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UNA DESCONFIANZA INJUSTIFICADA

El desarrollo y auge de los cultivos de
plantas transgénicas, principalmente los
de tipo Bt, que tras varios afos de comer-
cializacion en distintos paises del mundo ha
superado los 45 millones de hectdreas, se
debe sin duda a los beneficios tangibles que
presentan para la Agricultura. Reciente-
mente la Agencia para la Protecciéon Am-
biental (EPA) de los Estados Unidos ha ini-
ciado una revisién de los riesgos y benefi-
cios de las plantas Bt como bioinsecticidas
cuyas conclusiones preliminares ratifican
la ausencia de efectos adversos inacepta-
bles para la salud y el medio ambiente, y
que tras cinco anos de comercializaciéon han
aportado beneficios notables para la agri-
cultura y el medio ambiente (EPA 2001).

Sin embargo, las opiniones sensaciona-
listas, en muchas ocasiones poco funda-
mentadas, vertidas en la prensa, en inter-
net e incluso en debates publicos, sobre los
efectos negativos de las plantas transgéni-
cas han ido creando en sectores de la opi-
nién publica un sentimiento de desconfian-
za. Esto contrasta con los informes objeti-
vos sobre beneficios y riesgos realizados por
paneles de expertos como el del Institute of
Food Technologists (II'T 2000) o de Ta So-
ciedad Esparniola de Biotecnologia (SEBIOT
2000).

En muchos casos, la percepcion del nivel
de riesgo ha surgido de la extrapolacion de
conclusiones fuera de las evidencias cienti-
ficas experimentales. Con frecuencia se
hace referencia a articulos cientificos fuera
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de contexto, pero una lec-
tura detallada de la me-
todologia y de los resulta-
dos pueden conducir a si-
tuar los resultados en su
justa dimension. No en
vano la Ciencia avanza
por que las hipétesis y es-
peculaciones se confir-
man o rechazan en base
a hechos experimentales
y mediante una interpre-
tacion objetiva de los re-
sultados.

Es en este contexto en
el que se ha situado una
de las mas duras polémi-
cas a nivel cientifico y so-
cial, en torno a la posibili-
dad de transferencia ho-
rizontal de genes de re-
sistencia a antibidticos
desde las plantas trans-
génicas a bacterias.

-

MARCADORES MICROBIANOS CON
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La presencia de genes de resistencia a

Foto 1. Patata atacada por el escarabajo crisomélido Leptinotarsa
decemlineata. Las plantas transgénicas Bt expresan la toxina de la
bacteria Bacillus thuringiensis, una proteina letal para muchas larvas de

insectos que causan plagas en agricultura.
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ciertos antibidticos y herbicidas en plantas
transgénicas es consecuencia de la necesi-
dad de reconocer macroscépicamente las
c¢élulas que se han transformado en el pro-
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ceso de obtencion de la nueva variedad de
planta mejorada genéticamente.

Para la obtencion de plantas transgéni-
cas se utilizan normalmente dos tipos de
marcadores seleccionables. Por un lado los
marcadores de resistencia bajo control de
promotores bacterianos que permiten de-
tectar el paso del gen transformante (por
ejemplo el de la toxina de Bacillus thurn-
giensis) a bacterias que actian meramente
como intermediarias durante el proceso de
modificacion o construccién de los plasmi-
dos vectores de clonacién. Este tipo de mar-
cadores suelen ser genes de origen bacteria-
no que confieren resistencia a antibioticos
como ampicilina o kanamicina y pueden
pasar a las células vegetales transforma-
das, pero no se expresan en ellas por llevar
promotores bacterianos. Por otro lado, es

Foto 2. Placa de Petri con colonias de la bacteria Pseudomonas

fluorescens cultivada en agar B de King. Esta especie bacteriana no es
patogena, forma parte de la microbiota normal de las plantas y se aisla
con mucha frecuencia de la parte aérea y del sistema radical.

necesario un segundo tipo de marcadores
que permita reconocer las células vegetales
que han sido transformadas en el proceso
de obtencion (bombardeo con DNA, fusion
de protoplastos o transformacion con Agro-
bacterium tumefaciens). Estos marcadores
suelen ser de resistencia a herbicidas como
el gen bar (que codifica para el enzima fosfi-
notricina acetiltransferasa) y se expresan
en las células transformadas porque pose-
en promotores de origen vegetal.

En las plantas transgénicas de primera

generacion y en el caso de algunas varieda-
des que se comercializan actualmente se
utilizaron genes marcadores de resistencia
a ampicilina (gen bla-tem que codifica para
una betalactamasa que inactiva el antibié-
tico) o kanamicina (gen npt que codifica
para una neopentenil transferasa).

RIESGO DE TRANSFERENCIA

El posible problema de la transferencia
de los genes de resistencia a antibiéticos
desde la planta transgénica a otros organis-
mos fué inicialmente mal explicado ala opi-
nion publica, especialmente por los medios
de comunicacién y por algunos sectores eco-
logistas, transmitiendo la sensacion de que
comer plantas resistentes a antibioticos nos
podia convertir en resistentes a antibidti-
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cos, cuando el supues-
to problema no resi-
dia precisamente en
ésto.

