadero, la de investigacién de campo, la de la
progresién hacla una mayor escala y la de comercializacion. Los
gobiernos decidiran el grado de control que se vaya a adoptar
para cada etapa.
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3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

El procedimiento de supervisién debera guardar relacién con el
grado de riesgo asociado en cada caso, segun la naturaleza de
los organismos, el alcance de la prueba y si implica 0 no
experimentacién clinica con humanos.

El andlisis de los riesgos potenciales debera realizarse caso por
caso antes de la liberacién. No se pretende con esto que cada
caso requiera un andlisis por autoridades nacionales o0 de otra
indole, porque pueden quedar excluidas determinadas clases de
propuestas.

Las condiciones reglamentarias a cumplirse en cada etapa, en el
caso de los productos veterinarios biotecnoldgicos aparecen
resumidas en el Apéndice II.

Se recomienda que en el caso de pruebas clinicas con seres
humanos se aplique el Codigo de Etica de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS).

El examen y control de liberaciones en el medio ambiente sera
de responsabilidad de los Comités Institucionales de Bioseguridad
(CiB), en el plano institucional, y del Comité Técnico Asesor
Nacional de Bioseguridad (CTANB) en el plano nacional.

Para la definicién y términos de referencia de ios CIB y ios
CTANB deberan usarse las Gulas para el Uso y Seguridad de las
Técnicas de Ingenierfa Genética o Tecnologla del ADN
Recombinante, preparadas por el Grupo Interamericano de
Estudio de la Nueva Biotecnologla y publicadas por
IICA/OPS/OEA/OIE.

4. INVESTIGACIONES DE CAMPO EN PEQUENA ESCALA

PRINCIPIOS Y PRACTICAS PARA INVESTIGACIONES DE CAMPO EN
PEQUENA ESCALA: PRACTICAS ADECUADAS DE DESARROLLO

4.1.

En el caso de pruebas de campo en pequefia escala con plantas
y microorganismos se debera usar el concepto de Practicas



4.2.

43.

4.4
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Adecuadas de Desarrollo para investigaciones de campo en
pequefia escala, propuesto por la OCDE.

El prop6sito de las Practicas Adecuadas de Desarrollo (PAD) es
servir de guia clentffica para la realizacién de investigaciones de
campo que presenten poco riesgo o riesgos Insignificantes, para
cualquier fin, incluidas investigacion bésica e investigacion
aplicada. No pretenden excluir enfoques nacionales particulares
de la regulacion de la investigacion de campo con plantas y
microorganismos.

El concepto bésico de las PAD es que resulta posible determinar
una serie de condiciones de experimentacion, a partir de las
cuales se pueden efectuar investigaciones de campo en pequefia
escala, que presenten pocos riesgos o riesgos insignificantes, con
un organismo especffico genéticamente modificado. Los
principales factores para determinar la seguridad de un
experimento especffico son:

i. las caracteristicas de los organismos utilizados;

il. las caracteristicas del sitio donde se realiza la
investigacién; y

iil. la utilizacién de practicas de experimentacién apropladas,
cientfficamente aceptables y adecuadas desde el punto
de vista ambiental.

El primer supuesto de trabajo de las PAD es que ciertos
principios cientfficos relativos al organismo, el sitio donde se
realiza la investigacion y las practicas de experimentacién tienen
diferente importancia relativa en la determinacién de si un
experimento presenta poco riesgo o riesgos insignificantes.

El segundo supuesto es que se puede Hegar a una conclusion
sobre el riesgo de un experimento por medio de la evaluacion
de los factores pertinentes y su Interaccion, de acuerdo con las
condiciones del experimento.

El tercer supuesto es que resulta mas facil abordar la interaccién
de esos factores en experimentos de campo en pequefia escala,
debido a su limitado alcance.
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4.5.

4.6.

Ciertos organismos pueden tener determinadas caracteristicas
que, si son utilizadas dentro de una amplia gama de condiciones,
podran considerarse de poco riesgo o de riesgo insignificante.
Otros organismos, que producen efectos adversos conocidos,
podran ser aceptables para experimentos de campo, slempre que
ol disefio de experimentacién permita mantener el control sobre
tales efectos adversos. Para dicho propésito, se aplicardn
métodos de mitigacion o la confinacién del organismo que es
objeto de Investigacién, o de su material genético, a un sitio de
investigacién restringido.

Se formulan asimismo varios supuestos con respecto a los
principales factores que determinan la seguridad de un
experimento especffico. A continuacién se describen dichos
supuestos en relacién con las caracteristicas del organismo, las
caracteristicas del sitio y las practicas de experimentacién.

Caracteristicas de los organismos

4.7.

4.8.

Plantas - Las plantas con que probablemente se experimente son
domesticadas, pueden ser aisladas reproductivamente Y,
probablemente, no perduren en un medio ambiente no cultivado
o ni siquiera en el sitio de la prueba. Las caracteristicas de las
plantas que se consideraran comprenden :

I. la biologla reproductiva de la planta, como sus flores, los
requisitos de polinizacion y las caracteristicas de las
semillas, ademas de un amplio historial sobre control de
la reproducién, en el que no haya diseminacion ni
establecimiento en un medio ambiente comparable al del
sitio de la investigacién;

il. e modo de accién, la persistencia y la degradacion de
cualquier compuesto téxico nuevo introducido
recientemente en ella;

iii. la naturaleza de los vectores biolégicos utilizados para
la transferencia de ADN a las plantas.

Microorganismos - A diferencia de las plantas, las pruebas con
microorganismos, por lo general, se realizan con grandes




4.9.

4.10.
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poblaciones, y puede ser que algunas de ellas subsistan. Los
organismos individuales de esa poblacién no siempre pueden
aislarse genéticamente. Por ejemplo, la posibilidad de
transferencia horizontal de ADN no siempre puede excluirse en
los microorganismos. Los microorganismos deben ser
considerados en términos estadisticos, teniendo en cuenta la
probabilidad de que ocurra un acontecimiento en una poblacion
o un ambiente determinados. Las caracteristicas de los
microorganismos que se consideraran comprenden aquéllas que
se refieren a:

i. la dispersion, la supervivencia y la multiplicacién;

il. las interacclones con otras especles 0 sistemas
biolégicos;

lil. las posibilidades de transferencia de genes.
it (|

El sitio de investigacion puede seleccionarse tanto para realizar
pruebas de campo que presenten poco riesgo o0 riesgos
Insignificantes, como para alcanzar los objetivos de Ila
investigacién. El término “sitio” se utiliza de modo que Incluya
el terreno mismo de la investigacion y una parte apropiada del
medio ambiente circundante.

En la etapa de pequeia escala de la investigacion, en razén de
que el medio ambiente afectado en general est4 més localizado
que en otras etapas, el investigador podra seleccionar el sitio de
investigacién més adecuado desde el punto de vista de la
seguridad, mediante la determinacién, por ejemplo, de:

i. consideraciones ecolégicas o ambientales Importantes
relativas a la seguridad en el sitio geogréfico especffico
(por ejemplo, alto nivel fredtico, gran cantidad de
escurrimiento de agua);

li. condiciones climéticas;

iii. la extension, es decir, la superficie fisica;



P
4.11.

4.12.

iv. una ubicacién geogréfica apropiada en relacién con la
proximidad de biota especifica que pudiera verse
afectada.

La seguridad de ia investigacion puede incrementarse si se
escoge un sitio que tenga un amplio historial de investigaciones
pertinentes y en donde no se haya observado diseminacion ni
establecimiento més alla del sitio.

ri ion

Como cualquier otra investigacion, para que una investigaciéon de
campo sea clentfficamente aceptable y adecuada desde el punto
de vista amblental, es necesario diseilar cuidadosamente el
experimento. Habrad que formular una hipétesis y establecer los
objetivos; elaborar metodologfas especfficas para la introduccién
de los organismos, la supervision y la mitigacion; describir de
manera precisa el disefio de los experimentos, incluyendo la
densidad de plantacién y los tipos de tratamiento; y describir los
datos especfficos que se han de reunir y los métodos de andlisis
para examinar la significacion estadistica.

Las practicas adecuadas desde el punto de vista ambiental para
realizar estas investigaciones comprenden: la eleccion de un sitio
geografico aproplado en relacion con la proximidad a una
importante biota que podria verse afectada; caracterizar el sitio
de investigaciéon incluyendo, por ejemplo, la dimensién y la
preparacion, aspectos climéticos; el disefio de protocolos de
introduccién, incluyendo la cantidad y la frecuencia de la
aplicacién; la seleccion de métodos para la preparaciéon y el
cultivo del terreno; la seleccién de métodos para el aislamiento,
la descontaminacion, la vigilancia y la mitigacion; el disefio de
tratamientos aplicables a la investigacion; la elaboracién de
procedimientos adecuados de seguridad y de manipulacién para
la aplicacién de planes de contingencia en caso de que sea
necesario suspender anticipadamente un experimento.

FUNCIONAMIENTO DE LAS PAD

4.13.

En la presente seccion se expone a grandes rasgos el



21
funcionamiento de las PAD para realizar, en condiciones de
seguridad, Investigaciones de campo en pequeiia escala con
plantas y microorganismos modificados genéticamente, y para
ayudar en el disefio de experimentos de campo de bajo riesgo
o riesgos Insignificantes. El prop6sito de las PAD es
proporcionar conceptos generales que permitan aplicar enfoques
nacionales flexibles en el disefio y la evaluaciébn de las
Investigaciones de campo.

En esta parte se presentan una serie de précticas que deberan
tenerse en cuenta cuidadosamente al realizar investigaciones de
campo en pequeiia escala con plantas y microorganismos. Los
investigadores que diseiian y dirigen estos experimentos de
campo deberan elaborar protocolos y cédigos de practicas que
muestren la forma en que pretenden, por ejemplo:

1. Mantener el numero aproplado de organismos
modificados, en el mihimo nivel posible, acordes con el
experimento.

2. Poner en practica medidas para limitar la dispersion y el
establecimiento desde la fuente y, cuando proceda,
complementar esas medidas.

3. Vigilar adecuadamente el organismo en el sitio de
investigacién y estar dispuesto a aplicar medidas de
control o de mitigacion sl se considera aproplado y
necesario, con el fin de evitar efectos ambientales
adversos y no intencionales durante el experimento o al

concluir el experimento.

4. Efectuar pruebas para determinar la presencia de
organismos establecidos 0, cuando proceda, informacion
genética transmitida, fuera del sitio de investigacion
original.

5. Aplicar medidas de control o mitigacién (véase Apéndice
), si se considera apropiado y necesario para evitar
efectos ambientales adversos fuera del sitio de



4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

investigacion original.

6. Desarrollar procedimientos para la conclusién del
experimento y la eliminacién de desechos.

7. Proporcionar medidas de seguridad, educacion y
capacitacion apropiadas para todo el personal que
participa en la investigacién.

8. Uevar un registro de los resultados y realizacién de
pruebas.

Experimentos con plantas

La seguridad de las investigaciones de campo en pequefia escala
con plantas puede determinarse mediante un andlisis de las
caracteristicas del organismo y del sitio de investigacién; también
mediante la utllizacibn de practicas de experimentacion
apropladas, clentificamente aceptables y ambientalmente
adecuadas. La sigulente discusién de las PAD con respecto a las
plantas incluye caracteristicas del organismo y supone una
prudente eleccién del sitio de investigaclén y de las practicas
de experimentacién.

El propésito de las PAD es diseiiar experimentos de campo de
manera que: (1) las plantas experimentales genéticamente
modificadas permanezcan aisladas reproductivamente del poo/ de
genes de plantas sexualmente compatibles localizadas fuera del
sitio de experimentacién; (2) los genes o los organismos
modificados genéticamente no sean liberados en el medio
ambiente mas all4 del sitio de la investigacién; o (3) se utilicen
plantas que, aun sin aislamiento reproductivo, no produzcan
efectos adversos involuntarios y no controlados.

Los principios cientfficos de las PAD con respecto a las plantas,
como se presentan en el Apéndice IV, se derivan de la
experiencia adquirida en investigaciones de campo con nuevas
variedades de plantas, obtenidas mediante técnicas nuevas y
convencionales de fitomejoramiento.

Las PAD pueden lograrse de una o de las dos maneras




4.19,

4.20.

siguientes:
(1) El disefio del experimento permite controlar la reproduccién.

(@) Una restriccién del experimento o una limitacién
biolégica intrinseca hace que la planta sea incapaz de
reproducirse; o,

(b) El aislamiento reproductivo, o un equivalente practico,
reduce al minimo la probabilidad de reproduccion fuera
del terreno de experimentacion.

(2) El disefio del experimento limita la probabilidad de causar
dafios (o afectar significativamente) al medio ambiente.

(@) Hay una minima probabilidad de que la planta
sobreviva, se disperse 0 se establezca més alla del sitio
de la Investigacion;

(b) Cualquier compuesto téxico, reclen introducido o
aumentado en la planta, tiene minimas probabilidades de
producir efectos perjudiciales para los ecosistemas
manejados o naturales; o

(c) Los vectores de transferencia de genes que presentan
un riesgo de perjuicio, enfermedad o dafo para la planta
han sido adecuadamente desactivados o eliminados de
la planta.

Experimentos con microorganismos

La seguridad de las Iinvestigaciones de campo con
microorganismos, en pequeiia escala, puede determinarse
mediante el andlisis de las caracteristicas del organismo, el sitio
de investigacion y el empleo de practicas apropladas de
experimentacion.

El propésito de las PAD es diseiiar experimentos de campo con
el fin de que (1) se controle la transferencia de materlal genético
de interés; (2) se controle la diseminacién de microorganismos
que contienen ese material genético; o (3) no se produzcan
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4.21.

4.22.

4.23.

efectos adversos no intencionales y no controlados sobre otros
organismos, aunque pueda haber transferencia y diseminacién.

El término diseminacién incluye los conceptos de "movimiento/
dispersién® y "establecimiento” fuera del sitio de la prueba.

La capacidad de un microorganismo de diseminarse en el medio

“ambiente y transferir material genético a otros organismos,

sumado a la disponibilidad de hébitats/nichos adecuados y
asequibles en las cercanlas del sitio de la investigacién, seran por
lo tanto factores importantes para evaluar las condiciones de
seguridad. En el Apéndice V se examinan especficamente
principios cientfficos con respecto a los microorganismos.

Se pueden lograr PAD de las sigulentes formas:

(1) El disefio del experimento permite controlar la transferencia
de material genético y la diseminacién méas alld del sitio de
investigacién:

(a) La probabilidad de transferencia horizontal de genes
se reduce al minimo dada la biologla del organismo o
porque se la previene o minimiza en la medida de lo

posible;

(b) La biologla del organismo limita su capacidad de
competir; y

(c) Se adoptan medidas para reducir al minimo el
movimiento/dispersién del microorganismo desde el sitio
de la prueba; o

(d) Se adoptan medidas para prevenir o mitigar (véasé
el Apéndice lll) el establecimiento del organismo mas alld
del sitio de la prueba sl fuere necesario.

(2) EI disefio del experimento limita la probabilidad de que se
produzcan dafios (o efectos significativos) en las zonas que se
encuentran mas all4 del sitio de la investigacién:

(@) No deberdn producirse efectos adversos para el
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medio ambiente mas alld del sitio de la investigacion,
aunque el microorganismo se disemine fuera del sitio,
como lo muestran los conocimientos y experiencias
anteriores (por ejemplo, la biologia del organismo, las
condiciones ambientales, los resultados obtenidos de
estudios controlados y de pruebas de campo anteriores
que fueron evaluadas dentro del marco establecido en el
informe de la OCDE de 1986, titulado Consideraciones
de Seguridad relativas al ADN Recombinante); y

(b) E! experimento debera disefiarse con el fin de vigilar
los efectos que se producen en otros organismos (por
ejemplo, la sanidad vegetal y animal, las comunidades
microblanas, los procesos de los ecosistemas y otros
sistemas biol6gicos), y de controlar o mitigar esos
efectos en caso de que se produzcan.

EXAMEN Y SUPERVISION

4.24.

4.25.

4.26.

Se recomienda que la planificacién de pruebas de campo de
pequefia escala se ajuste a las Consideraciones de Seguridad
relativas al ADN Recombinante y con las Practicas Adecuadas
de Desarrollo, elaboradas por la OCDE.

Las solicitudes referentes a pruebas de campo de pequeiia
escala deberan ser examinadas y aprobadas en primera instancia
por el CIB. El comité puede consultar, en caso necesario, con
ol CTANB, asl como solicitarle las aprobaciones del caso.
También deberan velar para que los procedimientos y practicas
especificados en estas normas se pongan en practica,
asegurarse de que todo el personal que interviene tenga
suficiente capacitacion y experiencla y mantener un archivo
referente a estas pruebas.

El CTANB examina las propuestas de pruebas de investigacion
de campo de pequeiia escala presentadas por el CiB, las
consulta con las entidades gubemnamentales y otras
organizaciones pertinentes, segin sea el caso, y presenta un
informe sobre las pruebas a la entidad gubernamental
responsable.



4.27.

Si bien es recomendable que se establezcan los CIB y los
comités de supervision, conforme se indica en supra, en los
casos en que esto no sea practico o factible se suglere que se
obtenga asesoramiento de otras organizaciones regionales o
internacionales.

EVALUACION

4.28.

4.29.

4.30.

4.31.

Para la evaluacién de pruebas de campo en pequefia escala
debera utilizarse el siguiente marco de referencia para la toma
de decisiones, propuesto por e Consejo Nacional de
Investigaciones de los Estados Unidos de América (US NRC):

&¢Conocemos las propledades del organlsmo' y del ambiente en
el que podria introducirse?

{Podemos aislar o controlar el organismo de manera eficaz?

¢Cuélles serian los efectos probables en el ambiente si el
organismo en él introducido o algun rasgo genético suyo perdura
por mas tiempo de lo que se previ6 o se extiende a otros
ambientes no seleccionados para elio?

Las principales preocupaciones con respecto a las plantas,
producidas por técnicas de ingenierla genética, son la
"caracteristica de maleza", ia toxicidad de las plantas comestibles,
la produccion de plantas con caracteristicas no deseables y los
efectos de la trasferencia de rasgos no deseables a otras plantas.
El aislamiento es la condicién primordial para garantizar la
seguridad de la prueba en esta categoria.

En el caso de microorganismos, la influencia de la alteracién
genética en el fenotipo y la movilidad del rasgo modificado son
aspectos que deberfan evaluarse con especial cuidado.

En el caso de las plantas, se requiere la siguiente informacién
para el examen y la evaluacion de pruebas de campo de
pequeiia escala (esto se presenta con mayor detalle en el
Apéndice VI):

1. Caracteristicas del material vegetal.
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4.33.
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2. Donante del gen, especificacion de la insercién, vector
de expresién y producto del gen.

3. Sistema de transformacion.

4. Resultados de las pruebas de laboratorio y en el
invernadero, cuando sean del caso.

5. Sitio(s) propuesto(s) para la prueba.

6. Medidas de aislamiento reproductivo o de contencion
biolégica.

7. Tratamiento de la tierra post-cosecha y monitoreo del
sitio.

8. Destino del material vegetal cosechado.
En el caso de microorganismos, se requiere la siguiente
informacién para el examen y la evaluacibn de pruebas de
campo de pequeiia escala (esto se presenta con mayor detalle
en el Apéndice VII):

1. ldentificacién y caracterizaci6n del microorganismo
slivestre y del receptor.

