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Marco Regulatorio — Perfil Argentino

- Produccion agropecuaria fuerte y NUEVO MARCO REGULATORIO
. . PARA LA BIOTECNOLOGIA
bien establecida AGROPECUARIA EN LA ARGENTINA
Tercera edicion

- Primer pais en Ameérica del Sur
en regular actividades con OGMs
( desde 1991)

- Es un sistema que se caracteriza
por tener base cientifica y ser
flexible

Presidencia Phistatio da

Agricultura,
de la Nacién Ganaderia y Pe
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Marco Regulatorio — Perfil Argentino

Posicion internacional de liderazgo ( 3er lugar)

24.3 millones de hectareas sembradas con cultivos GM

1996: primera aprobacion comercial del un cultivo GM (
soja tolerante a glifosato)

2005: Primera experimentacion a campo con un animal
GM cual?




Argentina: evolucion de la superficie cultivada con OGM
(como % del total de cada cultivo)
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Marco Regulatorio — Definicion

* La resolucion N°763/11 del Ministerio de Agroindustria
de la Nacion es la resolucion marco que establece una
serie de lineamientos para regular las actividades con

vegetales, animales y microorganismos.




Organismos involucrados

Ministerio de Agroindustria de la Nacién KCO_NAE"'A: Comision \
Nacional Asesora en
Biotecnologia Agropecuaria
(Agroecosistema)

Secretaria de Agregado (ORGANISMOS

de Valor DESENTRALIZADOS) *SENASA: Servicio

Nacional de Sanidad y
| INASE | SENASA Calidad Agroalimentaria
(Inocuidad Alimentaria)
Direccion de
pEiETe *CTAUOGM: Comité
Agroalimentarios , .
(DMA) Técnico Asesor para el Uso
‘ de OGM
*INASE: Instituto Nacional

de Semillas

\ /




Organismos involucrados - Permisos

Ensayos a campo Liberacion Comercial

CONABIA'W SENASA

Direccién de CTAUOGM
Biotecnologia

CONABIA

Direccion de
Biotecnologia

Direccidn de
Mercados
Agricolas

<

Proceso de Aprobaciéon Comercial

» Aprobacion comercial: concedida por el Secretario de Agregado de Valor.
» Sigue un enfoque de caso por caso con base cientifica

» La evaluacién de riesgo se centra en el medio ambiente, alimentacion y los impactos en la
produccion y comercializacion del OVGM.

« Esta impulsado por 3 comisiones independientes (DB/CONABIA/Inase, SENASA/CTAUOGM vy
DMA)



Direccion de Biotecnologia y CONABIA

v Personas fisicas o juridicas deben tramitar un permiso
ante la Secretaria de Agregado de Valor.

v’ La Direccion de Biotecnologia junto a la CONABIA
evallan una serie de requisitos:

Bioseguridad de la
actividad

Resolucién N° '
437/2012 : Evaluacion de riesgo
., : ambiental sobre el
Conformacion Yy TN agroecosistema
funciones de la W :

CONABIA

Idoneidad del solicitante




Direccion de Biotecnologia y CONABIA — Permisos para OVGM

Determinar los efectos del
OVGM sobre el
agroecosistema para su
aprobacion comercial

EvalUa las autorizaciones
para experimentacion y/o
liberacion al medio




Resoluciones - Organismos Vegetales Genéticamente Modificados (OVGM)

Resolucion 701/11: complementaria a la Resolucion 763/11.
Posee las guias generales aplicables a las actividades que
involucran Plantas Genéticamente Modificadas que NO

cuentan con aprobacion comercial

Fase | Fase Il
( Permiso de ensayos a campo (Analisis de riesgo ambiental
de manera confinada) para la liberacion comercial)
» Anexo I, solicitud de autorizacion » Anexo lll, Solicitud de evaluacion
para la liberacion experimental de de segunda fase para OVGM

OVGM regulados



Resoluciones - Organismos Vegetales Geneticamente Modificados (OVGM)

* Produccion de
semilla y/o biomasa
GM que contenga
materiales
regulados en la
republica Argentina