En realidad es mu-
cho méas complejo ya
que se trataria de que
los genes de resisten-
cia mencionados pre-
sentes en la variedad
vegetal transgénica
fueran transferidos a
bacterias asociadas a la planta durante su
cultivo en campo (microbiota del suelo o de
la propia planta) o al sistema digestivo de
los animales (microbiota intestinal) que
consumieran el alimento transgénico deri-
vado. Una vez transferidos a dichas bacte-
rias habitantes normales de las plantas o
de los animales, podrian transferirse facil-
mente a otras bacterias patégenas de los
animales o del hombre, lo que ocasionaria
que estas dltimas se transformaran en insi-
bles a la terapia con los mismos antibiéticos

EL CAMINO DE LA
TRANSFERENCIA
GENETICA ES LARGO
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VENTAJAS
AGRONOMICA
MEDIOAMBIEN

o con otros relacionados a los que confieren
resistencia los genes de resistencia introdu-
cidos en la planta transgénica (Courvalin
1998).

Este riesgo de transferencia podria a
priori tener lugar tanto en el campo como
en el sistema digestivo del animal o indivi-
duo que consumiera el producto, pero por
un lado el tratamiento a que se someten al-
gunos alimentos y por otro los procesos di-
gestivos destruirian en gran parte el mate-
rial genético, aunque siempre queda la po-
sibilidad de que pequenas cantidades o
fragmentos de DNA conteniendo el gen so-
brevivieran al proceso digestivo.

Sin embargo, el numero de etapas nece-
sarias para que tenga lugar una transfe-
rencia efectiva de un gen marcador de re-
sistencia desde una planta transgénica
hasta bacternas de interés
clinico, veterinario o agri-
cola es elevado. Los proce-
sos mas relevantes inclu-
yen: supervivencia del
gen en un ambiente hostil
rico en nucleasas que de-
gradan el DNA como son
el tracto gastrointestinal,
el suelo o los tejidos de la
propia planta; adquisicion
del estado competente por
las bacterias receptoras,
un estado poco frecuente
que las capacita para in-
corporar fragmentos de
DNA; competencia entre el gen y otros frag-
mentos de DNA procedentes de la propia
planta o de microorganismos presentes por
incorporarse a la bactena receptora; trans-
locacion del gen a través de la membrana de
la bacteria receptora; superacion de los me-
canismos de restriccion/modificacion del
DNA en el citoplasma de la bacteria que
evitan la entrada de DNA extrano; integra-
cion o recombinacion del gen en el genoma
de la bacteria receptora, proceso que re-
quiere la presencia de secuencias homolo-
gas entre el DNA del huésped y los dos ex-
tremos del gen; y finalmente existencia de
una presion selectiva a favor de las bacte-
rias transformadas gracias a la presencia
del antibidtico en el medio.
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Dado que se ha demostrado experimen-
talmente que todos estos procesos forman
parte de la fisiologia y genética de las bacte-
ras, la conclusion es obviamente que la pro-
babilidad no es nula y que por lo tanto el
riesgo es finito. Los calculos tedricos basa-
dos en estimaciones de la probabilidad con-

119



junta a partir de cada una de las etapas des-
critas, en los casos mds optimistas, indican
que 1 entre 10.000.000.000.000 de bacte-
rias por generacion podria resultar trans-
formada.

ESTUDIOS REALIZADOS

Debido a la polémica existente y a los re-
querimientos de las autoridades estadouni-
denses, europeas y en particular de diver-
so0s paises entre los que se cuenta Espana,
se han realizado estudios sobre la transfe-
rencia de los marcadores de resistencia a
antibidticos desde plantas transgénicas a
bacterias asociadas siguiendo diversas
aproximaciones experimentales. Sin em-
bargo, la mayoria de éstos se han realizado
en el laboratorio o bajo condiciones de cam-
po simuladas en laboratorio.

El grupo de Frank Gebhard y Kornellia
Smalla del IBP de Braunschweig (Alema-
nia) consiguio transformar la bacteria Aci-
netobacter sobre filtros de membrana im-
pregnados con extractos de DNA de plantas
transgénicas que contenian una construc-
cién basada en un plasmido portador del
gen npt I que confiere resistencia a la ka-
namicina, pero la transformacion sélo se
produjo cuando existian regiones homolo-
gas (Gebhard y Smalla 1998) y no se obser-
v6 cuando no existian regiones homélogas
entre la planta y la bacteria (Nielsen et al.
1997). En otro experimento realizado por el
grupo de Ingo Potrykus del ETH de Ziirich
{Suiza) no se detect6 la transferencia de los
genes de resistencia a ampicilina desde la
planta a bacterias receptoras utilizando un
sistema modelo basado en discos de patata
transgénica que contenia los genes bla
mientras eran infectados con la bacteria fi-
topatégena Erwinia chrysanthemi B374 y
el sistema era sometido a electroporacién
para aumentar la probabilidad de transfor-
macién (Schliiter et al. 1995). La transfe-
rencia de genes desde la planta a bacterias
tampoco se detecté en un estudio realizado
por el grupo de Pascal Simonet en el CNRS
{Francia) utilizando un sistema consistente
en plantas de tomate y tabaco que habian
sido obtenidas utilizando una construccion
basada en un plasmido portador de un gen
npt I que confiere resistencia a kanamici-
na y que habian sido infectadas por una
cepa modificada genéticamente de la bacte-
ria Ralstonia solanacearum que contenia
genes con regiones homélogas de la con-
truccion (Bertolla et al. 2000).