2. Caracterizacion del material genético insertado o del
microorganismo producido por ingenieria genética.

3. Evaluacién de los impactos en el medio ambiente.

4. Evaluacién de patogenicidad y toxicidad.

5. Seguridad de calidad/control de calidad.

6. Observacién en el campo.
En el caso de productos veterinarios biotecnolégicos de origen
biolégico, las pruebas de campo de pequefia escala requieren

una evaluacién ambiental que se describe en el Apéndice Vili
bajo el titulo Requisitos para la Evaluacién Ambiental.
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MONITOREO

4.34. En el caso de plantas, las pruebas de campo de pequefia escala
deberan ser monitoreadas teniendo en cuenta los siguientes
factores:

1. Aislamiento de la cosecha genéticamente alterada de
especies afines, por medios fisicos o culturales.

2. Presencia de especles similares y malezas en el sitio de
la prueba.

3. Eficacla de los procedimientos de monitoreo usados
durante la prueba.

4. Apariencia y condiciones generales de la prueba.

5. INVESTIGACION DE CAMPO EN GRAN ESCALA O ESCALAMIENTO
DE PRUEBAS DE CAMPO

5.1. El escalamiento de las pruebas de campo debe examinarse sobre
la base de los resultados de pruebas de campo en pequeiia
escala. Las condiclones se determinaran caso por caso.

5.2. En el caso de microorganismos, los principios basicos de las
Practicas Adecuadas industriales de Gran Escala (GILSP),
propuestas por la OCDE, podran extenderse o aplicarse al
escalamiento industrial y la produccion comercial. -

5.3. Los peligros que se presenten con microorganismos.de ADN
recombinante pueden determinarse y manejarse de la misma
forma que los relacionados con otros organismos. Deberia
reconocerse que, en el caso de organismos considerados de
bajo riesgo, s6lo se requieren controles y procedimientos de
contencién minimos. Este es el caso de la gran mayorfa de los
organismos de ADNr utilizados en la produccién industrial de
gran escala. Por esta razén, avalamos el concepto de las
Practicas Industriales Adecuadas de Gran Escala (GILSP) en
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relacién con organismos que pueden ser manejados con un
minimo grado de control.

En el caso de organismos manipulados por medio de técnicas
de ADNr, pueden identificarse criterios que hagan posible el uso
de las GILSP (ver el Apéndice IX) para el organismo original
(huésped), para el organismo construido mediante tecnologla del
ADNr y para el vector de insercién empleado:

1. El organismo original debera ser no patoégeno; no deberé
contener agentes adventicios y debera tener un amplio
historial de uso Industrial seguro o limitaciones
ambientales Inherentes que permitan un crecimiento
6ptimo en el entormno Industrial, pero reducidas
consecuencias adversas en el medio ambiente.

2. El organismo construido por tecnologfa del ADNr debera
ser no patégeno, deberd ser seguro en el entorno
industrial como organismo huésped y no debera tener
consecuencias adversas en el medio ambiente.

3. El vector de insercién debera estar bien caracterizado y
libre de secuenclas perjudiciales conocidas; debera ser
tan reducido en tamafio como fuese posible en relacién
con el ADN requerido para realizar la funcién deseada;
no deberd aumentar la estabilidad del producto en el
ambiente, a menos que esto sea un requerimiento de la
funcién deseada; deberd ser escasamente movilizable y
no debera transferir marcadores de resistencia a
microorganismos que hasta donde se sabe no los
adquieren naturalmente, si tal adquisicion pudiera
comprometer el uso de alguna droga para controlar
agentes de ciertas enfermedades en medicina humana o
veterinaria, o en la agricultura.
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6. OTORGAMIENTO DE LICENCIAS PARA PRODUCTOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE

PRINCIPIOS GENERALES

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

La concesion de licencias dependera de las pruebas de campo
en gran escala y serd examinada caso por caso.

Un nuevo producto que ingresa en un pals y ya ha sido
aprobado previamente en otro sitio, o un producto desarrollado
dentro del pals, debe cumplir con las disposiciones
reglamentarias vigentes de este pals antes de que pueda ser
usado comerclaimente.

El mecanismo que existe en los palses para otorgar licenclas, en
relacion con otros productos, puede ser adecuado para los
organismos modificados genéticamente cuando hay un grado
aceptable de famillaridad con la propuesta.

La familiaridad con la propuesta puede determinarse usando el
marco de referencia para la toma de decisiones, establecido por
el US NRC, que figura en el Apéndice X para plantas y en el
Apéndice XI para microorganismos.

REQUISITOS DE iNFORMACION

6.5.

6.6.

Para otorgar licencias en el caso de productos veterinarios
biotecnolégicos de origen biol6gico, la presentacion debe
contener, ademas de informacién para la evaluacién del impacto
ambiental, los resultados de las pruebas de campo restringidas,
con el fin de demostrar que el producto es puro, seguro, potente
y eficaz. Estos requisitos se enumeran en el Apéndice Xll, junto
con los referentes a las condiclones fisicas, ia higiene y la
seguridad de las instalaciones.

En el caso de plantas transgénicas que contienen o expresan
toxinas en grados que podrian ser peligrosos para la salud de
seres humanos o animales, deberan tomarse las correspondientes
precauciones de etiquetado y empaque.
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6.8.
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Cuando se solicita el registro de un producto en un pals
determinado, deberd informarse a la institucion nacional
reguladora competente lo referente a la concesién de licencias
o ol registro del producto en el pals de origen.

Los palses que exportan un organismo genéticamente
modificado, con el cual no se permitieron realizar pruebas de
campo en dicho pals, deberdn comunicar las razones y toda la
Informacién al respecto, a cualquier otro pals al que se pretenda
exportarlo, cuando ello sea solicitado por este.

NECESIDAD DE PRUEBAS LOCALES

6.9.

Puede que sea necesario efectuar pruebas y evaluaciones locales
para la concesién de una licencla o permiso para e uso
comercial de un organismo que ha de ser introducido en un pals
determinado. Esto debera decidirse caso por caso. El marco de
referencia para la toma de decisiones, propuesto por el US NRC,
puede ser utllizado para decidir si estas pruebas locales son
necesarias.

PAPEL DE LOS INSTITUTOS DE INVESTIGACION Y DE LAS
ORGANIZACIONES INTERNACIONALES

6.10.

6.11.

6.12.

Los institutos de investigacién no deberdn desempeiiar papel
alguno durante esta etapa, a menos que asf lo exigieran las
autoridades reguladoras.

Las organizaciones regionales deberan participar en la
armonizacion de los principios y procedimientos para la
comercializacién y otorgamiento de licencias, en relacién con
organismos modificados genéticamente y utilizados en los palses
de la region.

Para los casos en que no exista una Infraestructura
reglamentaria, deberd obtenerse asesoramiento, segiin sea
requerido, de otras autoridades nacionales o regionales.
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APENDICE |

CLASIFICACION DE PRODUCTOS VETERINARIOS BIOTECNOLOGICOS
DE ORIGEN BIOLOGICO

Fuente: Agriculture Canada (1989), Guidelines for the
Regulation of Veterinary Biologics Produced by Biotechnology.






CLASE |
-Vacunas virales desactivadas obtenidas mediante ADNT.
-Vacunas bacterianas desactivadas obtenidas mediante ADNr.
-Citocinas u otras subunidades virales o bacterianas.
-Productos de anticuerpos monoclonales (hibridomas).

-Vacunas que contienen organismos vivos modificados por
insercibn o supresion de genes (sin introduccién de ADN
“extrafio”).

CLASE Il

- Vacunas que utilizan un vector vivo para transportar genes
recombinantes extraiios.

- Vacunas que contienen organismos vivos modificados por .
insercion o supresién de genes (con introduccién de ADN
“extraiio”).

La Clase | comprende productos preparados a partir de organismos
recombinantes desactivados, tales como virus, bacterias, toxoides de
bacterias, subunidades virales o bacterianas, citocinas, productos de
anticuerpos monoclonales usados en profilaxis o terapéuticamente o en
componentes de equipos para diagnéstico. Estos productos no viables
no implican riesgo alguno para el ambiente, ni preocupaciones nuevas o
inusuales en cuanto a seguridad. En el caso de los productos vivos de
esta clase, que contienen organismos resultantes de supresiones,
cambios de base Unica y reorganizaciones dentro de un Unico gen,
podria requerirse informacién para establecer ia seguridad ambiental.
Estos productos son casi equivalentes a las vacunas vivas modificadas,
que han sido utilizadas durante decenios sin riesgos Inesperados.

La Clase |l comprende productos que contienen microorganismos
vivos que han sido modificados con la introduccion de ADN de
diferentes organismos o diferentes variedades del mismo organismo;
esta clase consiste en productos que usan vectores vivos para
transportar un gen recombinante extraiio 0 mas de uno, que codifican
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los antigenos inmunizantes o los estimulantes inmunolégicos. Los
vectores vivos pueden transportar multiples genes recombinantes extrafios
y son capaces de infectar e inmunizar eficazmente a los animales
huéspedes. Los genes suprimidos en productos vivos en la Clase | o0 en
la Clase Il pueden codificar la virulencia, la oncogenicidad, alguna
actividad enzimética u otras funciones bioquimicas. La adicién de genes
puede dar lugar a la expresiéon de antigenos marcadores Unicos 0 a la
produccién de subproductos bioquimicos novedosos.

Deben tomarse precauciones para garantizar que esta adicién o
supresién de informacién genética especffica no aporte mayor virulencia,
patogenicidad o ventajas de supervivencia a estos organismos que las
que se presentan en sus formas naturales o siivestres. La modificacién
no debe aportar factores adhesivos o invasivos no deseables, nuevos o
mas numerosos, propiedades colonizadoras o diferentes condiciones de
supervivencia dentro del huésped. Es importante que los genes que se
agregan o se suprimen no pongan en peligro las caracteristicas de
seguridad de estos organismos. En la mayoria de ios casos se mejoran
sus caracteristicas de seguridad, de manera de no presentar nuevos
peligros para humanos, otras especies animales 0 el medio ambiente.

La informacion genética agregada o suprimida debe consistir en
segmentos de ADN bien caracterizados. Los datos requeridos para la
concesién de licencias pueden comprender andiisis de pares de bases,
informacion sobre secuencias, sitios de restriccion de endonucleasas y
la caracterizacién fenotipica de! organismo alterado. Se requiere también
una comparacion entre el organismo creado por ingenierfa genética y la
variedad de origen en cuanto a vias bioquimicas, rasgos de virulencia
u otros factores que afecten la patogenicidad. Cuando se usan como
vectores vivos de genes extraiios, los nuevos organismos derivados del
ADNr deben ser totalmente caracterizados de nuevo y comparados con
el virus de origen. Las preocupaciones, en cuanto a seguridad para los
humanos y animales y los efectos en el ambiente, deben ser abordadas
en un estudio de evaluacién ambiental o efectos en el medio ambiente,
a cargo de un comité especial, antes de que puedan tomarse en
consideracién productos vivos para efectos de pruebas de campo
limitadas o la concesién de licencias.




APENDICE Il

REQUISITOS PARA EL DESARROLLO, PRUEBA DE CAMPO
Y CONCESION DE LICENCIAS A ORGANISMOS VIVOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE PARA SER UTILIZADOS
COMO VACUNAS VETERINARIAS

Fuente: Agriculture Canada (1989), Guidelines for the
Regulation of Veterinary Biologics Produced by Biotechnology.






ETAPA |

Investigacion y desarrollo en el laboratorio, observando las
normas de seguridad de la OCDE.

ETAPA II

Experimentos de contencién controlada tanto con especies
animales objetivo y no objetivo.

ETAPA Il

Presentacién de datos para la evaluacién ambiental y las pruebas
de campo ante el organismo regulador.

La negociacién, caso por caso, podria requerir una evaluacion
de un Comité Ad-Hoc.

Pruebas de campo limitadas con especies objetivo.
ETAPA iV

Presentacién completa, incluyendo los resultados de la prueba
de campo, para el otorgamiento de la licencla al producto.

Emisién de la licencia si se cumple con los requisitos.

La autorizacién de los procedimientos y normas para el estudio
de la solicitud hecha para la experimentacién, en las etapas 2-4, serd
evaluada caso por caso por el organismo regulador pertinente.

Las Instalaciones fisicas de contencién para la segunda etapa
seran casi equivalentes a las de la Etapa |, pero las condiciones pueden
ser negociadas con sujecion al estudio de la informacién obtenida
durante la Etapa .

El movimiento del producto de ADN recombinante vivo de la
Etapa Il a la Etapa lll, para pruebas de campo limitadas fuera de las
instalaciones con condiciones de contencién controladas, har4 necesaria
una presentacién de informacién completa acerca del producto, que
incluya datos sobre seguridad provenientes de los experimentos de la
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Etapa | y la Etapa ll. En esta etapa se decidira si se necesita 0 no un
Comité Ad-Hoc para la evaluacion de esta informacién y para evaluar el
efecto en el medio ambiente que tendria la autorizacion de tales pruebas.
El fabricante debe proporcionar informacién apropiada, de manera que
los reguiadores y miembros del Comité puedan determinar si las
condiciones de la prueba de campo propuesta son seguras para el
ambiente y adecuadas para prevenir la propagacién de enfermedades.




APENDICE Il

EJEMPLOS DE METODOS PARA REDUCIR LOS NIVELES DE
POBLACION DE MICROORGANISMOS EN EL MEDIO AMBIENTE

Fuente: OECD (1990), Good Develomental Practices for
Small Scale Field Research with Genetically Modified
Plants and Microorganism, Paris.
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vida libre
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(a) Tratamiento efectivo dentro de un plazo de horas a varios dias.

() Tratamiento efectivo dentro de un plazo de semanas a tres afios.
(c) Tratamiento efectivo después de més de tres afios.
(d) Desarrolio rapido si ef germoplasma se identifica adecuadaments; de lo contrario el

proceso dura normaimente de 5 a 10 aflos.

bles
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naturales
Control de la
erosién

disponi para generalizado.
eleccién y la disponibilidad de los productos quimicos para los microorganismos

((:))Mnhaypoeoc agentes de oontrol

a ser tratados determina la viabilidad y el método.






APENDICE IV

PRINCIPIOS CIENTIFICOS PARA LAS INVESTIGACIONES
DE CAMPO CON PLANTAS

Fuente: OCDE (1990), Good Developmental Practices for
Small Scale Field Research with Genetically Modified
Plants and Microorganisms, Paris.
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En las secciones siguientes se presentan los principios clentfficos
que constituyen la base de las condiciones para lograr PAD en las
investigaciones de campo con plantas modificadas genéticamente. Es
muy probable que la extension de las parcelas para realizar estos
experimentos esté determinada por las caracteristicas de las plantas que
se utilizaran en el experimento (por ejemplo, para huertas de frutales se
necesitardn parcelas mas extensas, mientras que los cultivos de cereales
pueden evaluarse adecuadamente utilizando parcelas de experimentacion
mas pequedias). Si bien durante miles de afios se ha venido practicando
de alguna manera el fitomejoramiento selectivo, no fue sino hasta que se
volvi6 a descubrir el trabajo de Gregor Mendel, en 1900, que se
generaliz6 el tipo de modificacién genética cientffica que practican
actuaimente los fitogenetistas. Las observaciones formuladas por
cientfficos, basadas en un conocimiento de la fitogenética, la morfologfa,
la biologfa de la reproduccién y la fisiologfa de las plantas han dado por
resultado las practicas empleadas actualmente por los fitogenetistas con
el fin de garantizar la integridad genética de su material de
experimentacion. Dicha experiencia, y la que se ha adquirido en pruebas
de campo controladas con plantas modificadas genéticamente,
contribuyen a determinar caracteristicas de las plantas y condiciones de
los experimentos que permiten realizar sin rlesgos Investigaciones de
campo en pequefa escala.

1. Las investigaciones de campo en pequefia escala con plantas
modificadas genéticamente son andlogas a las investigaciones de
campo ya realizadas por fitogenetistas para la evaluacion de
nuevas variedades potencialmente (tiles. Las modificaciones
genéticas logradas mediante técnicas convencionales de
fitomejoramiento han producido mutaciones de uno o de
mltiples genes y cambios en el nimero de cromosomas,
mediante: tratamientos quimicos o radiaciones ionizantes; cruces
entre cultivares de una especie de cultivo; y cruces
interespecfficos, incluidos los cruces entre especies cultivadas, y
cruces entre especies cultivadas y especies no cultivadas afines.
Cuando se realizan investigaciones convencionales en genética
vegetal, con frecuencia se presta atencion a la prevencion de
posibles interacciones genéticas entre las plantas de la parcela
de la investigacién y cualquier planta compatible sexualmente que
se encuentre cerca. No se ha demostrado la transferencia natural
de material genético de plantas a otros organismos.



En las Investigaciones de campo en pequeiia escala se evalian
las caracteristicas de una nueva variedad de planta y su
interaccién con el medio ambiente. Los experimentos de campo
con nuevas variedades de plantas, producidas mediante métodos
convencionales de fitomejoramiento, han demostrado que la
mayorfa de plantas nuevas, por lo general, son inferiores o, en
el mejor de los casos, no son mejores que las variedades
originales. Muchas plantas no son de utilidad practica y son
desechadas, sin que ello tenga efecto alguno sobre el medio
ambiente ni sobre las actividades subsiguientes de
fitomejoramiento. Solamente una proporcién muy reducida de
nuevas lineas de germoplasma, producidas por los fitogenetistas,
permite la realizacion de mas investigaciones o una posible
comerclalizaciéon.

Se han registrado algunos casos en que la introduccién
intencional o accidental de una especie de planta extranjera en
un nuevo ambiente produjo efectos desfavorables desde el punto
de vista ambiental. Algunos ejemplos de ello son : el sorgo de
Alepo (Sorghum halepense) que se introdujo en Carolina del Sur,
EE.UU., como planta forrajera en el decenio de 1930; y el jacinto
de agua (Eichhornia crassipes) que se introdujo en Florida,
EE.UU., como planta ornamental acuética. Muchas otras malas
hierbas importantes (Cirsium arvense, Cardus arvensis, las
compositae y las convuldceae), que existen actualmente en los
EE.UU, son el resultado de la Introduccion accidental de
especies de plantas extranjeras. En Europa, han surgido
problemas similares debido a la introduccién intencional o
accidental de especies de plantas extranjeras tales como el
girasol (Helianthus annuus) y las ambrosfas comunes (Ambrosia
artemisiifolia). Estos ejemplos suponen la liberacién no
controlada de un genoma completo, mas que la transferencia
controlada a las plantas de uno o varios genes, que es lo que
sucede actualmente con los organismos genéticamente
modificados. Por lo tanto, las pruebas de campo con plantas
genéticamente modificadas, que se realizan de acuerdo con los
principios para lograr PAD, no deberfan ser consideradas
andlogas a la introduccién de plantas extranjeras en un ambiente
totalmente nuevo.
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AISLAMIENTO REPRODUCTIVO DE PLANTAS GENETICAMENTE
MODIFICADAS

4.