Resoluciones

 Autorizacion de las
| actividades que se
llevan a cabo en
invernaculos de
Bioseguridad con
OVGM

241/2012

* Nuevas Téecnicas de
173/2015 mejoramiento
vegetal

N



Resoluciones - Organismos Vegetales Geneticamente Modificados (OVGM)

Medidas de contenciéon

Resoluciones

Infracciones a la normativa
de semillas GM. Tipificacion

Tratamiento diferenciado para
eventos acumulados
provenientes del cruzamiento
de parentales que en forma
individual ya tienen
autorizacion comercial

Eventos que contienen construcciones
318/2013 ) genéticamente similares a las

| incorporadas en eventos que ya
cuenten con evaluaciones de riesgo
concluidas con DD favorable

A\



Resoluciones - Microorganismos y animales Genéticamente Modificados

Animales :
organismos

Resolucion N° 57/2003 Resolucion N° 656/1992

- Permiso para proyectos
experimentales y/o liberacion al
medio de AGM.

Resolucion N° 177/2013

- Importacion de AGM de uso
agropecuario




;% Ministerio de
%ARGENTINA 2\ Agricultura, Ganaderia y Pesca

- Con vos, siempre. ¥y Presidencia de la Nacion |
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New Breeding Techniques

- Técnicas utilizadas para el mejoramiento vegetal

- Alternativa a los métodos de mejora convencional y a la
Ingenieria genética

- Importante  herramienta que permite soluciones
iInnovadoras a los nuevos desafios de la agricultura

- Permiten generar mutaciones especificas en el genoma

- Modificar rasgos sin realizar cambios en la secuencia del
genoma



New Breeding Techniques

Clasificacion

Técnicas de mutageénesis dirigida

Técnicas que emplean transgénesis como paso intermedio
para obtener plantas que no contienen genes exogenos

%y Técnicas de transformacion de plantas con secuencias de
\Swisd ADN procedentes de especies compatibles

S

;
€4
LM
A

Técnicas de injerto en las cuales la parte injertada no
contiene ninguna nueva secuencia de ADN.

#t Teécnicas de transformacion de plantas con ADN exogeno




18

S
New Breeding Technigues

Definiciones

<~0rganismo Genéticamente Modificado: Organismo que posee una
combinacion de material genético obtenida a través de la

aplicacion de biotecnologia moderna.
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S
New Breeding Technigues

e

- Para que una modificacidon geneética sea considerada una
nueva combinacion de material genético, se analizara si
se ha producido una insercion en el genoma en forma
estable y conjunta de UNO (1) o mas genes 0 secuencias
de ADN gue forman parte de una construccion genética
definida.

Criterios
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D
New Breeding Technigues

Técnica Conclusidn preliminar

Cisgenesis Hay una nueva combinacion de
material genético dentro del genoma
de la planta

Intragenesis

Inmersion floral

El producto final seria considerado
OGM de acuerdo a la resolucion
vigente.

SDN*-3

Biologia Sintética

SDN* : (Nucleasas Sitio Dirigidas): Set de Técnicas que pueden ser utilizadas para
introducir un cambio en el genoma de la planta. Por Ejemplo, TALEN, Zinc Finger,
Meganucleasas CRISPR/Cas . ( MariaLusserand Howard V. Davies)



New Breeding Technigues

Técnica Conclusion preliminar

Grafting Como el arbol crece en el campo

Ejemplo: arbol de

NI El producto final seria conS|Ierado OGM de acuerdo a la

resolucion vigente

« Si el aplicante quisiera desarrollar un nuevo producto en
donde el tallo cuenta con autorizacion comercial y la parte
aerea es no GM, el producto resultante no sera regulado.

» El analisis de riesgo alimentario podria ser obligatorio
aunque el producto ( la naranja) corresponde a a la parte
no GM del grafting.
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New Breeding Technigues

Técnica Conclusion preliminar

Reverse *En el producto resultante no hay una nueva
Breeding combinacion de material genético

Metilacion de « El aplicante deberd demostrar evidencia de la
ADN remocion del transgen utilizado temporalmente del
dependiente de  nraqycto final.