Los estudios de transferencia en condi-

ciones naturales estan sometidos a dificul-
tades metodoldgicas para extraer y purifi-
car selectivamente la fraccion de DNA bac-
teriano y evitar la contaminacién con DNA
de la planta transgénica que se produce fa-

E. coli pUCLS

B+176
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Foto 3. Deteccion especifica del marcador de
resistencia a ampicilina en plantas transgénicas
que poseen la construccion Bt176. La foto
muestra las sefales obtenidas mediante
electroforesis de DNA a partir de amplificaciones
por PCR con cebadores disenados para
detectar el gen bla de resistencia a ampicilina. M,
patrones de diferente peso molecular; C-, maiz
no transgénico; Bt176, maiz transgénico; E. coli
pUC18, cultivo bacteriano transformado en el
laboratorio mediante el vector de clonacion
utilizado para la construccion Bt176.

cilmente a partir de células senescentes del
sistema radical y del suelo. En un experi-
mento realizado por el grupo del IPB de
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Braunschweig (Alemania) utilizando DNA
directamente extraido de muestras de cam-
po de parcelas de remolacha transgénica
resistente a rizomania que poseian secuen-
cias especificas del gen npt 11, y de la frac-
c16n bacteriana cultivable, y mediante una
técnica de hibridacion especifica, no se pudo
concluir en la existencia de transferencia
debido a dificultades en la interpretacion de
las senales obtenidas (Gebhard y Smalla
1999).

Los resultados obtenidos en un estudio
realizado por nosotros en el marco del Plan
de Seguimiento del maiz establecido por ¢l
Ministerio de Agricultura, en diferentes
campos comerciales de maiz transgénico de
Espana durante 2000-2001, no han detec-
tado la transferencia de los genes marcado-
res de resistencia a ampicilina desde 1a
planta a bacterias asociadas del suelo, de
las raices o de la parte aérea. Este resulta-
do permite concluir que si a pesar del uso de
técnicas muy sensibles como las disponi-
bles actualmente no se detecta la transfor-
macion, es por que el proceso es poco pro-

bable.

RIESGO MINIMO, VENTAJAS
MAXIMAS

Ademds, en el caso de que ocurricra, la
posibilidad de que causara un impacto sig-
nificativo seria en la mayoria de los casos
remota porqué la resistencia a ampicilina y
kanamicina estd muy extendida en nume-
rosas especies de bacterias que forman par-
te de la microbiota humana, de los anima-
les, de las plantas y del suclo (Gétz et al.
1996). La existencia de bacterias resisten-
tes puede ser previa al uso de los antibidti-
¢os 0 como consecuencia de la presion selec-
tiva ejercida por su uso extensivo en gana-
deria, medicina y agricultura (Houndt y
Ochman 2000).

En consecuencia, teniendo en cuenta que
los niveles poblacionales bacterianos en el
sistema suelo-planta o intestino de los ani-
males son con frecuencia del orden de 109
bacterias por gramo, y quc los datos mas re-
cientes confirman que entre un 1-10% de la
microbiota bacteriana residente es resis-
tente de forma natural, cada transforma-
cion de una bacteria resistente por adquisi-
cion del gen marcador de la planta transgé-
nica se anadiria a un ruido de fondo pree-
xistente de millones de bacterias resisten-
tes al antibidtico, lo que tendria un impacto
poco significativo, al menos cuantitativa-
mente.
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Sin embargo la biotecnologia vegetal ha
desarrollado soluciones al problema me-
diante nuevos métodos de transformacion
que han aportado una nueva generacién de
plantas transgénicas basada en la elimina-
cion de los marcadores de resistencia selec-
cionables (tecnologia BOGUS) o seleccion
positiva por la capacidad de crecer de las cé-
lulas transformadas en nutriente raros.
Varias multinacionales productoras de se-
millas medificadas genéticamente han ini-
ciado la sustitucion de las variedades anti-
guas por otras que no presentan marcado-
res de resistencia a antibiéticos obtenidas
mediante csta tecnologia.

Finalmente, llegados a este punto debe-
mos ser realistas, aceptar que el riesgo nulo
no existe por muy avanzada que sea la tec-
nologia que se utilize, y confrontar el riesgo
asumible con las ventajas agrondmicas, nu-

tricionales y medioambientales que supo-
nen las nuevas variedades de cultivos
transgénicos.
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