Con el objeto de prevenir efectos sobre el medio ambiente en los
experimentos convencionales de fitomejoramiento se ha
procedido al aislamiento reproductivo de las plantas en las
parcelas de investigacién, ademéas de limitar la extension de las
parcelas. El empleo de practicas para asegurar el aislamiento
genético o reproductivo de las plantas modificadas constituye un
excelente método para impedir la diseminacién accidental de
material genético de la planta del experimento hacla otros
miembros de la misma especie o de especies afines.

Al examinar los mecanismos naturales para el aislamiento
genético o reproductivo en la evolucién de especies de plantas,
Stebbins (1950) destacé las caracteristicas identificadas como
*precigéticas” (que se manifiestan antes del apareamiento), ya
que éstas, por lo general, pueden ser controladas manipulando
las plantas del experimento o el ambiente en el que se han de
introducir las plantas. Con esta forma de manipulacién se puede
lograr que la planta sea incapaz de producir o diseminar
cualquier tipo de material genético (por via de polen, semillas,
etc.) que permitirfa la incorporacién permanente de nuevos genes
en la reserva de genes de la especie.

Al final de este apéndice, se presenta una lista de ejemplos que
proporcionan cierta orientacién para determinar los tipos de
practicas apropladas en el aislamiento reproductivo. Al examinar
estos ejemplos de practicas utilizadas actualmente para lograr el
aislamiento genético, debera prestarse atencién en cada caso a
la foorma en que una determinada practica compensa una
caracteristica, ya sea de la planta, ya sea del medio ambiente,
de la Investigacion de campo. El resultado final del empleo de
tales practicas serd el aislamiento reproductivo de las plantas
experimentales genéticamente modificadas.

La practica de mantener un grado considerable de aislamiento
reproductivo es utilizada actualmente por los fitogenetistas para
llevar a cabo experimentos en genética vegetal y por los
productores de semilias autorizados para producir semillas
genéticamente puras. En estas practicas se pone de relieve ia



prevencién de la contaminacién de las plantas utilizadas en el
experimento o de las plantas utilizadas para la reproduccién con
material genético externo (en la mayorfa de los casos por medio
del polen), con el fin de mantener la pureza genética de ia
poblacién que se utiliza en el experimento o de las plantas
utilizadas en la reproduccién con material genético. Si bien las
préacticas utilizadas para proteger la pureza genética de una linea
de reproduccion difieren de aquellas utilizadas en las
investigaciones de campo, donde se concede importancia al
control de la dispersion del material genético de las plantas
utilizadas en el experimento fuera de la parcela de la prueba, se
aplican los mismos principios. Esos principios pueden ser
utilizados para controlar con éxito la dispersiSn de material
genético fuera de la parcela del experimento.

Las préacticas empleadas actuaimente por los fitogenetistas y los
productores autorizados de semillas, ofrecen modelos Utiles para
el aislamiento reproductivo en investigaciones de campo con
plantas genéticamente modificadas. Dichas practicas dan lugar
al aislamiento espaclal, mecénico, temporal y genético, que los
biblogos evolucionistas utilizan para definir el aislamiento
reproductivo de las poblaciones de plantas. En la mayorifa de los
casos, si la investigacién de campo se realiza de manera que las
plantas experimentales, genéticamente modificadas, permanezcan
aisladas reproductivamente de ia agrupacion de plantas
sexualmente compatibles fuera del sitio del experimento, se
habran logrado los objetivos de las PAD. Al utilizar PAD, las
investigaciones de campo en pequefia escala con plantas
genéticamente modificadas pueden realizarse con la relativa
seguridad de que no produciran efectos perjudiciales
significativos en el medio ambiente.

Si bien el aislamiento reproductivo probablemente constituya la
principal preocupacién en cuanto a seguridad, en la mayoria de
experimentos de campo en pequefia escala, es posible que en
. algunos casos se tengan que tomar en cuenta algunas medidas
para garantizar el aislamiento reproductivo, asf como también
otros factores. Por ejemplo, puede ser que las plantas utilizadas
en las pruebas de campo hayan sido modificadas con el fin de
que contengan 0 emitan toxinas, 0 que contengan vectores
biol6gicos capaces de transferir material genético. En las dos
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secclones siguientes se expone la naturaleza de los problemas
que pueden surgir en los casos de las toxinas y de algunos
vectores biolégicos. Se seiialan, asimismo, los factores que
deberdn evaluarse cuando se proyecta realizar ese tipo de
prueba de campo.

PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS PARA CONTENER O
EXPRESAR TOXINAS

10.

1.

Muchas plantas contienen compuestos téxicos. Algunos sirven
de defensa contra los agentes patégenos y los predadores. Las
técnicas de modificacion genética pueden aumentar o reducir los
mecanismos de defensa de una planta o pueden agregar a la
planta nuevos componentes en cuanto a la defensa. Puede ser
deseable desarrollar variedades de plantas que contengan
compuestos téxicos o que produzcan compuestos téxicos
naturales de la planta en niveles mucho méas elevados de los que
alcanzan naturalmente. En muchos casos, las investigaciones de
campo con plantas que producen esas toxinas no suponen
peligro, ya que se dispondra de suficiente informacién acerca de
la toxina que se introduce, la forma en que actuia, los posibles
efectos de la toxina en organismos a los que est4 destinada y
a los que no esta destinada, y las técnicas para incorporar el gen
o ios genes que codifican caracteristicas de la toxina en la

planta.

Existen algunas posibilidades de riesgo ambiental en las
investigaciones de campo, en pequefia escala, con plantas
modificadas para que contengan toxinas, aunque el material
genético de la planta se mantenga restringido al sitio del
experimento. Esas plantas pueden afectar a los organismos que
entran en ¢l sitio, o pueden producir algunos efectos remanentes
o no intencionales sobre ios organismos a los que no estaban
destinados y que se han visto expuestos a las plantas o a sus
productos, después de que las plantas mismas han sido
removidas del lugar del experimento. Es posible realizar
investigaciones - sin riesgos con plantas genéticamente
modificadas para que contengan algin compuesto téxico o para
que emitan clerto compuesto t6xico natural en niveles més altos.
Se debe disponer de suficiente Informacién acerca de puntos
como la forma de actuar, la persistencia y la degradacién de la



toxina, con el fin de poder limitar sus efectos en los organismos
susceptibles, en el sitio del experimento. Se pueden tomar otras
precauciones tan sencillas como cercar el sitio. O tan complejas
como situar el terreno del experimento en un lugar aislado,
enjaular las plantas con que se realiza la prueba de campo o
establecer medidas rigurosas que permitan dar razén de todo el
material vegetal producido en la investigacién de campo.

PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS MEDIANTE EL USO DE
SISTEMAS DE VECTORES BIOLOGICOS

12.

13.

Existen diversos medios fisicos, quimicos y biolégicos disponibles
para transformar plantas con material genético nuevo. Estas
técnicas incluyen el uso de la electroporacién, la microinyeccién,
los microproyectiles balfsticos y los organismos biolégicos o
porciones de organismos biolégicos (plasmidos). Las tres
primeras técnicas citadas son procedimientos mecénicos que
hacen improbable la transferencia accidental de material genético
en cualquier momento que no sea el de la insercién inicial. Sin
embargo, con los vectores biolégicos existe la posibilidad de que
el vector actue posteriormente como agente infeccioso, a menos
que pase a un estado biolégicamente inactivo o sea eliminado
de la planta transformada.

La seguridad de las investigaciones de campo en pequefa
escala, con plantas que han sido transformadas mediante la
utilizacion de vectores biolégicos, aumenta cuando no hay
probabilidad de que el sistema del vector transfiera material
genético después de que se ha producido la transformacion
Inicial. Si el vector presenta un rlesgo de plaga para la planta
(es decir, un riesgo de perjuicio, enfermedad o dafio), ese riesgo
debe eliminarse adecuadamente. En la mayorfa de ios casos, el
vector debera ser eliminado de la planta o desactivado una vez
que se haya realizado la transformacién. Ei ADN a utilizarse para
desarrollar una planta genéticamente modificada debe: (a) estar
bien caracterizado y no deben existir probabilidades de
transmisién después de insertarse en la planta (el plasmido Ti
desarmado de Agrobacterlum tumefaciens cumple esa
condicion); (b) transferirse de la misma especie (de la planta
receptora) 0 de especies estrechamente relacionadas; o (c)
transferirse de plantas procariotas no patégenas o de plantas
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inferlores eucariotas no patégenas); o (d) transferirse de ios
agentes patégenos de las plantas solamente si se han eliminado
las secuencias capaces de producir enfermedades o daflos en
las plantas.

Actuaimente el sistema de vectores que mas se utlliza para
transferir ADN a las células de las plantas estad presente de
manera natural en la bacteria Agrobacterium tumefaciens y
usualmente se le conoce como plasmido Ti. Se dispone ahora
de un considerable caudal de Informacion basada en
experimentos realizados en condiciones de laboratorio e
invernadero que demuestran la seguridad de este sistema de
vectores. En la mayorfa de las Investigaciones de campo,
realizadas hasta la fecha con plantas producidas a partir de
técnicas de ingenierfa genética, los sistemas de vectores
derivados de A. tumefaciens han contribuido a suprimir
fisicamente los genes relacionados con la respuesta patol6gica
a la infeccién. Ademds, las transformaciones se han iievado a
cabo de manera tal que no se encuentra, en la planta
transformada, ninguna secuencia de los vectores con poder
patégeno y el agente vector, la bacterla, no sobrevive. De esta
manera se elimina la posibllidad de que el vector pueda
ocasionar alguna transferencia de material genético desde la
planta modificada.

A continuacién figuran ejemplos de practicas utilizadas
actuaimente en experimentos con el fin de mantener el
aislamiento reproductivo en las plantas:

I. El método mas comin utllizado para aislar a plantas, con
respecto a poblaciones de plantas sexualmente
compatibles, es la separacion espacial. La mayorfa de
requisitos para cultivar semillas autorizadas incluyen
clertas condiciones referentes a la distancia entre terrenos
donde existan plantas de la misma especie. La distancia
especffica que se requiere dependera de la biologla de
las especies de que se trata. En el caso de las especies
de autopolinizacién, cuyo polen es fragll, se requeriran
distancias relativamente cortas, mientras que algunas
especles de polinizacién ablerta, o indirecta y con polen
resistente, experimentaran clerto grado de contaminacién



cuando se les separa de plantas compatibles por una
distancia de varias millas.

ii. En el caso de algunas plantas dioicas, la eliminacién de
las estructuras reproductoras masculinas o femeninas
puede permitir, sin riesgo, el cuitivo de plantas muy cerca
de plantas compatibles. Un ejemplo, en que se utiliza
este método, es la eliminacibn mecénica de las
espiguillas en la produccion de semilla para mafz. Con
la eliminacién de la espiguilla (que contiene el polen que
producen las flores masculinas) se puede eliminar por
completo la fuente de material genético masculino capaz
de transferirse por medio del polen.

iil. Una varlacién de la técnica mencionada consiste en
incorporar en la planta de que se trata una caracteristica
citoplasmética de esterllidad masculina. Cuando esta
caracteristica est4 presente casi no se produce polen
viable y la planta permanece pricticamente alslada,
reproductiva y biolégicamente hablando.

iv. Serfa posible cultivar las plantas en cuestién de modo tal
que la floracion se produzca antes 0 mas tarde de lo que
se espera en las plantas de cultivos compatibles o
especies de plantas slivestres que se encuentran cerca.
Este uso del aislamiento reproductivo temporal puede ser
potenciaimente tan eficaz como la separacién espacial
para limitar el movimiento del material genético. La
diseminacién del polen puede también prevenirse
cubriendo fisicamente las flores (con bolsas) en el
momento previo de la antesis.

v. Cuando los objetivos de un experimento de campo no
requieren de la produccién de semillas, como cuando se
estan evaluando las calidades forrajeras de la alfalfa, es
posible cosechar plantas antes de la floracién. En este
caso, el aislamiento reproductivo podria lograrse en
algunos cultivos de diffcil aislamiento (normalmente por
causa de la polinizacion entomégama).




APENDICE V

PRINCIPIOS CIENTIFICOS PARA LAS INVESTIGACIONES DE CAMPO
CON MICROORGANISMOS

Fuente: OECD (1990), Good Developmental Practices for Small
Scale Field Research with Genetically Modified Plants and
Microorganisms, Paris.
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APLICACION EN EL MEDIO AMBIENTE

1.

Uno de los principales supuestos para lograr las PAD, es que
clertos experimentos de campo en pequefia escala presentan una
situacién en que las cuestiones que se deben abordar se ven
iimitadas por la extensién relativamente pequefia del terreno del
experimento, en comparacién con las pruebas o la utilizacién en
gran escala, o con una aplicacién llimitada. En investigaciones
en pequefia escala, la frecuencia de la aplicacién y el nimero
de organismos aplicados, por lo general, serdn méas reducidos
que durante pruebas en gran escala o la utilizacién comercial, y
la investigacion normalmente se realizard solamente en uno o en
pocos lugares geogréficos. Los resultados de la investigacion de
agentes de control biolégico, como medio de control de plagas
agricolas, indican que la escala y la frecuencia de introduccién
parecen ser factores importantes para determinar si el
microorganismo se establecerd y el efecto que tiene sobre el
medio ambiente el microorganismo que se introduce.

En un experimento de campo restringido, el medio ambiente
potencialmente afectado est4, por io general, mas localizado y,
por io tanto, resulta mds facll identificar las consideraciones
ecolbgicas y ambientales Importantes que deberan evaluarse con
el fin de disefiar un experimento sin riesgos. Ademés, debido a
la pequeia dimensién del experimento, los procedimientos y
diseiios experimentales para aislar a los organismos pueden ser
utilizados eficazmente.

Los métodos para aplicar el organismo y la cantidad de inéculo
son consideraciones importantes para determinar las condiciones
de seguridad de investigacién de campo. La ubicacién y
naturaleza del sitio de aplicacién y ia magnitud de la aplicacion
son importantes para evaluar el aspecto de la seguridad.

Generalmente, ios microorganismos se aplican en investigaciones
de campo en pequeiia escala como enmiendas del suelo, como
rociado follar o como inéculos que se introducen en los tejidos
vasculares de las plantas. Si bien los organismos pueden ser
introducidos mediante otros métodos, se espera que el proceso
para evaluar las consideraciones de seguridad pertinentes sean
similares en todos los casos. Por lo tanto, el debate sobre los



principlos cientfficos puede centrarse en estos pocos, ya que son
los que se utilizan usualmente.

Es de esperar que con la aplicacién de métodos que suponen
la creacibn de aerosoles haya una mayor dispersién de los
microorganismos fuera del terreno del experimento. Por
consigulente, es posible que haya que tener en cuenta en o
disefio de la investigacion, zonas de demarcacién relativamente
amplias (fajas de tierra que sirvan de buffer) para un experimento
en que se utilicen rociadores follares. Por otra parte, podria
reducirse al minimo la formacién de aerosoles, si se opta por o
goteo en lugar de las aplicaciones o el riego por aspersion.

DISEMINACION, INCLUIDA LA SUPERVIVENCIA Y LA MULTIPLICACION
EN EL MEDIO AMBIENTE

6.

*La relativa capacidad del organismo de sobrevivir y multiplicarse
en el ambiente en que se aplica, y de diseminarse a nuevos
ambientes, es una consideracién importante al evaluar las
condiciones de seguridad de la liberaclén® (OCDE, 1986).

La mayor parte de los datos que constituyen la base para
examinar las consideraciones siguientes y, por lo tanto, para
elaborar un disefio apropiado de la investigacién de campo, se
basan en principios derivados de los estudios de agentes
patégenos (sean plantas o mamfferos) o especies rizobidceas. Se
dispone de escasa Informacion sobre la diseminacion de
organismos sapréfitos (con excepcién de algunos que interactGan
con patégenos de las plantas, por ejemplo, Agrobacterium
rhizogenes).

Estos estudios muestran que la diseminacién depende de tres
factores: (1) la tasa de crecimiento de la poblacion (es decir, la
supervivencia y la multiplicacién); (2) las propiedades respecto
del movimiento/dispersién de ia poblacién; y (3) la disponibilidad
de hébitats o nichos adecuados. La diseminacién se compone
de los conceptos de "movimiento/dispersion® y "establecimiento®.
El "establecimiento® comprende "supervivencia y multiplicacién®,
asl como "movimiento/ dispersion".

En la evaluacibn de las investigaciones de campo, resulta
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imposible separar completamente el concepto de "dispersién® del
concepto de "establecimiento”; mas bien estos conceptos deben
examinarse conjuntamente. Por ejemplo, si se admite que un
organismo no llegard a establecerse, la dispersién fuera del
terreno de experimentacion ser4 menos inquietante y los métodos
para controlar la dispersion adquieren menor importancia. Por
otra parte, si ia dispersién fuera del terreno de experimentacién
es reducida, ya sea debido a las caracteristicas del organismo
del experimento o porque se han aplicado medidas para
controlar o movimiento/dispersién, la probabilidad de
establecimlento serd menor.

a. Tasa de crecimiento de la poblacién

10.

11.

12.

La tasa de crecimiento de la poblacién de un microorganismo
utilizado en un experimento depende de diversos factores. Por
el momento, no es posible describir todos los factores que
influyen en la tasa de crecimiento de un microorganismo en el
medio ambiente. Sin embargo, pueden formularse algunas
predicciones en cuanto a un probable comportamiento, basadas
en conocimientos existentes y observaciones empiricas obtenidas
de varias fuentes: pruebas en invernadero, pruebas en
microcosmos, conocimientos sobre el comportamiento de
organismos estrechamente relacionados -por ejemplo, organismos
originales(madre) y la funcién que se espera de la caracteristica
introducida, si el organismo del experimento ha sido modificado
genéticamente-.

La poslbilidad de que el nimero de microorganismos aumente
en el sitio de aplicacién es un factor importante que influye en
la diseminacién. Si un microorganismo no esti en condiciones
de aumentar su niimero en el sitio de la investigacion de manera
considerable, probabiemente no tenga muchas posibilidades de
diseminarse hacla otros sitios.

Esta predicciébn se basa en los supuestos de que los
microorganismos deben existir en cantidades suficientemente
elevadas en el sitio de la investigacién, para poder dispersar
hacla otros sitios el minimo in6culo efectivo, y que se producira
clerto grado de dilucién del in6culo cuando el microorganismo
abandone el sitio de la investigacién. La dilucién probablemente



13.

14.

aumente a medida que el microorganismo se vaya alejando del
lugar del experimento sin encontrar un habitat adecuado. Estos
supuestos se apoyan en estudios de patologfa de las plantas que
han demostrado que la diseminacion es directamente
proporcional a la dimensién de la fuente de microorganismos (en
este caso, se considera que la fuente es equivalente al nimero
de microorganismos de la cepa de comprobacion del sitio
original de la investigacion).

Cabe sefialar que el nimero que constituye una inoculacion
minima efectiva puede variar considerablemente de un organismo
a otro y, por lo tanto, no se puede citar un nimero fijo de
organismos como inéculo minimo efectivo. Cabe suponer que
para algunos organismos un nimero reducido de organimos
constituirfa un Iin6culo efectivo, mientras que para otros
organismos ser4 necesario un nimero mucho mayor.

El nimero de organismos que constituyen una inoculacién
minima efectiva varfa por diversas razones. En algunos casos,
por ejemplo, la competencia u otras presiones (por ejemplo, la
conducta predatoria) pueden ser superadas Unicamente con el
ingreso de una poblacion numerosa. Por lo tanto, lo que
constituye una inoculacién minima efectiva debera determinarse
en cada caso.

Sin embargo, con el establecimiento de medidas para reducir o
nimero de microorganismos que abandonan el sitio de
Investigacién, se reducira la probabilidad de que el nimero de
organismos suficientes para un inéculo minimo efectivo llegue a
otros sitios. Se puede disefiar un experimento, utilizando esas
medidas en las investigaciones de campo en pequefia escala.

b. Propiedades del movimlento/dispersién

15.

16.

El ritmo de la diseminacién es sumamente sensible a la eficacia
del movimiento/dispersién. En general, parese que cuanto mas
eficaz sea el movimiento/dispersién, mas répido se producira la
diseminacién.

La eficacia del movimiento/dispersién generalmente depende de
varios factores. Entre ellos cabe destacar: la forma de




17.

18.
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movimiento/dispersién, el mecanismo empleado para lograr el
transporte (incluida la capacidad de adherirse al suelo u otras
particulas); la capacidad de infectar a vectores; la capacidad de
adherirse a posibles medios de transporte mecanico (por
ejemplo, animales, seres humanos y sus herramientas); la
capacidad de sobrevivir durante el transporte. Estos factores
dependen de las caracteristicas biol6gicas del organismo utilizado
en ol experimento. Por lo tanto, al evaluar la seguridad de la
investigacion de campo deber4n tenerse en cuenta las
caracteristicas biol6gicas del microorganismo utilizado en el
experimento.

Los microorganismos son transportados por diversas vias: (1) el
viento; (2) el agua; (3) medios mecénicos (por ejemplo, seres
humanos, insectos, animales); y (4) vectores biolégicos.

Si bien algunos microorganismos se dispersan por diferentes
medios, puede ser que otros se limiten a uno o algunos medios
de movimiento. En general, cuanto mas se adapte el
microorganismo a trasladarse por una via, tendrd menos
posibilidades de moverse mediante otras. La comprensién de las
posibles vias de movimiento/dispersion, y el conocimiento y
aplicacién de métodos para limitar el movimiento/dispersién por
estas vias, pueden utilizarse para disefiar investigaciones de
campo seguras y ponen de relieve la necesidad del monitoreo.

(1) Dispersion por el viento

19.

En la eficacla de la dispersion aérea influyen varios factores;
entre ellos, los mecanismos para entrar en la atmésfera (punto
de partida), la forma de la particula, la capacidad de sobrevivir
a las tensiones impuestas por el medio ambiente (por ejemplo,
la disecacién, la luz ultravioleta), la capacidad de adherirse al
suelo y a otras particulas. Algunos microorganismos tienen
adaptaciones que les permiten dispersarse por el aire. Los
ejemplos predominantes de microorganismos bien adaptados a
la dispersién por el viento se encuentran entre los hongos.
Muchos hongos normalmente producen propagulos en forma de
esporas protegidas de daiios, son elevados faciimente por el aire
cuando se dispone de una pequefia cantidad de energla y
proporcionan suficientes reservas de energfa para la penetracién
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y la infeccién, una vez que el propagulo encuentra un blanco
adecuado. Generalmente los hongos tienen adaptaciones
estructurales que les permiten entrar en la atmésfera y

dispersarse con el viento.

Estas adaptaciones son diversas. Varfan desde procesos pasivos
tales como la caida por gravedad hasta ia transportacion a
grandes distanclas. Otros microorganismos se dispersan por via
aérea utllizando medios pasivos. Por ejemplo, algunos
microorganismos se adhleren a particulas del suelo. El viento
levanta grandes cantidades de particulas de tierra 0 de polvo
cuando el suelo se callenta con la radiacién solar. Los
microorganismos unidos a las particulas de tierra son
transportados cuando el viento arrastra estas particulas. Algunos
microorganismos se adhieren a insectos o acaros, que luego
pueden ser dispersados por las corrientes de viento.

La determinacién de la posicién del terreno de investigacién
puede ser utilizada para abordar y limitar la posible transmisién
por via aérea. Por ejemplo, puede prestarse atenciéon a la
ubicacién del sitio de experimentacién, de modo que las
caracteristicas naturales del palisaje, tales como los arboles, las
colinas, los grupos de arboles para cortar el viento o los setos
puedan ser utilizados para que influyan en las corrientes de
viento.

Ademéds, pueden utilizarse en el sitio de experimentacién otros
procedimientos, como asegurar que el suelo contenga suficiente
humedad con el fin de evitar que el viento levante grandes
cantidades de particulas de tierra.

(2) Dispersién por el agua

23.

En el agua, la dispersién se ve influenciada principalmente por
las propiedades de transmisién del medio de suspension. Por lo
tanto, la hidrologfa del agua de los suelos, de las corrientes de
agua subterranea, la proximidad de extensiones ablertas de agua
(lagos, rlos, arroyos) y los sistemas de abastecimiento de agua
para riego, se encuentran entre los principales factores fisicos
que determinan la dispersion por medio del agua desde el
terreno donde se realiza el experimento.
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27.
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La lluvia o el agua de riego pueden servir también como medios

de transmisién. Las bacterlas, los virus y las esporas, los

esclerocios y los fragmentos micélicos de los hongos se pueden

dispersar con la lluvia o el agua para riego que lavan la

ztsntperncie de las plantas 0 corren sobre el suelo 0 a través de
e.

La lluvia al caer puede hacer que las gotas, que se encuentran
en la superficie de las plantas, se diseminen en el alre,
posiblemente cargadas de microorganismos. La dispersién por
las salpicaduras de la lluvia ocurre cuando las gotas de agua
caen con fuerza en la superficie de las plantas cublertas con
microorganismos. Por ejemplo, clertas bacterias patégenas de
las plantas, como Xanthomonas malvacearum, pueden
dispersarse a lo largo de kilémetros con una lluvia torrencial.

El terreno de investigacién puede disefiarse de modo que se
pueda abordar y limitar la dispersién por esas posibles vias. Por
ejemplo, se pueden utilizar zonas “tope®, alrededor del sitio de
investigacion para aislar a las plantas dentro de la parcela de
investigacion. De ese modo, se puede prevenir que los
microorganismos que estan en las gotas de lluvia encuentren
hébitats apropiados cerca del terreno del experimento. Hay que
en cuenta también aspectos de disefio, tales como evitar un
sistema de riego por aspersién o la Inclusién de tuberfas de
‘drenaje en el terreno de la prueba.

Ademds, el terreno de investigacion podrfa estar ubicado de
modo que limitara el acceso del microorganismo hacla las aguas
subterrdneas o extensiones de agua, en condiciones climéticas
normales o0 excepcionales.

(3) Dispersién por medios mecénicos

28.

Actividades humanas - Los seres humanos dispersan de
diferentes maneras todo tipo de microorganismos, ya sea lejos
o cerca de sl mismos. Dentro de un terreno, el ser humano
dispersa microorganismos mediante el manejo continuo de
plantas, el uso de herramientas y otro tipo de equipo
contaminado, mediante el transporte de tierra, plantas, semillas



31.

32.

y material de viveros contaminados.

Las perturbaciones mecénicas, como la preparacion del terreno,
podrian levantar masas de tierra con una serie de
microorganismos y dispersarios en el aire. Con el viento, estas
masas podrian llegar hasta el terreno de experimentacion. Del
mismo modo, cualquier actividad que genere aerosoles puede
también crear una posible via de dispersion para los
microorganismos que se encuentran en las gotas del aerosol.

En las investigaciones de campo en pequefia escala se puede
procurar limitar la dispersion de microorganismos medlante
actividades humanas. Por ejemplo, el acceso al terreno de
experimentacién puede restringirse a las personas que hayan
recibido capacitacion con respecto a los procedimientos
apropiados para limitar ia dispersion. Las perturbaciones
mecénicas pueden limitarse de diferentes maneras, como por
medio de la seleccién del cultivo (por ejemplo, variedades que
no requieren preparacion del terreno) o de los procedimientos.
Por ditimo, el transporte de materiales contaminados puede
restringirse mediante la aplicacién de procedimientos aproplados.

Animales - En la naturaleza, diversos animales pueden entrar en
contacto con vectores o servir de vectores de los
microorganismos. Por ejemplo, las bacterias pueden transmitirse
por los mamfferos al pastar y excavar la tierra, por los artrépodos
terrestres, por las lombrices de tierra, por los terrones que se
adhieren a ias patas de los patos.

En las investigaciones en pequeiia escala, se pueden adoptar
medidas apropiadas para limitar el acceso de los animales a la
zona del experimento. Por ejemplo, algunas de estas medidas
podrfan consistir en alambrar o cercar el sitio del experimento.

Otros - Los insectos pueden transportar microorganismos
foréticamente. Sus cuerpos pueden cubrirse con bacterias o
esporas micéticas pegajosas y, a medida que circulan entre las
plantas, los insectos transportan los microorganismos en la
superficie de sus cuerpos de una planta a otra. Luego, los
microorganismos son depositados en la superficie de las plantas
o en las heridas que los insectos ocasionan a las plantas cuando




se alimentan. Las heridas con frecuencia dan lugar a una mayor
eficiencia en el establecimiento.

Existen otros métodos mediante los cuales puede producirse la
dispersion pasiva. Por ejemplo, los microorganismos que
colonizan flores y botones se pueden dispersar por medio del
polen de las plantas. En vista de que los hongos y las bacterias
estdn estrechamente asociados en la supetficie de las plantas,
existe la posibllidad de contaminacion de los propagulos
micéticos por medio de bacterias y éste podria ser un medio de

dispersién aérea pasiva para las bacterias.

Estos posibles tipos de vectores pueden tenerse en cuenta, a
menudo, en el disefio del experimento de campo. Por ejemplo,
como se indica en la seccién del presente documento que trata
sobre las plantas, existen varios métodos para tratar la

produccién y la dispersion de polen.

(4) Vectores biolégicos

36.

37.

Los microorganismos pueden ser transmitidos por los insectos
durante ia alimentacién y el traslado del insecto de una planta a
la otra. Por definiciéon, el insecto vector y el microorganismo
establecen una relacion especflica. El vector transporta al
microorganismo de un lugar a otro y lo deposita eficazmente
(usualmente al herir a la planta) donde éste puede establecerse.
Si bien existen algunas excepciones, cuanto mds adaptada y
especffica sea la relacion vector/microorganismo, hay menos
probabilidades de que el microorganismo sea transportado por
otros vectores.

La relacion entre el vector y el microorganismo puede ser
persistente (circulativa y propagativa) o no persistente. El tipo
de relacion vector/microorganismo persistente o circulativa se
produce cuando el insecto esta en condiciones de transportar al
microorganismo durante un periodo de tiempo prolongado, y el
microorganismo puede multiplicarse en el insecto. El tipo no
persistente se refiere a una relacién en que el vector adquiere el
microorganismo después de un corto perfodo de alimentacién en
la planta, transmitiendo el agente a otra planta en forma
inmediata después de la alimentacién y luego, rdpidamente (en



minutos), plerde al microorganismo.

Los insectos vectores comunes son: los afidos y las chicharritas
(Cicadelledae, Jassidae), aunque las mosquitas blancas
(Aleyrodidae), los céccidos, los coledpteros, los dipteros, las
moscas (Psilidae), los trips, los 4caros y otros insectos han sido
documentados como vectores. Los afidos y las chicharritas son,
con mucho, los vectores méds importantes de los virus de las
plantas y los micoplasmas (bacterias sin paredes celulares).

Los insectos pueden transportar microorganismos recorriendo
distancias cortas o largas. Los insectos como las chicharritas
son fuertes voladores. Algunos insectos, como los &caros, no
pueden volar pero pueden ser transportados pasivamente por el
viento. Aun los insectos que no son fuertes voladores pueden
dispersar microorganismos a grandes distancias, ya que estos
insectos recorren cientos de kilémetros transportados por el
viento.

El disefio de investigaciones de campo es Utll para tratar el
posible transporte de microorganismos empleados en el
experimento por los insectos. Por ejemplo, si se sabe que el
microorganismo de que es objeto el experimento se transmite
por &fidos, una eleccién sensata del sitio permitirdA ubicar el
experimento a una altura en que los &fidos no estén presentes
o cuando el nivel de la poblacién de &fidos sea bajo. Ademds,
en el disefio del experimento se podrfan utilizar también métodos
como el de usar repelentes contra los &fidos o impedir el acceso
de vectores a las plantas, mediante el uso de malias.

¢. Disponibilidad de hébitats adecuados

41.

42,

Una de las consideraciones més importantes para determinar si
un microorganismo sera diseminado consiste en saber si existen
los héabitats o nichos en que el microorganismo podria
establecerse.

La distribucién y el nimero de posibles habitats en una zona a
la que posiblemente se traslade/disperse el microorganismo son
importantes factores que determinan el establecimiento. El
ndmero, la distribucién, la dimensién y la susceptibilidad de los
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hébitats influyen en la probabilidad de que un microorganismo
logre encontrar y establecerse en un hébitat adecuado.

43. Si la densidad de los posibles hébitats es baja y los hébitats
estdn separados por distancias relativamente importantes, la
probabilidad de que se logre con éxito la diseminacion se vera
considerablemente reducida y, de hecho, quizds se aproxime a
cero. En la agricultura se utilizan estrategias basadas en la
densidad del habitat con el fin de controlar la diseminacién de
agentes patogenos. Por ejemplo, se pueden sembrar terrenos
con “multilineas” de un cultivo. Las "muitilineas” consisten en
muchas variedades diferentes de la especie del cultivo, donde
cada variedad posee un gen diferente para resistir al agente
patégeno. En vista de que no existe una densidad suficiente de
hébitats adecuados (plantas susceptibles) para el patégeno, éste
no se disemina en forma epidémica.

44. La fase de disefio del experimento en una prueba de campo en
pequefia escala puede aprovecharse para abordar, en clerta
medida, la cuestibn de la densidad y la distribucion de los
hébitats potenciales. Por ejemplo, la ubicacién del sitio de la
prueba puede seleccionarse sobre la base de la distribucién y la

. dimensién de los probables hébitats potenciales de la regi6n
donde se ha de realizar el experimento. Esta tactica se emplea
con frecuencia en los estudios de campo de fitomejoramiento
con patégenos de las plantas. Por o tanto, en el disefio del
experimento se puede emplear la estrategia de “aislamiento
geogréfico”.

45. Se pueden emplear otras estrateglas en la zona préxima al sitio
de la Investigacién que ayuden a limitar los posibles hébitats
adecuados y controlar asf la diseminacién. Por ejemplo, en un
reciente experimento de campo realizado con una especie
rizobidcea, las plantas leguminosas silvestres que podrfan haber
sido hilespedes/hébitats adecuados fueron eliminadas de un
radio de 50 metros alrededor del sitio de la investigacién.

d. Muittiplicacién y supervivencia

46. Como se Indic6 en la seccién anterior, la supervivencia y la
multiplicacion del microorganismo utilizado en el experimento son
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importantes para producir una reserva de microorganismos que
permita la diseminacién. Para poder aumentar su nimero en el
lugar de Introduccién, el microorganismo del experimento debera
estar en condiciones de competir eficazmente con otros
organismos del sitio de la investigacién, o debera buscar un
nuevo nicho sin competidores o con menos competidores
eficaces.

El fenémeno de (1) competencla y (2) seleccién son
consideraciones Iimportantes para evaluar una propuesta y
disefiar Investigaciones de campo sin riesgos. En el presente
documento, el fenémeno de "buscar un nuevo nicho" se abordara
como un aspecto de la seleccion.

(1) Competencia

48.

Se llama "competencia” a las interacciones negativas dentro de
una comunidad microblana de un habitat. El término
competencia se emplea aqul en un sentido amplio, de modo que
incluya la competencia por los substratos disponibles y otras
interacciones negativas, como las que resuitan de la produccion
de substancias téxicas. Los miembros de una comunidad
microblana de un habitat pueden utilizar los mismos substratos
y ocupar el mismo nicho. La competencia se produce cuando
varias poblaciones luchan por el mismo recurso, ya sea espacio,
luz, hiespedes o una limitada sustancia nutritiva. En los habitats
naturales, donde ia concentracién.de substratos disponibles es
muy baja, se produce una intensa competencia.

Microorganism | libre. La mayor parte de la

informacion sobre microorganismos del suelo de vida libre se
ha obtenido de la experiencia con especles rizobidceas y
enmiendas microblanas utilizadas como agentes de control
biol6gico. Esta experiencia muestra que, al final de la temporada
de cultivo, el microorganismo agregado por lo general no
predomina. Para explicar estas observaciones, se ha formulado
ia hipbtesis de que los organismos de la enmienda microbiana
deben competir con una flora autéctona debidamente adaptada
a las condiciones locales, y no resultan eficaces en esta
competencia.
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Un microorganismo debe enfrentarse a numerosos factores
cuando se le coloca en el ambiente del suelo. Esos factores
incluyen: numerosos competidores debidamente adaptados (ya
que ol suelo es un ambiente complejo en que abundan diversos
tipos de organismos); las tensiones impuestas por el medio
ambiente (por ejemplo, las sustancias quimicas, el agua y la
temperatura); varios niveles de predacién; la competencia por ios
recursos; Yy la antibiosis.

Los microorganismos proliferan cuando hay elementos nutritivos
disponibles y cuando los niveles de temperatura y humedad son
adecuados. Sin embargo, aun cuando los elementos nutritivos
abundan, los habitantes del suelo deben competir por ellos. En
una situacién de relativa abundancia, aquellos que experimentan
la tasa de crecimiento més alta tienen ventaja en la competencia.
La situacién mas frecuente es que los elementos nutritivos sean
escasos Yy, con frecuencia, los organismos pueden sobrevivir a
largos perlodos de hambre. En esta situacién, las poblaciones
de mayor capacidad para sobrevivir en las condiciones de
tensién serdn generalmente las que lleven la ventaja en la
competencia. Los organismos que producen estructuras
resistentes (como las esporas y los esclerocios) son los que
mejor se adaptan para subsistir en condiciones adversas que
resultan de perfiodos prolongados de hambre y tensiones
impuestas por el medio ambiente. Algunas especies han
desarrollado estrategias mediante las cuales sobreviven durante
largos perfodos de tiempo como células vegetativas.

La antibiosis ocurre cuando una poblacién microbiana produce
una substancia Inhibitoria para otras poblaciones. Algunos
ejemplos de antiblosis comprenden la produccién para eliminar
a los competidores y la produccién de substancias como é4cido
lactico o sulfarico, alcohol, 4cido acético y 4cidos orgénicos de
bajo peso. La produccién de antibiéticos probablemente tenga
una funcién significativa en las interaccliones competitivas en los
microambientes. La estrategia complementaria de competencia
consistirla en poseer una resistencia inherente a los antibiéticos
producidos por otros organismos. Las bactericinas y las toxinas
biolégicas pueden también eliminar a las poblaciones de
fitopatégenos del suelo, y probablemente existan estrategias
microbianas para hacer frente a esas sustancias.
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La predacion puede ser también un factor que influya en la
supervivencia microblana y los niveles de poblacion. Los
nematodos y protozoos de vida libre estan presentes en muchos
suelos y probablemente sean predadores de microorganismos.
Si blen no se ha determinado el efecto de estos predadores
sobre las poblaciones microbianas, es probable que tales
microorganismos hayan desarrollado estrateglas para hacer frente
a la predacion.

El suelo es una matriz compleja que presenta un ambiente
sumamente competitivo. La interaccién de los factores
anteriormente descritos, y la respuesta de las especies ante ellos,
crea un equilibrio de vida en el suelo que afectara la capacidad
de competencia comparativa de los microorganismos aplicados.

Microorganismos ligados al hiesped. En el presente documento
se llama microorganismos ligados al hiesped a los
microorganismos que dependen de un hilesped para sobrevivir.
La mayor parte de la informacién disponible, relativa a los
factores que afectan la capacidad de competencia de los
microorganismos ligados al hliesped, ha sido obtenida de
estudios de microorganismos como agentes de control biol6gico
y de ia patologfa de las plantas, asf como del fitomejoramiento.

En la interacciébn microorganismo/planta, los microorganismos
ligados al hiesped pueden ser epffitos (en la superficie de la
planta) o endéfitos (dentro de los tejidos de las plantas) o de
ambos tipos.

Los end6fitos tienen pocos competidores (otros patégenos de las
plantas o posiblemente invasores secundarios de los tejidos
enfermos), cuando se comparan con los epfiitos o
microorganismos del suelo de vida libre. Los endéfitos como los
virus, viroldes y algunas procariotes (por ejemplo, las bacterias
similares a la rickettsia, micoplasmas y espiroplasmas) existen
solamente dentro de su hiesped o vector y raras veces, si
acaso, sobreviven cuando se ven expuestas al ambiente externo.
Por lo tanto, el ambiente en el que deben competir estd
determinado en gran medida por el hiesped. Aunque es posible
que tengan menos competidores microbianos, los endéfitos




7

tienen que hacer frente a las defensas de ios hiiespedes.

Los microorganismos epffitos ligados a las plantas se pueden
clasificar por categorfas seguin el tipo de relacién nutricional que
mantienen con el hiesped. Durante su permanencia o fase
epffita sobre las hojas o las ralces, ciertos microorganismos
ligados a los huespedes existen principalmente, si no
completamente, en un aparente estado de comensalismo con la
planta. Estos obtienen sus elementos nutritivos de la planta
(cuando la hoja o la rafz exuda) pero no le causan ningn dafio.
Sin embargo, si se dan las condiciones apropladas, pueden
matar y destruir los tejidos del hiiesped mediante la accién de
toxinas y enzimas y luego multiplicarse en el tejido muerto.

En el segundo tipo de relacion nutricional, el microorganismo
ligado al hiesped obtiene los elementos nutritivos de una planta,
matando el tejido del hGesped antes de la colonizacién.

Muchos de los factores que afectan la competencia entre
microorganismos del suelo de vida libre pueden observarse en
los microorganismos ligados a un hiesped. Esos factores
comprenden la competencia por el espacio, la competencia por
los elementos nutritivos, la predacién, las presiones impuestas
por el medio ambiente y ia antibiosis. Ademas de hacer frente
a esos factores, los microrganismos tanto epffitos como endéfitos
ligados a un hiesped deben también encontrar y
colonizar/infectar hlespedes apropiados. La necesidad de que
los microorganismos ligados a un hilesped encuentren hiespedes
apropiados es un factor que se puede tener en cuenta para ia
elaboracién de un protocolo de experimentos, con el fin de
reallzar pruebas sin riesgos con dichos organismos.

(2) Seleccién

61.

La presion de seleccion se ejerce por el medio ambiente y
favorece a los organismos que poseen caracteristicas adaptativas.
Los ejemplos mas conocidos de seleccibn en los
microorganismos es la aparicién de cepas bacterianas resistentes
a los antibiéticos. La seleccién de cepas resistentes se estimula
por el uso de antibi6ticos por parte de médicos clinicos, en el
alimento de animales y con fines agricolas. Otro ejemplo de



seleccion es el aumento en el nGmero de microorganismos
capaces de degradar clertos compuestos organicos sintéticos
creados por el hombre (como los pesticidas). En este caso, la
seleccién es promovida por la introduccién en el medio ambiente
de grandes cantidades de esos compuestos artificiales.

Para los fines del presente documento, el "descubrimiento de un
nuevo nicho” se trata como una forma de seleccién. Ello ocurre
cuando un microorganismo desarrolla la capacidad de
desempeifiar una "nueva” funcién dentro de un ecosistema. Esto
puede ocurrir, también, cuando se introduce en un ecosistema
un microorganismo que desempefia una funcion que la
comunidad autéctona no desempefia (por ejemplo, la
introduccién ;ie Ceratocystis uimi en el continente
notteamericano).

Las presiones de seleccion afectan la capacidad de los
organismos de sobrevivir, multiplicarse y aumentar su proporcion
relativa en la comunidad. Por lo tanto, la seleccién puede ejercer
una influencia importante en el movimiento/dispersion y el
establecimiento, asl como en la supervivencia y la multiplicacion
del organismo.

Resuita obvio que al evaluar la probabilidad de que un
microorganismo que se introduce sea un competidor eficaz, se
vea favorecido por la seleccién o encuentre un nuevo nicho,
deban examinarse varios factores. Estos incluyen la fuente del
organismo del experimento y la fuente del gen afadido, si lo
hubiere, y el medio ambiente en que se realizar4 el experimento.
En muchos casos, se realizardn experimentos con el
microorganismo en el agro-ecosistema del que habfan sido
aislados sus microorganismos originales. En este caso, ni el gen
introducido ni el microorganismo introducido serdn nuevos o
(nicos en su género en ese ambiente, aunque la frecuencia con
que se produzca la combinacién gen/microorganismo en el sitio,
después de la aplicacién, quiz4s sea diferente de la que
generalmente se ha observado.

La combinacibn gen agregado/microorganismo entrardA a
competir con la poblacién autéctona de microorganismos. Si bien
esto no garantiza que la combinacién gen
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agregado/microorganismo sea un competidor eficaz en el
ambiente del experimento, de hecho establece clertos Ilimites
con respecto al tipo de situaciones hipotéticas de riesgo que
deben tenerse en cuenta. En este tipo de Investigacién, el
conocimiento de la funcibn del gen agregado y e
comportamiento de ios organismos originales pueden ser
utilizados para predecir la reaccién probable de la combinaciéon
gen/microorganismo ante factores como la competencia por
elementos nutritivos, la predacién y las tensiones impuestas por
el medio ambiente, la seleccion y la antibiosis.

Sin embargo, habida cuenta de los conocimientos actuales, la
capacidad de competencia del microorganismo utilizado en el
experimento deberd, con frecuencia, probarse emplricamente.
Por lo tanto, los datos que se obtengan en laboratorios,
Invernaderos o microcosmos poslblemente constituyan un
importante elemento en una evaluacién de las investigaciones de
campo en pequefia escala.

El hecho de que el inéculo empleado en las investigaciones de
campo limitadas, en pequefia escala, a menudo sea insignificante
cuando se compara con la poblacion autctona, también
desempeiia un papel en la determinacién del probable resultado
final de la combinacién gen/microorganismo. Cuando se afladen
cantidades relativamente pequefias de la combinacion
gen/microorganismo a un sitio de experimentacién, es problable
que la poblacién autéctona obtenga la ventaja en la competencia.
Ademés, cuando la aplicacibn comprende un namero
relativamente reducido de microorganismos, es menor la
probabilidad de que exista suficiente variacién genética de la que
se puedan seleccionar genotipos.

En algunos casos, el microorganismo o el gen agregado puede
aislarse de otros ambientes que no sean el del sitio de la
investigacién. En esta situacion, la cuidadosa comparacién de
la capacidad de competencla de Ia combinacién
gen/microorganismo puede basarse en investigaciones realizadas
en ambientes controlados (invernaderos, microcosmos, etc). La
funcién que se espera del gen agregado y el comportamiento del
microorganismo original receptor también son consideraciones
importantes. Un disefio ambiental aproplado debera tener en
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cuenta tales consideraciones.

El siguiente ejemplo permite ilustrar el método. En 1987/88, en
los EEUU. se realizd6 un experimento de campo con
Pseudomonas aureofaciens modificadas, con el fin de que
tuvieran genes de Escherichia coli K-12 que codifican la
caracteristica para la produccion de lactosa permeasa y beta-
galactosidasa (lacZY). Esta modificacién permite que el
organismo crezca sobre lactosa, a diferencia de otras
pseudomonas. Durante la evaluacién del riesgo del experimento
de campo limitado, se evalué la probabllidad de que la
modificacién concediera una ventaja a esas pseudomonas en la
competencia o la seleccién. Una prediccién, segin la cual la
modificacién no concederfa una ventaja en la competencia, se
basé en parte en: (1) la expectativa de que los genes insertados
proporcionan ia capacidad de metabolizar s6lo una cantidad
limitada de azlcares (principalmente lactosa, con la posibilidad
de que la manosa y la xylosa sirvan de substratos); (2) el hecho
de que pocos sitios favoreceran al organismo del experimento
(es decir, los substratos usualmente disponibles seran limitativos,
pero la lactosa sera abundante en caso de que el organismo se
disperse fuera del terreno del experimento; (3) los estudios que
documentan bajos niveles de supervivencia de la cepa madre y
los estudios realizados en Invernaderos indican que no hay
diferencla en la capacidad de supervivencia de las cepas
utilizadas en la prueba y las cepas madre, lo que indica que el
organismo modificado no serda un competidor muy eficaz; y (4)
la naturaleza restringida del experimento en pequefia escala.

La dimension del experimento de campo fue un aspecto
importante en la evaluacién de la capacidad de competir y la
probabilidad de que la seleccién favoreciera a las pseudomonas
lacZY. Se establecieron varias condiciones para el experimento
de campo con el fin de controlar las posibles vias de dispersion
y se puso en marcha un programa de supervision.

INTERACCIONES DEL MICROORGANISMO CON OTRAS ESPECIES O
SISTEMAS BIOLOGICOS EN EL MEDIO AMBIENTE

71.

Los microorganismos utilizados en las investigaciones de campo
en pequefia escala pueden interactuar de diferentes formas con
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otras especies. En el informe sobre "Consideraciones de
Seguridad Relativas al ADN Recombinante" de la OCDE, se
sefialan dos tipos concretos de interaccion que son: 1) los
efectos de los microorganismos en los organismos a los que
estan y a los que no estan destinados; y 2) las posibilidades de
transferencia horizontal de material genético y sus efectos. En
esta seccién se examinan esos dos tipos de interaccién y se
hace un primer intento de describir varios aspectos de ellos.
Estas consideraciones también pueden ser aplicadas al disefio
de las investigaciones de campo.

a. Organismos a los que estin o no dirigidos los microorganismos

72.

Muchos de los microorganismos con que se experimenta en las
pruebas de campo tienen el proposito de producir efectos sobre
otro organismo, el organismo al que esta dirigido (blanco).
Durante décadas, los fitopatélogos han utilizado en el campo
microorganismos que causan enfermedades a las plantas, con el
objeto de evaluar la resistencila de las plantas a esas
enfermedades. Se han realizado también experimentos de
campo con otros patégenos de las plantas para adquirir
conocimientos fundamentales acerca de la biologfa y el poder
patégeno de dichos microorganismos. Los microorganismos
utilizados como agentes de control biolégico se seleccionan o se
modifican especfficamente para que afecten al organismo que
produce una plaga determinada. Algunos microorganismos como
el Bacillus thuringiensis se utilizan habitualmente en el medio
ambiente como agentes de control biolégico de algunos insectos
lepidopteros. Se han realizado Investigaciones limitadas, en
pequedia escala, utilizando microorganismos no modificados que
han tenido pocos efectos adversos para el medio ambiente, aun
cuando se tiene Informacién de que esos microorganismos
producen efectos conocidos sobre otros organismos de ese
mismo ambiente. Las cuestiones que normalmente se estudian
en estas pruebas son instructivas para los experimentos con
microorganismos genéticamente modificados.

Cuando se experimenta con un microorganismo, es importante
no sblo evaluar el efecto esperado sobre el organismo al que
esta destinado sino también los efectos sobre los organismos a
los que no estd destinado. Cuando se recurre a la ingenierfa
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genética para modificar microorganismos para que actien como
agentes de control bioldgico, los genes que se insertan pueden
codificar caracteristicas de toxinas o pueden ampliar el campo
de accién en el hilesped o aumentar la virulencia en el
microorganismo con respecto a un determinado organismo. El
efecto de una nueva caracterfstica en el campo de accién del
hiesped del microorganismo deberfa ser evaluada en el
laboratorio, antes de realizar el experimento de campo. Los
posibles organismos a los que no estd dirigido deberfan
determinarse mediante experimentos con especies representativas
bajo condiciones controladas. En general, es poco probable
que la relativa abundancia de una especie en una comunidad o
ecosistema sea modificada significativamente como consecuencia
de una Investigacion de campo en pequefia escala, si el
microorganismo puede limitarse eficazmente al terreno y sus
alrededores. Sin embargo, es importante que la Investigacion
de campo se lleve a cabo de modo que se limite el efecto sobre
especies sensibles a las que no esta destinada.

Estos conceptos pueden aplicarse a ejemplos concretos. Los
experimentos con nuevas cepas de B. thuringiensis deberan
realizarse en un terreno en que las especies de Insectos
lepid6pteros, amenazadas o en peligro, no se vean expuestas a
la endotoxina delta producida por la bacteria. Es indispensable
realizar cuidadosamente pruebas con insectos benéficos para
determinar su sensibilidad a ios microorganismos del experimento
y limitar el riesgo de poblaciones significativas de insectos
benéficos sensibles.

b. Transferencia de genes

75.

76.

La capacidad de transferencia de genes de un microorganismo
producido con técnicas de ingenieria genética o la estabilidad de
la estructura genética afectaran la interaccién del microorganismo
con otros microorganismos. La transferencia de genes se refiere
a la diseminacién de material genético, mediante mecanismos
genéticos naturales.

Los factores que han de tenerse en cuenta, al analizar ios efectos
respecto de la seguridad en la transferencia de genes de un
microorganismo genéticamente modificado, son los siguientes:
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(1) éCaal es la probabilidad de transferencia horizontal
del material genético?

(2) Si el gen se transfiere, {se mantendrd o expresaré la
nueva informacion genética?

(3) Si se conoce, ¢{qué cardcteristicas codifica el material
transferible?

(4) Si el microorganismo transformado se traslada mas
alld del punto de Introduccién, ¢écomo afectard esto,
como resultado de la transformacion, a las poblaciones
o0 comunidades de plantas, animales y microbios
autoctonos de los alrededores?

La transferencia de genes se refiete a la diseminacién de material
genético por medio de mecanismos genéticos naturales. Los
mecanismos mediante los cuales se transfieren los plasmidos o
los genes cromosémicos comprenden: la conjugaclon, la
transformacién, la transduccién y la fusién celular. Si bien esos
mecanismos han sido estudiados en el laboratorio, se dispone de
poca informacién acerca de la frecuencia del Intercambio
genético en la naturaleza. Se supone, légicamente, que la
frecuencia de la transferencia de genes es menor en la naturaleza
sl se compara con la del laboratorio, aunque la frecuencia en la
naturaleza no ha sido estudiada ampliamente. Se han
documentado algunos intercambios de material genético en la
naturaleza 0 en ambientes naturales simulados.

Para formular predicciones precisas acerca de la diseminacién o
la fuga genética, es necesario conocer la frecuencia de la
transferencia de genes. Sin embargo, es posible hacer algunas
generalizaciones con respecto a la transferencia de genes en
héabitats simulados o naturales. La transferencia de genes se
produce con menor frecuencia en hébitats terrestres y acuéticos
que en los sistemas de cultivo in vitro.

Otros factores que pueden afectar la transferencia son la
presencia o la ausencia de: i) grandes densidades de bacterias
que aumentan el apareamiento; il) ADN libre que puede promover



la transformacién; y i) materiales arclllosos 0 minerales que
pueden promover el crecimiento y la transferencia de plasmidos
pero no la transduccién. La presencia de un elevado niimero de
copias de plasmidos con un amplio campo de accién en el
hdesped puede ofrecer mas oportunidades de dispersién, y el
nimero relativamente elevado de células donantes facilita la
transferencia a los receptores. Ademds, otros factores que
afectan la transferencia son: las separaciones espaciales,
temporales y fisiol6gicas de las bacterias; la inmovilizacion,
mediante la adherencia a las particulas de tierra, materiales
organicos y otros organismos vivos; las barreras genéticas, tales
como los sistemas de restriccion y la incompatibilidad de
plasmidos; y las condiciones ambientales.

Se han formulado, sobre la base de consideraciones similares,
estimaciones con respecto a la frecuencia de las transferencias
que probablemente se puedan observar en ambientes especfficos.
Sin embargo, la frecuencia con que probablemente se produzca
la transferencia genética y la significacion de dicha transferencia,
en comparacion con las transferencias que se producen en la
naturaleza, por el momento quizas tengan que ser evaluadas, en
cada caso, por separado.

EFECTOS DE LA INVESTIGACION DE CAMPO EN EL MEDIO AMBIENTE

81.

El informe titulado "Consideraciones de Seguridad Relativas al
ADN Recombinante®, de la OCDE, describe los factores que
deben tenerse en cuenta al evaluar ios efectos potenciales sobre
el medio ambiente, tales como : (i) ios efectos sobre otros
organismos, como el poder patégeno, la Infectividad y los efectos
sobre los competidores, depredadores, hiiespedes, simbiontes,
etc.; (i) la participacién conocida o prevista en los procesos
blogeoquimicos, tales como los ciclos de los minerales, la fijacion
de nitrégeno, etc.; (jii) la estabilidad genética o fenotipica de los
organismos liberados; (iv) la probabilidad de transferir material
genético a otros organismos del ecosistema; (v) el efecto de un
excesivo aumento en el nimero de organismos después de ia
aplicacion.

Sin embargo, las restricciones que se Impondrdn a la
Investigacién de campo tienen como finalidad concreta reducir
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la posibilidad de que se produzcan efectos ambientalmente
perjudiciales.

VIAS DE TRANSMISION DE LOS VIRUS, BACTERIAS Y HONGOS

83.

Muchas bacterias se adaptan extraordinariamente a la transmisién
pasiva por medio de la lluvia que esparce el viento, las semillas,
los insectos, el material propagado vegetativamente, el agua de
riego, los aperos de labranza u otros agentes. La dispersion
atmésferica, en su mayor parte, se produce como consecuencia
de perturbaciones fisicas accidentales y en gran parte parece
equivalente a la dispersion de las particulas y los organismos a
los que se adhieren las bacterias. Los micoplasmas pueden ser
dispersados por mecanismos simiares.

Los virus de las plantas se dispersan principalmente por medios
mecénicos, ya sea mediante la progapacién de las plantas, el
contacto humano o por los insectos vectores. La mayorfa de
virus de las plantas no cuentan con un mecanismo especffico
para la transmisién aérea.

Las algas y los protozoos no disponen de mecanismos
especiales para la dispersion aérea, pero son dispersados por
animales vectores o perturbaciones fisicas accidentales. En
general, no se han estudiado los procesos mediante los cuales
se dispersan las levaduras por via aérea, aunque éstas abundan
en ol aire. Las caracteristicas del microorganismo utilizado en el
experimento afectan la probabilidad de que ese microorganismo
sea transportado fuera del terreno de investigacién.






APENDICE VI

INFORMACION EXIGIBLE EN LAS SOLICITUDES PARA PRUEBAS
DE CAMPO DE PLANTAS MODIFICADAS GENETICAMENTE

Fuente: Kalous M.J.; Duke L.H. (1989). The Regulation of

Plant Biotechnology in Canada. Part 2, The Environmental

Release of Genetically Altered Plant Material. Seed Division,
Agricultural Canada, Ottawa, Ontario, pp. 20-26.






INFORMACION SOLICITADA

La informacion que se pide en las solicitudes, en lo referente a las
pruebas de campo de materlal vegetal genéticamente alterado, esta
basada en informacién que los clentfficos habran reunido con base en
experimentos de laboratorio y en la preparacién del protocolo de
liberacién en el ambiente. Al exclulrse requisitos exagerados para las
pruebas, podrd reducirse enormemente la carga financiera que supone
llenar una solicitud. La informaclén de una solicitud se considera
confidencial y no se revela a otros representantes de la industria o
investigadores. En caso de que haya una consulta publica, la compafila
o ol Investigador serdn consultados para identificar informacién
propietaria y ella no sera revelada.

1. Material vegetal

El material vegetal debe ser completamente caracterizado. Deberfa
inclulrse en la solicitud el nombre de la especie y una breve descripcién
botéanica. Debe hacerse referencia a la posibilidad de polinizacién cruzada
con miembros de la misma especie y con parientes autéctonos, asl como
los mecanismos de propagacién de semillas y los perfodos de vida
latente o Inactividad.

2. Donante del gen, el gen y el producto genético

Debe incluirse, cuando proceda, una breve descripcién de la especie
donante del gen vegetal. La descripcion debera ser autosuficiente para
que ol ente regulador pueda determinar posibles problemas, tales como
la produccién de toxinas o la aparicién de rasgos de malezas.

Deberan identificarse el gen Insertado y sus promotores y
terminadores. Actuaimente se desarrolla un debate entre entidades
reguladoras nacionales en cuanto a si deben proporcionarse secuencias
pares de bases. Existen también ciertas dudas en cuanto a si deberian
proporcionarse ademds secuencias promotoras y terminadoras, puesto
que se conoce poco de los posibles efectos de los reguladores
integrados virales o microbianos en el ADN integrado o nativo.

S! fuesen conocidos, deberéan identificarse el producto genético y la
via afectada. El efecto del producto genético en el material vegetal (por
ejemplo: resistencia a los insectos), la especificidad del tejido y los
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metabolitos secundarios deberan también identificarse, con el propésito
de evaluar el material genético que puede ingresar en la cadena
alimentaria.

3. Sistema de transformacion

El sistema de transformacién debe detallarse; por ejemplo: fusién del
protoplasto, mutagénesis o transformacién del ADN. Deben identificarse
los vectores y debe incluirse un mapa de pladsmidos, si se ha utilizado
este tipo de sistema. Deben incluirse asimismo las caracteristicas
plasmicas, tales como el gen marcador, e indicarse si se ha producido
una desactivacién (cuél gen ha sido removido).

Las caracteristicas del sistema de transformacién permiten al ente
regulador decidir qué preguntas hacer al revisar la solicitud. Esto no
implica un intento de regular el proceso, pero es necesario considerar
la totalidad de los pasos para hacer una correcta evaluacion. Las
revisiones genéricas no funcionan, especfficamente por esta razén. No
seria practico pedir a todos ios Investigadores que respondieran a las
mismas preguntas, puesto que la pertinencia de las preguntas variarfa
mucho y resultarfa molesto formular una serie de preguntas que abarcara
todas las circunstancias posibles.

4. Pruebas de laboratorio e invernadero

Deberan describirse las pruebas y andlisis quimicos, bioquimicos y
de progenie que se realicen con material vegetal. Estos tipos de pruebas
indicaran el nimero de copias del gen, la estabilidad y cualquier efecto
adverso que pueda sufrir la planta.

El investigador deberd proporcionar Informacién sobre todo
experimento que se realice en invernadero. De particular importancia son
las pruebas para la deteccién de caracteristicas de malezas. En el
invernadero, pueden identificarse las caracteristicas de malezas por una
excesiva dehiscencia de las semillas, una baja capacidad de vida latente
en las semillas y un alto grado de competitividad.

5. Sitio o sitios en los que se reallzan las pruebas

Se requiere una descripcién del sitio o de los sitios en que se
reallzardn las pruebas, incluyendo su ubicacién exacta en un mapa, el
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tamafio y nimero de parcelas, la cantidad de semillas (en gramos) que
han de importarse y sembrarse, las variedades de control propuestas y
las distancias de aislamiento. El érgano regulador debe estar informado
acerca de las pruebas de campo que se estén realizando en el pafs con
los materiales en cuestion. Si se dejan crecer las plantas hasta su
floracion, la distancia de aislamiento actual requerida entre el material
" vegetal genéticamente alterado y las especies similares y malezas
relaclonadas, seré el doble de la distancia de aislamiento requerida en el
caso de produccion de semillas puras. Estas distancias pueden ser
ajustadas para las pruebas individuales, dependiendo del protocolo. Por
ejemplo: si se esta realizando un estudio de cruces de distintos tipos, el
material vegetal genéticamente alterado serd parecido a plantas de la
especie no transformada. Pero las plantas transgénicas, de todas
maneras, tienen que mantener la proporcién de dos veces la distancia de
aislamiento con respecto a plantas no directamente afectadas por el
experimento. Si la distancia de aislamiento tiene que reducirse, la
compafila o el Investigador tienen que ocuparse de la eliminacion
apropiada de todo el material vegetal dentro de las distancias de
aislamiento. Actualmente se redne Informacién cientffica para facilitar una
reevaluacion de las distancias de aislamiento apropiadas.

5. Alslamiento reproductivo

El materlal vegetal genéticamente alterado puede aislarse
reproductivamente, asf como fisicamente, de especies similares o malezas
relacionadas. Esto puede lograrse en diversas formas.

1. El aislamiento reproductivo puede lograrse colocando bolsas de
papel transparente sobre las plantas florecidas para prevenir la
diseminacién del polen.

2. Muchas malas hierbas florecen antes de que florezcan los
cultivos agricolas. Esto permite identificar las malezas y
eliminarlas del campo facilmente, con lo cual se logra el
aislamiento. Este tipo de aislamiento requiere més trabajo, porque
deben observarse y marcarse los campos continuamente. En
este caso, las distancias de aislamiento de especies vegetales no
transformadas son ain necesarias, porque florecerdn al mismo
tiempo que los materiales vegetales genéticamente alterados.

3. El material vegetal genéticamente alterado puede ser cosechado



antes de la floracién. En este caso, hay pocas preocupaciones
en cuanto al cruce de tipos distintos y no se exigen las
distancias de aislamiento recomendadas, siempre y cuando se
utilicen procedimientos de monitoreo adecuados para garantizar
que el material vegetal no llegue a la etapa de floracién.

6. Tratamiento de la tierra y monitoreo del campo post-cosecha

El material vegetal que queda tras la conclusién de la prueba
debera recibir algin tipo de tratamiento. Normalmente, la zona se trata
con herbicidas o se labra para destruir cualquier material vegetal que
pudiera haber quedado en el sitio. Esto debe identificarse en el protocolo
de pruebas. Es posible que surjan plantas voluntarias en el sitio en que
se realizan las pruebas. Con el objeto de garantizar la destruccliéon de
estas plantas, debe existir un procedimiento para observar el sitio tras
la conclusion de la prueba. Esto permite la facil identificacién de plantas
voluntarias que surgen como resultado de la prueba. Durante este
perfodo, los sitios estaran bajo observacién, no sélo para detectar plantas
voluntarias, sino malezas relacionadas con el material vegetal
genéticamente alterado que fue cultivado.

7. Destino del material vegetal cosechado

Finalmente, el protocolo debe Indicar el tratamiento dado al
material vegetal y semillas cosechados. Las semillas y el material vegetal
8@ conservan, para pruebas de laboratorio o mas pruebas de campo, o
son exportados a otro pals. Debera incluirse una breve descripcion de los
tipos de andlisis, tanto del material como de las semillas, que han de
realizarse. Esta Informacién permite a la entidad reguladora observar
cémo se desecha el material vegetal transgénico que fue objeto de
pruebas de campo.




APENDICE Vi

REQUISITOS DE INFORMACION PARA LA SUPERVISION
DE LAS PRUEBAS DE CAMPO DE MICROORGANISMOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE

Fuente: Major D.W.; Hart D.R.; Lush D.L. (1988), Release
of Genetically Engineered Microorganisms into the Environment,
Beak Consultants Limited, Canada






PROPOSITOS DE ESTOS REQUISITOS DE INFORMACION

El prop6sito general de esta propuesta de requisitos de
informacién consiste en garantizar la presentaci6n de informacién
suficiente sobre microorganismos genéticamente modificados
recombinantes (MGMr) y microorganismos genéticamente modificados
(MGM), que permita a la entidad supervisora evaluar la seguridad relativa
y ademés los méritos de una liberacion, para efectos de prueba, de
MGMrs o de MGMs, y ofrecer a los investigadores solicitantes una gufa
con respecto a los factores que se utilizardn para adoptar una decisiéon.
El término MGMr se aplicard a aquellos microorganismos que han sido
alterados por técnicas de ADN recombinante, involucrando la insercién
o remocién de secuencias de nucléotidos especfficas, de tal forma que
estas inserciones/remociones puedan definirse en términos de secuencias
de nucléotidos y funcién. El término MGM se aplicard a microorganismos
que han sido genéticamente modificados por fusion celular u otras
tecnologlas que logren modificaciones genéticas o transferencia, no
documentadas en la naturaleza y que no pueden ser descritas o
identificadas genotipicamente. "Recipiente” se refiere a un microorganismo
al que se le insertardA material genético; "donante” se refiere a
microorganismos que sirven de fuente de material genético y "padres"” se
refiere tanto a reciplentes como donantes.

Estas normas deberdn considerarse sélo como requisitos de
informacién general y los individuos que remiten informacion deberadn
hacerlo teniendo en cuenta lo sigulente :

- la naturaleza del producto que tienen la intencién producir;
- la aplicacién que se pretende hacer del producto; y

- la naturaleza del ambiente abierto en el cual es probable que se
pruebe el producto.

Estas tres consideraciones contribuirdn a determinar qué
informacién especffica es la apropiada para la aprobacién de pruebas de
campo, lo que, a su vez, determinara qué protocolos son los apropiados
para evaluar la seguridad y los riesgos ambientales implicitos en la
liberacién de microorganismos genéticamente modificados por
recombinante 0o de microorganismos genéticamente modificados. Las
evaluaciones seran escalonadas, con la posibilidad de que se exijan
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pruebas mas amplias de los MGMr o de los MGM, si las primeras
pruebas presentan interrogantes en cuanto a seguridad para los
humanos/animales o para el ambiente.

Buena parte de la informacién aquf solicitada deberfa ya estar
disponible para los individuos 0 empresas que producen los MGMr o los
MGM, como resultado de las investigaciones realizadas para lograr el
desarrollo del producto. Por lo tanto, el tiempo requerido para que
cualquiera que estuviese familiarizado con los MGMr o los MGM
proporcionara a la institucién la informacién y los antecedentes
solicitados, no deberfa exceder de unas pocas semanas. Segin la
naturaleza de los MGMr o los MGM, la alteracién genética realizada y la
aplicacibn que se pretende hacer, podrian requerirse pruebas en
microcosmos o en invernaderos de contencién antes de que se dé la
autorizacién para realizar pruebas de campo.

La liberacion de MGMr o MGM se examinara teniendo en cuenta
el balance entre el motivo principal para utilizarlos, la viabilidad, la
eficacia y los posibles beneficios que ofrece, en comparacién con otros
enfoques disponibles y el andlisis del peligro potencial para seres
humanos y el medio ambiente.

La Informacién requerida contribuird a abordar esas cuestiones
y puede organizarse en las siguientes categorfas:

- Identificacién y caracterizacién de las variedades silvestres del
receptor/donante en términos de fisiologla, ecologfa, genotipo y
fenotipo. Esto garantizar4 también un registro correcto de los
MGMr o los MGM;

- descripcién del material genético insertado o suprimido (para los
MGMr) desde el punto de vista de su fuente, la secuencia de
nucleétidos, la funcién, ia expresién, la ubicacién actual o
anterior en el elemento de origen (por ejemplo: cromosémico o
plasmido), los puntos de Insercién o supresién (por ejemplo:
nuclebtidos flanqueantes, marcadores de restriccién), la
descripcién de cualquier otro material genético relacionado con
esto; o de propiedades que pueden usarse para la identificacion
(por ejemplo: genes ~marcadores que codifican enzimas
especfficas o que pueden detectarse mediante sondas genéticas),
o control ambiental (por ejemplo: genes suicidas);
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- comparacion de los MGMr o de los MGM con el receptor o el
donante, en términos de identificacidn y caracterizacion.

- Efectos de los MGMr o los MGM en el ambiente, con énfasis en
el contraste ecolégico entre el receptor/donante y los MGMr o
los MGM; y

- aseguramiento de la calidad/control de calidad (QA/QC).
REQUISITOS DE INFORMACION ESPECIFICA
1. Identificacién y caracterizacién del tipo silvestre o receptor
Justificacién

Es esencial tener el mejor conocimiento posible de la fisiologfa,
ecologfa, expresiones genotipicas y fenotipicas del microorganismo
receptor, puesto que las caracteristicas dominantes de los MGMr seran
las del receptor. Por lo tanto, toda la informaci6n que se pueda obtener
sobre el receptor ayudara a predecir el destino de los MGMr tras la
liberacién en la prueba de campo. Esta Informacién servird de base para
la comparacién con los MGMr. Esta informacién también es aplicable a
los microorganismos donantes usados en la fusién celular u otras
técnicas que transfieren grandes cantidades de ADN de manera no
es;;‘e:ﬂica (por ejemplo: los MGM). La informacién requerida comprendera
lo siguiente:

- ldentificacién: Este es un factor clave, puesto que la
identificacion exacta permite obtener informacién ya disponible
(hébitat /fisiologla, caracteristicas genéticas, patogenicidad) acerca
del organismo, en publicaciones existentes. La identificacion del
microorganismo debe inciuir un nombre taxonémico y una
referencia a alguna cepa que esté disponible como parte de una
coleccibn de cepas o que se mantenga en la misma
organizacién. Debe incluirse en la documentacién de
control/aseguramiento de calidad una explicacién acerca de
cémo se mantiene e identffica el microorganismo receptor. Si el
microorganismo huésped es aislado y nuevo, debe ser clasificado
y debe colocarse una cepa en una colecciébn de cepas
reconocida o mantenerse en la misma organizacién.



- Héabitat/Fisiologia: Se requiere informacién sobre la distribucién
geogréfica, el habitat, los factores que afectan el crecimiento,
tales como el pH maximo y minimo, el Eh (potencial de
reduccién-oxidacién) y la temperatura, el papel en el ciclo
biogeoquimico, los requerimientos nutricionales, los predadores,
los competidores, la supervivencia bajo diversas condiciones
fisico-quimicas, los mecanismos de dispersion y el nivel de
dispersion. Esta infformacion normalmente puede ser obtenida
mediante una revisién de la literatura existente y los experimentos
en el laboratorio.

- Caracteristicas genéticas (cuando proceda): Se requieren
antecedentes de la cepa en relacion con manipulaciones
genéticas anteriores, con la presencia o sin la presencia de
elementos genéticos moévies, tales como plasmidos y
transposones indicados. Se solicitar4 también informacién sobre
la tasa de transferencia del material genético insertado entre el
receptor y organismos conocidos, cuya existencla se sospecha,
y que se conjugan con el receptor o tienen en comun los
mismos vectores. igualmente se solicitara informacién acerca de
la tasa de transferencia del material genético insertado entre el
receptor y cualquier otro organismo, con el cual el receptor
puede formar una relacién simbiética. Se deber& proporcionar
informaci6n acerca de las condiciones durante la transferencia y
los mecanismos de transferencia, junto con la tasa de
transferencia.

- Patogenicidad: Esta caracteristica del receptor es esencial y sirve
de alerta para las pruebas de patogenicidad de los MGMr o
MGM. La identificacién exacta del receptor o donante determinard
si el receptor o donante se sitta en un grupo de
microorganismos que se consideran agentes patégenos o
estrechamente relacionados con los patégenos de plantas,
animales y humanos. También indicara si el receptor o donante
es una variedad no patégena de un organismo patégeno, en
cuyo caso se exigiran las pruebas de toxicidad/patogenicidad de
los MGMr o los MGM. Si el receptor o donante es un patégeno
conocido o esté relacionado con un patégeno conocido, deberé
pr rse informacion referente a su gama de huéspedes,

la via de transmision y el mecanismo de infeccién.
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2. Caracterizacién del material genético Insertado (cuando proceda)
Justificacién

La ingenierfa genética que utiliza la tecnologfa del ADNr permite
la escision de secuencias especfficas de nuclettidos y la insercién de

secuencias asl removidas o sintetizadas en el microorganismo receptor.
Puesto que las nuevas caracteristicas que se expresaran en el receptor
emanan s6lo de la Informacién transferida al receptor, es necesario
Gnicamente caracterizar el material genético transferido. No obstante, esto
sucede sblo si existe suficiente control/aseguramiento de calidad para
garantizar las caracteristicas del materlal genético Insertado. La
informacion solicitada acerca del material genético incluye Io siguiente:

- descripcién de la funcion (por ejemplo: region regulatoria no
codificante, region codificante, proteinas para las que se ha
codificado);

- sacuencia de nucleftidos, Incluido cualquier nucleétido
flanqueante;

- fuente del material genético;

- descripcion de la expresion esperada o real del material genético
en los MGMr;

- determinacion de que el material genético insertado/suprimido es
el nmero minimo de nucledtidos necesario para la expresion

fenctipica deseada; y

- documentacién sobre la localizacion del material genético
insertado en el genoma huésped (por ejemplo: cromosémico,
plasmido, nuclettidos flanqueantes, otros genes codificantes
cercanos, transposones, elementos genéticos méviles y regiones
regulatorias no codificantes que podrian afectar la funcién,
expresion o transferencia del material genético insertado).

3. Caracterizacién del MGMr o MGM y comparacién con el receptor
Justificacion para el MGMr
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Lo ideal es que un MGMr represente la suma de sus partes (por
ejemplo: la expresion fenotipica del MGMr deberfa ser la expresién
fenotipica del receptor més la expresion del material genético insertado
del donante) o, en & caso de supresion de material genético, la
expresion fenotipica serfa la del elemento menos la expresion fenotipica
del material genético suprimido. Sin embargo, la insercién o supresion de
material nuevo puede hacer que el MGMr se comporte de manera distinta
a la esperada. La Informacién requerida en este sentido es la sigulente:

- comparacién de la expresion del material genético insertado en
el receptor con su expresién en el donante, y descripcién de
cualquier diferencla;

- documentacién y descripcién de cualquier tipo de cambios en el
MGMr que sean distintos del receptor, desde el punto de vista
de la expresién fenotipica de base del receptor, fuesen o0 no
Intencionales; y

- clasificacién taxonémica del MGMr para determinar si el material
genético Insertado ocasiona un cambio, seg(in se defina en un
protocolo taxonémico de referencia, hacia una nueva especie o
género del receptor.

Justificacién para el MGM

Puesto que hay poco control sobre el resultado de Ila
modificacién genética en la fusién, la microinyeccién u otras técnicas
similares que producen MGMs, actuaimente es Imposible caracterizar los
cambios genotipicos que han ocurrido en el MGM que se ha producido.
Por lo tanto, el MGM como producto final debe ser caracterizado en
términos de su expresion fenotipica. La informacion que deberd
proporcionarse ha de contrastar al MGM con el organismo de origen, y
comprende lo siguiente:

- clasificacién taxonémica del MGM para determinar la relacion que
tiene con microorganismos naturales; y

- documentacién y descripcion sobre cualquler cambio en el MGM
que sea diferente del organismo de origen, en cuanto a la
expresién fenotipica de éste, intencional o no.
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4. Comparacién del MGMr con el receptor o MGM con los organismos
de origen en funcién de consideraciones ambientales

El destino en el medio ambiente del MGMr o MGM

Debe hacerse una comparacién entre el MGMr y el receptor por
un lado, y el MGM y los organismos de origen en cuanto a sus
respectivas capacidades de sobrevivir, crecer y propagarse. La
informacién obtenida contribuird a predecir el destino de los MGMr o
MGM en el ambiente. Silos MGMr o MGM pueden sobrevivir y proliferar
en el ambiente tan bien como el receptor o el elemento original,
respectivamente, o mejor, los rubros que deben abordarse comprenden
los siguientes:

- comparacién de los MGMr con el receptor o los MGM con los
organismos originales en cuanto a supervivencia, proliferacién y
diseminacion en distintos ambientes bajo distintas condiciones
fisico-quimicas; y

- determinacion de los factores que permitiran el establecimiento
de los MGMr o MGM en el ambiente donde se apliquen.

Efectos en el medio ambiente del MGMr o MGM

Se debe disponer de informacién acerca de los efectos de los
MGMr o MGM en el ecosistema, en la zona en la que se haran las
pruebas de campo. Los aspectos que deben abordarse son los
siguientes:

- sl la presencia de los MGMr o MGM ocasiona una perturbacién
considerable y no prevista de la ecologla a corto plazo; y

- sl se producen efectos no intencionales a largo plazo en
importantes procesos ecolégicos.

La informacién para responder a los interrogantes anteriores
podra obtenerse primero mediante pruebas de microcosmos y luego
mediante pruebas de campo. Antes de que se dé aprobacién para una
prueba de campo, la siguiente informacion deber4 haber sido obtenida
mediante experimentos de microcosmos o experimentos en condiciones
de contenclén en invernaderos:



efecto de los MGMr o MGM en las comunidades ecolégicas,
desde el punto de vista de estructura y funcién (por ejemplo:
diversidad, productividad y procesos biogeoquimicos). La
funcién/objetivo de los MGMr o MGM debe analizarse, puesto
que su intencién puede dar lugar a perturbaciones de la ecologfa
de alguna manera especffica;

efecto en la frecuencia y magnitud de las aplicaciones de MGMr
o MGM, durante largos perfodos;

transferencia y consecuencia de la transferencia y expresién de
material genético de los MGMr a otros organismos. Esto deberia
abordarse si la probabilidad o el nivel de transferencia del
material genético es alto o si la estabilidad del material genético
insertado es alta;

informacién sobre los organismos/objetivo, asl como los no
objetivos, con respecto a los efectos conocidos y los efectos
previstos ; y

estabilidad del material genético Insertado en el MGMr, desde el
punto de vista de la expresién y los cambilos de expresién a lo
largo del tiempo, bajo diversas condiciones fisico-quimicas.

ASEGURAMIENTO DE CALIDAD/CONTROL DE CALIDAD

La siguiente informacién se solicita para ayudar a la entidad

supervisora a comprender y evaluar mejor los posibles efectos y ia
suficiencia de los métodos de liberacién/monitoreo, relacionados con ia
aplicacion de MGMr o MGM para efectos de experimentacién de campo:

- métodos de prueba de pureza del producto e identidad de

cualquier contaminante biol6gico y subproducto que se hubiere
encontrado;

- métodos de construccién de todos los componentes y

construccién final de los MGMr o MGM;

- método, sensibilidad y confiabilidad de los mecanismos de

deteccién en el amblente, de los procedimientos de contencién,




97

transporte, emergencia, erradicacion y desecho en todas las
zonas de produccién, distribuclén y aplicacion.

PRUEBAS DE CAMPO PROPUESTAS
La informacién requerida se refiere a la naturaleza, aplicaclén,
métodos y magnitud de la aplicacion de los MGMr o MGM y a los
procedimientos de contencién y descontaminacién que se usaran en el
sitio en el que se realizaran las pruebas.
1.Informacién sobre el sitio o los sitios:
- ubicacién exacta;
- naturaleza ambiental del sitio incluyendo la zona
circundante (aspectos climéticos, geolégicos, edafolégicos
y otros aspectos amblentales significativos);

- proximidad fisica y biol6gica a seres humanos y otra
biota significativa; y

- descripci6n de la flora/fauna autéctona dominante.

2. Cultivo(s), animales, etc., y nimero de hectéreas y organismos
que han de ser tratados en el sitio.

3. Disefio experimental.

4. Métodos y arreglos para producir la cantidad requerida de
productos en base a microorganismos y para el transporte hasta
el sitio.

5. Fechas o perfodos de realizacién de las pruebas.

6. Protocolo de introduccién:

- formulaclones que deben ser ensayadas;

- cantidad total que debe aplicarse;



- método de introduccién, incluyendo niveles, frecuencia
y (cuando proceda) duracién de la aplicacién;

- organismos/objetivo; y

- précticas de cuitivo y crianza de animales (por ejemplo:
planes para la rotura mecénica del suelo, irrigacién, etc.).

7. Procedimientos de seguridad in situ, incluyendo la contencién,
la descontaminacién, los planes frente a una liberacién
accidental, el monitoreo de los microbios y del ADN insertado.
La informacion referente a los microbios y al ADN insertado
debera incluir sensibilidad y método de deteccion.

8. Planes de seguridad y emergencia.




APENDICE Vil

REQUISITOS PARA LA EVALUACION AMBIENTAL DE
PRODUCTOS VETERINARIOS VIVOS DE ORIGEN BIOLOGICO,
PRODUCIDOS MEDIANTE BIOTECNOLOGIA

Fuente: Agriculture Canada (1989), Guidelines for the
Regulation of Veterinary Biologics produced by Biotechnology.
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REQUISITOS PARA LA EVALUACION AMBIENTAL (EA)
I. Propésito y necesidad
Descripcién de las actividades propuestas
- Incluir descripcién precisa del problema identificado y el

programa o las actividades del organismo destinados a hacer
frente al problema

ll. Descripcién del organismo y sus propiedades en comparacién
con los organismos originaies no manipulados
Caracteristicas del organismo original.
a) Identificacién, fuente, y variedades.
b) Reproduccién y capacidad de transferencia genética.

- Fuente, descripcion y funcién del material genético
extrafio.

- Método para llevar a cabo la modificacién genética.

- Estabilidad, expresion y potencial de recombinacién del
microorganismo de la vacuna.

- Ventajas y desventajas del organismo modificado en
comparaciéon con productos convencionales.

- Comparacién de los organismos modificados con las
propledades de los organismos originales.

- Via de administracién.

ll. Seguridad humana
- Probabilidades de exposicion para el ser humano.
- Posibles consecuenclas de la exposicion.
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- Patogenicidad de los microorganismos originales en ios
seres humanos.

- Efectos de la manipulacién genética en la patogenicidad
de los seres humanos.

- Riesgos relacionados con el uso generalizado de la
vacuna.

IV. Seguridad animal

- Consecuenclas de la vacuna en las especies a las que
esta destinada y a las que no est4 destinada.

- Capacidad de diseminacion y/o propagaciéon a partir de
animales vacunados hacla otros que no son destinatarios.

- Reversién a virulencia como resultado del pasaje serial
en los animales.

- Efectos de una sobredosis en las especies destinatarias
y especies no destinatarias posibles.

- Seguridad relativa en comparacién con las vacunas
convencionales.

- La gama de hlespedes y el grado de movilidad del
vector.

- Seguridad de ios animales preiiados y de los animales
vacunados que alimentan a sus crias.

V. Medio ambiente afectado
- Identificacion.

- Examinar los efectos de las posibilidades segin cada
aspecto del medio ambiente.

- Preocupaciones ecoldgicas.
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- Nivel de la liberacién en el medio ambiente.
- Persistencla del vector en el medio ambiente.

- Nivel de exposicion de las especies que no han sido
determinadas como objetivo.

- Comportamiento de los microorganismos originales y del
vector en las especies no destinatarias.

- Capacidad del vector para Infectar a organismos
invertebrados.

- Factores fisicos y quimicos que pueden afectar la
supervivencia, la reproduccion y la dispersion.

Vi. Consecuenclas en el medio ambiente

Vil.

- Examinar los problemas, beneficios y posibles riesgos de
las actividades del programa.

- Al examinar las vacunas vivas de ADNr, comparar los
beneficios que ofrece y los problemas que plantea la
vacuna experimental con respecto a productos
licenclados.

- Describir la opcién propuesta.

- Analizar los criterios de seleccion y Ia importancia que se
atribuye a cada uno.

- Justificar la seleccién de las opciones propuestas.

Consultas y coordinacién con otros organismos, organizaciones
y personas

- Hacer una lista de todos ios contactos.

- Indicar comentarios, si los hubiere.
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Vili. Conclusién y resumen
IX. Referenclas

- Hacer una lista de todas las referenclas citadas o que
han servido de fundamento.

- Incluir las comunicaciones personales.
OTROS REQUISITOS

Ademis de la informacién mencionada en supra con respecto a
la evaluacién del medio ambiente, el fabricante debe presentar toda la
informacion necesaria, incluidos los resultados obtenidos en pruebas de
campo restringidas, para demostrar que el producto es puro, seguro,
potente y eficaz.

Cada presentacion debera incluir la siguiente informacién:

1. Una descripcién del producto, nimero de orden en serie del
producto que se ha de utilizar, recomendaciones para su uso y
los resultados de la investigacion preliminar realizada en
condiciones de contencién, incluidos los resultados satisfactorios
de las pruebas con respecto a la pureza y la seguridad para
cada serie de producto que se ha de utilizar.

2. Una propuesta de plan general que se refiera a los métodos y
procedimientos para evaluar los productos y llevar un registro de
la cantidad de producto experimental preparado, despachado y
utilizado. Se debe incluir en ese plan una propuesta de métodos
de control y recuperacién biolégicos o fisicos, en caso de que
los organismos modificados den lugar a efectos adversos no
previstos.

3. Una lista provisional de los nombres y direcciones de los
beneficiarios propuestos y la cantidad de producto experimental
que se ha de enviar a cada persona.

4. Coplas de las etiquetas o bocetos de etiquetas con la indicacién
*"lAdvertencial Unicamente para uso experimental - No es para la
venta® o alguna indicacién equivalente.




105

Las autoridades competentes de salud animal en el nivel nacional
entablaran negociaciones con las autoridades competentes en el nivel
regional, donde se ha de realizar el ensayo. Si fuese necesario, se
recurrird al asesoramiento de otros organismos reguladores en el nivel de
los goblernos nacionales. Los estudios de los ensayos de campo
restringidos se lievardn a cabo en condiciones de cuarentena que sean
aceptables para las autoridades de salud animal, donde se demuestre
adecuadamente que hay un control biolégico o fisico del organismo del
ADN recombinante. Cabe sefialar que cada estudio de esta categoria se
realizar4 Unicamente en Instalaciones de cuarentena que hayan sido
aprobadas. Las instalaciones deberan tener un mantenimiento y
funcionamiento apropiados con el fin de evitar la propagacién de
cualquier enfermedad transmisible. Las Instalaciones para las pruebas
podran ser inspeccionadas por un funcionario de veterinaria del
organismo regulador para determinar si cumplen con las sigulentes
normas:

REQUISITOS FISICOS DE LAS INSTALACIONES

Por io general ias Iinstalaciones se deberén ubicar y construir de
modo que los animales del ensayo no tengan contacto fisico con otros
animales fuera de las instalaciones. El sector donde se mantiene a los
animales debera ser suficientemente ampllo con el objeto de evitar el
hacinamiento de los animales que estan en cuarentena. Las instalaciones
se deberan construir con materiales que resistan la limpieza y la
desinfeccién. Se deberd instalar en las puertas, ventanas y otras
aberturas algan tipo de cedazo para evitar que entren los péjaros y los
insectos. Sera necesario disponer de un programa seguro y eficaz para
controlar los insectos, los ectoparasitos y las plagas de aves Yy
mamfferos. Las normas respecto de las instalaciones deberan cumplir con
las leyes locales, provinclales y nacionales aplicables, y con las
reglamentaciones relativas al control de la contaminacién y la proteccién
del medio ambiente.

HIGIENE Y SEGURIDAD

El solicitante deber4 tomar medidas para que el abastecimiento
de agua sea suficiente para la limpieza y la desinfeccién de las
instalaciones. Todos los alimentos y el material para el piso o ei lecho de
ios enclerros que se utilicen en el servicio de cuarentena aprobado
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deberén provenir de un sector que no esté bajo cuarentena y deberan
almacenarse en las instalaciones de ensayo en un sector de almacenaje
a prueba de animalilios.

La solicitud para realizar ensayos de campo serd evaluada y la
decisién para aprobar o rechazar la realizacion del ensayo se tomard
dentro de los 60 dias después de que se presente la informacién
completa. Si se aprueba, el ensayo podra iniciarse 30 dias después de
la aprobacién.

Para la obtencién de ia licencla de fabricacién y venta del
producto recombinante vivo, el solicitante deberd presentar toda la
informacién necesaria, incluidos los resultados del ensayo de campo.
Los datos deberan demostrar que el producto es seguro, potente y
eficaz, y que cumple con todos los requisitos del organismo regulador.
Una vez que se emita la licencia para la fabricacién del producto, se
acepta la distribucién del producto en todo el pals sin restriccién y puede
ser utilizado en especies determinadas como objetivo, de acuerdo con
las Instrucciones de la etiqueta aprobadas.



APENDICE IX

CRITERIOS PROPUESTOS PARA PRACTICAS INDUSTRIALES
ADECUADAS DE GRAN ESCALA (GILSP) é
CON RESPECTO A MICROORGANISMOS DERIVADOS DEL ADNr.

Fuente: OECD (1986), Recombinant DNA Safety Considerations, Parfs.
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Criterios propuestos para Practicas Industriales Adecuadas de Gran
Escala (GILSP) con respecto a microorganismos producidos con
tecnologfa de ADNr

Organismo Huésped

-No patégeno;
-Ningin agente adventicio;
-Amplio historial de uso industrial; o
-Limitaciones ambientales inherentes que permiten el crecimiento
6ptimo en un entorno industrial, pero supervivencia limitada sin
consecuenclas adversas en el medio ambiente.
Organismo producido con tecnologfa de ADNr
- No patégeno;
- Tan seguro como el organismo huésped en el entorno industrial,

pero con una supervivencia limitada sin consecuencias adversas
en el medio ambiente.

Vector/insercion

- Bien caracterizado y libre de secuencias nocivas conocidas;

- Reducido en tamaiio en la medida de lo posibie, con respecto
al ADN necesario para desempediar la funcién deseada; no
deberfa aumentar la estabilidad del ente en el medio ambiente (a
menos que sea un requisito de la funcién deseada);

- Deberfa tener poca movilidad

- No deberfa transferir marcadores de resistencia a los
microorganismos que, hasta donde se sabe, no suelen adqulririos
naturalmente (si dicha adquisicion pudiera implicar el uso de
drogas para controlar los agentes de la enfermedad).






APENDICE X

MARCO PARA LA EVALUACION DE LAS PRUEBAS DE CAMPO
CON PLANTAS MODIFICADAS GENETICAMENTE

Fuente: National Research Council (1989), Field Testing
Genetically Modified Organisms: Framework for Decisions,
Wash. D.C.
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Gran parte de la amplia experiencia adquirida en ia investigacion
de campo con plantas que han sido modificadas genéticamente,
mediante técnicas clasicas, es aplicable a la investigacién de campo con
plantas modificadas mediante técnicas moleculares y celulares. Los
procedimientos de aislamiento, vigilancia y mitigacién funcionan bien,
independientemente de la forma en que se produzca la planta.

Los tipos de modificaciones que se han realizado o previsto con
técnicas moleculares son parecidas a las que se han producido con
técnicas clasicas. No se han determinado nuevos riesgos ni peligros
inherentemente distintos en relacién con las técnicas moleculares. Por
lo tanto, todas las actividades de supervision de las pruebas de campo
deberfan basarse en el fenotipo y genotipo de la planta y no en la forma
en que ésta se produce. Sin embargo, la capacidad de los métodos
moleculares ofrece la posibilidad de que se puedan producir plantas con
fenotipos extraiios pero deseados. En algunos casos, pueden utilizarse
nuevas fuentes genéticas, pero daran por resultado fenotipos conocidos.
Las plantas con fenotipos no muy conocidos deberan ser sometidas a
vigilancia hasta que resulte facll predecir su comportamiento y éste
demuestre no ser nocivo para el medio ambiente.

En esta seccién, se presenta un sistema para la adopcion de
decisiones (Gréfico 1) que permite realizar pruebas de campo
experimentales basadas en: (1) el conocimiento de la planta y de la
modificacién genética (Gréfico 2); (2) la capacidad para mantener la
planta en aislamiento (Gréafico 3); y (3) las consecuencias previstas en
el medio ambiente en caso de que la planta escape del aislamiento
(Gréfico 4).

Las situaciones que son conocidas y se consideran seguras
sobre la base de experiencias o experimentos anteriores, deberan
clasificarse como “"manejables segiin normas aceptadas® (MNA). Las
plantas MNA deberéan incluir, por ejemplo, ias plantas producidas por
medio de técnicas clasicas y otras plantas con fenotipos conocidos.
Estas plantas deberan someterse a pruebas de campo de la manera mas
apropiada, basadas en las experiencias adquiridas en la produccion de
plantas por medios tradicionales.

Todas las plantas se pueden aislar, algunas con mayor facilidad
que otras. El uso de plantas estériles es probablemente el mejor ejemplo
de aislamiento facll, siempre que se preste atencién a la diseminacién de
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propéagulos vegetativos. La otra situacién extrema consistirfa en aislar
una planta de polinizacién ablerta en presencia de parientes silvestres de
hibridacién cruzada. En esta situacién, el aislamiento puede consistir en
medidas tan estrictas como la contencién fisica en un invernadero de
cuarentena. Es evidente que el nivel apropiado de aislamiento depende
de la planta y de la zona geogréfica en que se realiza la prueba de
campo. Si el aislamiento resulta dificil o inseguro, es necesario prestar
atencién a los posibles efectos que tiene la introduccién en el medio
ambiente. Si existe la posibilidad de que se produzcan efectos negativos
considerables en el medio ambiente, ios procedimientos de aislamiento
deberan ser rigurosos, como la utllizacién de jaulas con cedazo. Si son
pocas las posibilidades de esos efectos, habria que recurrir a
procedimientos menos rigurosos.

A medida que se retine mas Informacion basada en las pruebas
de campo, convendra reducir las exigencias del aislamiento de modo que
una planta pueda ser utilizada en un programa de fitomejoramiento. Los
resultados de las pruebas de campo deben ser analizadas desde el punto
de vista de impactos ambientales negativos, como resultado de la
modificacién de caracteristicas relativas a ias propiedades de maleza, la
toxicidad o la resistencia a las plagas. La informacion que se obtenga
mediante las pruebas de campo son la mejor forma de evaluar, de
manera precisa, la presencla de caracteristicas indeseables.

Se ha incluido también una serie de ejemplos de preguntas
(Gréficos 1 a 4) que probablemente tengan que plantearse en cada fase
del proceso de adopcién de decisiones. Esta lista no es exhaustiva. La
importancia que se atribuya a cada una de las preguntas deberd
determinarse segun cada caso.
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GRAFICO 1

ESQUEMA PARA EVALUAR LAS PRUEBAS DE CAMPO OON PLANTAS MODIFICADAS GENETICAMENTE

¢Existe FAMILIARIDAD basada en introducciones
anteriores con un historial sin riesgos?

(véase Gréfico 2)
s« |
Pruebas de campo de acuerdo Es adecuado el
oon précticas establecidas. CONFINAMIENTO?
(manejable de acuerdo con (véase Gréfico 3)
normas aceptadas).
No es seguro SI
Evaluacién de posibles Prueba de campo
EFECTOS AMBIENTALES en pequefia escala en
(véase Gréafico 4) condiciones apropiadas de

confinamiento.
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{La planta modificada genéticamente s

es fenotipicamente equivalents a un
producto de métodos clasicos?

|

No

|

¢La planta ha sido modificada

unicaments mediante la adicién de St
un gen marcador 0 una secuencia de

ADN sin consecuencias agricolas

ni ambientales?

No

Considere como NO FAMILIAR

Considere como FAMILIAR
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CONFINAMIENTO

LHay en el sitio especies __Si 0 dudoso
de hibridaci6én cruzada? '

No

{Pueden las plantas EvalGe potencial
modificadas genéticamente S 0 dudoso A%%&EN EL MEDIO

escapar el confinamiento? (véase Grafico 4)

No

\

genética mévil o
inestable de otro modo?

PRUEBA DE CAMPO EN
PEQUERA ESCALA en
oondiciones de confinamiento

apropiadas.
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DEBEN SER AGREGADAS POR LOS USUARIOS DEL ESQUEMA)

[ ¢Existe Ia posibiiidad de efectos negativos
on los ecosistemas manejados?

iTiene la planta resistencia modificada

a insectos o parésitos?
(Tiene la planta nuevas caracteristicas
de maleza?
{Constituye la planta un peligro para
la fauna o fiora local
Realize pruebas de
campo en condiciones de
confinamiento apropiadas, L{Hay posibilidades de que se produzcan efectos
basadas en los efectos ] negativos en los ecosistemas naturales?
potenciales sobre el
medio ambiente

{Hay en el lugar parientes de la planta de hibridacién
cruzada?

¢{Puede la nueva caracteristica dar mayor competitivi_
dad a malezas parientes de la planta?

{Tiene la planta modificada genéticamente nuevas
caracteristicas de maleza que pueden hacerla més
exitosa fuera del ecosistema manejado?

o
o
o

L_(Otrot posibles efectos en el medio ambiente)



APENDICE XI

MARCO PARA LA EVALUACION DE PRUEBAS DE CAMPO CON
MICROORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

Fuente: National Research Council (1989), Field Testing Genetically
Modified Organisms: Framework for Decisions, Wash. D.C.
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La humanidad tiene una larga historia de uso de
microorganismos en el procesamiento de alimentos, la agricultura, el
tratamiento de desechos asl como en y otras aplicaciones beneficlosas.
Los nuevos métodos moleculares de modificacion genética de
microorganismos van a ampliar esas aplicaciones. Por ejemplo, en el
control de enfermedades de plantas y en la blodegradacion de
contaminantes téxicos.

Los métodos moleculares se asemejan a los clasicos utilizados
para modificar cepas particulares de microorganismos en diversos
aspectos; sin embargo, muchos de los nuevos métodos tienen dos
caracteristicas que los hacen ain mas Utiles que los clasicos. Su
precisién permite a los clentfficos hacer las modificaciones genéticas en
cepas microbianas que pueden ser caracterizadas mas completamente,
en algunos casos hasta en el nivel de la secuencia del ADN. Ello reduce
el grado de incertidumbre asociado con cualquier aplicacion planificada.
Los nuevos métodos tienen mayor poder porque permiten al cientffico
aislar genes y transferirlos a través de barreras naturales.

El poder de estas nuevas técnicas crea la oportunidad de nuevas
aplicaciones de microorganismos. A pesar de las preocupaciones Iniciales
con respecto al uso de los métodos recombinantes en la investigacion
de laboratorio, ahora est4 claro que estos métodos en s no son
intrinsecamente peligrosos.

El paso siguiente a la experimentacion en el laboratorio es probar
el microorganismo modificado en el campo. No se han detectado efectos
adversos de las introducciones de microorganismos en el medio ambiente
y existe un extenso cuerpo de informacién que documenta introducciones
seguras de algunos microorganismos, tales como rhizobla, hongos
micorrizas, baculovirus, Bacillus thuringiensis y Agrobacterium
radiobacter. Sin embargo, se conoce menos sobre resultados de pruebas
de campo con microorganismos que con plantas. Por ello es prudente
prepararse para el control de microorganismos Iintroducidos, en el caso
de introducciones no familiares.

Siempre que la introduccién difiera sustanciaimente de aquéllas
con un historial de seguridad establecido, surgiran preguntas con
respecto a los efectos de los microorganismos Introducidos. Estas
preguntas (sobre la persistencia no intenclonada y los posibles efectos
adversos), deberan ser atendidas cientfficamente. En la medida que la
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comunidad clentffica continie acumulando informacién sobre la seguridad
o los riesgos de las aplicaciones ambientales de microorganismos, los
niveles de supervision podran ser ajustados a las necesidades de
situaciones particulares.

En las recomendaciones que siguen, se presenta un marco de
decisiones que puede servir como base para una evaluacion viable y
clentfiicamente fundamentada sobre la seguridad de microorganismos
destinados para pruebas de campo. Este marco de decisiones ha sido
desarrollado considerando tres criterios: (1) familiaridad con el historial
de introducciones similares a la propuesta; (2) control sobre la
persistencia y dispersion del microorganismo introducido y sobre el
intercambio de material genético con la microflora indigena; y (3)
efectos ambientales, incluyendo los efectos potencialmente adversos
asociados con la introduccién.

El marco de decisiones no hace distincibn entre métodos
clasicos y moleculares de manipulacién genética, ni entre genotipos
modificados y no modificados. Esta orientado hacla productos, mas que
hacla procesos, enfatizando las propiedades de los microorganismos mas
que los métodos por los que fueron obtenidos. Aln asf, el conocimiento
sobre los métodos puede ofrecer Informacion (til acerca de la precisién
de la caracterizaci6n genética del microorganismo, lo que a su vez puede
ser relevante para evaluar su similitud con organismos utilizados en
aplicaciones previas, su persistencia y posibles efectos después de ia
introduccién.

El marco no incluye otras variables, frecuentemente sugeridas
como criterios de supervisién, tales como: la fuente de genes, si los
recombinantes son intra- o Intergenéricos, si regiones codificantes o no
codificantes del genoma han sido modificadas. Estas variables ofrecen
relativamente menor cantidad de informacién clentffica utilizable en
evaluaciones de seguridad. Se reconoce la necesidad de usar, siempre
que sea posible, criterios simples y de facll cumplimiento para la
supervision.

En el marco se utilizan términos tales como "dudoso”, "suficiente”
y “significativo”, sin definir precisamente sus limites cuantitativos. Dado
que algunas variables subyacentes pueden ser dificiles de cuantificar con
precision, cualquier valor especffico que se les asigne serfa arbitrario y
sujeto a desacuerdos. En Ulitima Instancia, la asignacion de categorias de
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riesgo debe incluir un examen racional del conocimiento clentffico
relevante en cada introduccion.

La evaluacién de los riesgos potenciales que surgen de la
introduccién de microorganismos en el medio ambiente se hacen, en el
marco de referencla, de acuerdo con los tres criterios de importancia: la
familiaridad, la capacidad de control y los efectos. Luego de la evaluacién
de estos tres criterios, se puede realizar una introduccién propuesta en
el campo, de acuerdo con la practica establecida; o puede ser asignada
a uno de los tres niveles de preocupacion: bajo, moderado o de
incertidumbre alta (Gréfico 1). El marco de referencla es inherentemente
flexible, permitiendo la reasignacién de una aplicacién a una categoria
diferente, en la medida que se obtiene informacién cientffica adicional que
sea relevante para cualquiera de los tres criterios.

Las pruebas de campo de pequeiia escala pueden proceder de
acuerdo con préacticas establecidas si el microorganismo usado, su
funcién planfficada y el medio ambiente/objetivo son suficientemente
similares a Introducciones previas que tienen un historial de uso seguro
(Gréfico 2). Un ejemplo famillar es Rhizobium, usado para el incremento
de la fijacién de nitr6geno en leguminosas.

Si una Introduccién no satisface el criterio de familiaridad, se
evalla con respecto a nuestra habilidad de controlar la persistencia y la
diseminacion del microorganismo y del potencial del microorganismo para
causar efectos adversos significativos (Grafico 1). Por ejemplo,
Rhizobium, modificado para codificar una toxina Insecticida, no serfa una
introduccién familiar, aun cuando puede resultar segura. Una introduccién
se considera ubicada en la categoria de baja incertidumbre cuando
satisface criterios aproplados tanto de control como del bajo potencial de
efectos adversos. Una introduccién es considerada de incertidumbre
moderada si satisface solamente los criterios de control o los de efecto
adverso, pero no ambos tipos de criterio. Una introduccién se considera
de alta incertidumbre si no satisface ni el criterio de control ni el de
efectos adversos (Gréafico 1). La ubicacion en la categoria de alta
incertidumbre implica que existen efectos potencialmente adversos,
unidos a la potencial imposibilidad de controlar el microorganismo y sus
efectos potenciales.

Los criterios especfficos para evaluar el control del
microorganismo, luego de su introduccién, tienen que incluir el potencial
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de persistencia del microorganismo introducido, la posibilidad de
intercambio genético entre microorganismos introducidos e indigenas, y
la capacidad de dispersion del microorganismo introducido hacia medios
ambientes distintos (Gréfico 3). En el grafico 4 se ilustran una serie de
preguntas que pueden ser abordadas en la evaluacion del potencial de
persistencia no intencional de un microorganismo introducido.

Los criterios de evaluacion de los efectos tienen que depender,
al menos en parte, de la funcién planificada para el microorganismo
introducido en su medio ambiente previsto (Grafico 5). Asf, una prueba
de campo de una bacterla usada para la blodegradacion de un
contaminante téxico debe ser precedida por pruebas de laboratorio
definitivas, y diseflada para determinar si subproductos téxicos de la
degradacién pueden ser creados y Hegar a persistir.

En la medida que las agenclas otorgan permisos para la
introduccién de microorganismos modfficados genéticamente en pruebas
de campo, recibiran asesorfa de paneles de expertos, que pueden utilizar
este marco de referencia para las decislones descritas aqul. Con la
experiencia se incrementara la familiaridad y anticipamos que ello estara
acompaiiado de ajustes en el rigor de la supervision.
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GRAFICO 1

MARCO PARA LA EVALUACION DE PRUEBAS DE CAMPO DE ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

LExiste FAMILIARIDAD basada en introducciones
previas con un historial seguro?

Si No
Prusba de campo en pequefia escala Hay CONTROL adecuado luego de la
segln précticas establecidas introduccién?  (véase Gréfico 3)
S No
LEFECTOS ambientales adversos o | B8 incertidumbre | incertidumbre moderada
significativos han sido
excluidos razonablemente?

Gréfico 5) No |Incertidubre moderada Incertidumbre alta
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FAMILARIDAD

LEl organismo es similar a los usados
en introducciones pasadas?

Si

¢Es la funcién buscada similar a No
alguna usada en introducciones pasadas?

— Considere NO FAMILIAR
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GRAFICO 3

CONTROL
(PREGUNTAS APROPIADAS PARA APLICACIONES ESPECIFICAS
DEBEN SER AGREGADAS POR EL USUARIO DEL MARCO)

No
LEsth ol organismo introducido adecua

damente confinado en lo biolégico?
(véase Gréfico 4)
S
LEsth ol intercambio de genes limitado__NO | _ Considere NO

adecuadamente? ADECUADAMENTE CONTROLADO
Si

LEsth controlada la dispersién
a otros ambientes? No

Si

Acepte como ADECUADAMENTE CONTROLADO
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Si
I1=] ha muerto antes '
de la introduccién?
-
LEl microorganismo ha sido efectivamente 1
, por ejemplo, incorporando —
una funcién “suicida® a?
| No
Acepte como
LBl microorganismo ha sido modificado S '
para limitar su nicho ecologico?* ADECUADAMENTE
{ No
LBl microorganismo destinado a la
introduccién es demostrablements menos adoouado—s‘—
que el microorganismo original no modificado?
Considere NO ADECUADAMENTE CONFINADO Si

* En relaci6én con la utilizacién de sustratos, rango de hospederos, tolerancia fisiolégica,
resistencia o capacidad de competencia
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¢Cual es la funcién planificada del microorganismo introducido?

Mejora de la nutricién vegetal mediante microorganismos.
——= Por ej.: LEs esta funcién, si se excede, potenciaiments dafiina
para ei medio ambiente destinado?

Biodegradacién microbiana de contaminantes téxicos.
—— Por ej.: LSe pueden producir compuestos téxicos como subproductos
de las actividades biodegradativas del microorganismo?

Biocontrol microbiano de poblaciones de plagas.

Por ej.: LEl agente de biocontrol es especifico con respecto a la
— plaga/objetivo o puede ser téxico o patogénico también para otros
organismos en el medio ambiente (incluyendo plantas, invertebrados
o vertebrados)?

oo

[+]
L~ (Otras funciones planificadas)






APENDICE XII

REQUISITOS PARA LA CONCESION DE LICENCIAS DE
PRODUCTOS VETERINARIOS DE ORIGEN BIOLOGICO, FABRICADOS
MEDIANTE NUEVAS TECNICAS DE BIOTECNOLOGIA

Fuente: Agriculture Canada (1989), Guidelines for the
Regulation of Veterinary Biologics Produced by Biotechnology
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REQUISITOS GENERALES PARA LA CONCESION DE LICENCIAS

Preparacién y certificacion de stock de semilla patrén (de
bacterias o virus)

Fabricacién del producto experimeiital segun las especfficaciones
minimas establecidas

Eficacla del animal hiesped (inmunizacién y reforzamiento)
Preparacion de tres lotes para pruebas de consistencia
Pruebas de seguridad sobre el terreno

Cumplimiento satisfactorio con todos los requisitos de prueba del
*Esquema general de producciéon®

Presentacién de muestras al laboratorio de evaluacién de
productos veterinarios de origen biolégico para realizar pruebas
confirmatorias

Aceptacién de las etiquetas
Entrega de las series previas a la concesion de la licencia

Es probable que los productos veterinarios de origen biol6gico
producidos mediante técnicas nuevas de biotecnologla como ADNr,
sintesis quimica y tecnologfa de hibridomas requieran ensayos especiales
para las determinaciones de la potencia y la estabilidad. Posiblemente
sea necesario realizar otras pruebas para garantizar la seguridad,
especialmente en el caso de la presencia de microorganismos vivos.
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Con el fin de mantener la uniformidad de la produccién, los
fabricantes deben obtener los materiales de semilla para la produccion
de la porcion del material que se define como Semilla Patron o Base.
La semilla patr6n y el producto final son sometidos a prueba, con el fin
de garantizar su pureza, seguridad, identidad e inmunogenicidad.

La semilla patron para productos derivados de ADNr consistira
en un plasmido o virus que leve el gen inserto. El plasmido construido
se introduce luego en el sistema de expresion apropiado de células
eucarifticas o procaridticas, seleccionado para la produccion de la
vacuna. ADN gen6mico también puede ser transferido directamente a
una variedad de células de mamfferos. Alternativamente, en tales casos,
la célula estable que ha sufrido transfeccion serd considerada como la
semilla patrén.

Las semillas patron de ADN recombinante serdn caracterizadas
mediante un mapa de construccién del plasmido bacteriano que contiene
el nuevo gen. Es necesario disponer de informacion bésica relativa a los
procedimientos de ADNr utilizados para aislar, purificar e Identificar
material genético de una fuente, y la modificacion utiizada para la
Insercion de ese material en el nuevo huésped. El fabricante deberé
proporcionar un andlisis de la secuencia de nuclettidos con el objeto de
caracterizar adecuadamente el ADN extraiio utiizado en la codificacién

para obtener un antigeno particular.

La inmunogenicidad de las vacunas debe ser apoyada con
estudios estadisticamente vélidos, relativos a la inmunizacion de los
animales huéspedes y las dificultades que presenta.

El fabricante deber4 preparar un "esquema de produccion® que
incluya procedimientos para asegurar la constancia y la recuperacién de
material antigénico especffico. Los procedimientos de recuperacién
deberan incluir la eliminacion de niveles excesivos de antibibticos y
subproductos Indeseables de fermentacién, tales como el exceso de
endotoxinas bacterianas.

Algunos procedimientos de prueba, que pueden utilizarse durante
el proceso de fabricacion con fines de supervisién, son: la tasa de
crecimiento, el mapeo en gel SDS, la resistencia antibiftica, los
marcadores metabdlicos, el peso molecular, la actividad y el porcentaje
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de protelna.

Para cada entrega por series de los productos finales, producidos
mediante la biotecnologfa, sera necesario realizar pruebas para determinar
su pureza, seguridad y potencia. Procedimientos estandares se aplicaran
para determinar pureza, potencia y eficacia. Puede ser que los
procedimientos de seguridad lleven a la realizacion de ensayos mas
ampilios en el laboratorio y en el campo. Ademas de estas pruebas, serd
necesario caracterizar el producto con el fin de demostrar la expresion
genética. Algunos ejemplos de las técnicas que pueden utilizarse son las
siguientes: andlisis parcial de la secuencia, cromatografia liquida de alta
resolucion, mapeo de péptidos, andlisis en gel de poliacrilamida y
determinacién del peso molecular.
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