ARN (RdDM)

Si la evidencia muestra que no hay transgen en el
producto final, este producto no seria regulado.
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New Breeding Techniques

Técnica Conclusion preliminar

SDN-1 « La modificacion dentro del genoma de la planta es sitio
especifica. Como resultado no hay una nueva combinacion
de material genético.

SDN-2
 El aplicante debera demostrar evidencia de la remocion
del transgen utilizado temporalmente del producto final.

Si la evidencia muestra que no hay transgen en el
producto final, este producto no seria regulado.



New Breeding Techniques

Mutagenesis dirigida por
Oligonucleotidos

Hay diferentes tipos de oligonucleotidos que pueden
ser usados

« Single stranded DNA oligonucleotides
*Chimericoligonucleotides

* Triple helix-formingoligonucleotides (TFOs)
* RNA oiligonucleotides

El producto resultante puede o no tener una nueva
combinacion de material genético dependiendo de
la extencion y naturaleza de la modificacion.
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New Breeding Techniques

Técnica Conclusion preliminar

Agroinfiltracion - Contexto de ensayos exprerimentales
*Expresion transciente de transgenes
* No hay insercion de material genético dentro del
genoma de la planta

Agroinoculacion El andlisis de riesgo deberd hacer foco en el
microorganismo que lleva la construccion de intereés.



New Breeding Technigues

Resolucion para NPBTs

- Esta resolucion no es limitada para la técnicas descriptas
anteriormente.

- Enfoque de caso a caso

- Es abierta para evaluar cualquier otra técnica nueva

- Establece los pasos a seguir cuando el aplicante quiere
hacer uso de estas técnicas.



New Breeding Technigues

El aplicante debera suministrar:

- Informacioén acerca del preceso de como fue obtenido el
producto derivado de una NPBT

- Evidencia de las modificaciones genéticas introducidas

- Evidencia de remocidn del transgen usado temporalmente
para la obtencion del producto (Si es necesario)



New Breeding Technigques
CONABIA determinara:

- Si la modificacion genética en el genoma de la planta no
tiene suficiente entidad para ser considerada una nueva
combinacion de material genético.

- Si la informacion suministrada confirma que el transgen
usado temporariamente fue removido del cultivo a
comercializar

Si los supuesto santeriores se cumplen; el aplicante sera
iInformado que el cultivo no esta alcanzado por la resolucion
de Organismos Geneticamente Modificados.



Propuesta de evaluacion para NPBT

1.NPBT: Consulta Previa del Aplicante

temporario?

O

3. Usala
técnica un 2.Hay una Nueva
transgen Combinacion de

CONABIA

Material Genetico?

=
producto

4.Esta el HIEES

producto
final libre del

transgen

temporario?

producto
final es

NO GM




Case
. studies




CaS e I « Okuzaki A, Toriyama K, Plant Cell Rep,2004 ,22: 509-512

Technique
ODM
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Chimeric RNA/DNA Oligonucleotide
Design

v Results:
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TeC h n I q U e » Transient expression in rice protoplast cells of

Cas9/sgRNA
Cas9/ « Generated a 9 nt deletion the promoter region of

. _ genes OsSWEET14.
single guide RNA
(SgRNA) system

¥

* Phenotype: bacterial blight resistant (expected).
« Simmilar modification obtained using TALEN .
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Ca.S e I I Wenzhi J, et al, Nucleic Acids Research, 2013, Vol. 41,
No. 20

A Ccawv Streptococcus pyogenes B RiceU6 sgRNA targeting
355 Pro NOS 3’ Pro OsSWEET14 promoter

C 0sSWEET14 5’ -GCACTATATAAACCCCCTCCARCCAGGTGCTAAGCTCATCA -3’
SBRNA 3/ =..ivviiiiiiiiiiiney AGGUUGGUCCACGAUUCGAG -5

D GCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGTGCTAAGCTCATCA  WT
GCACTATATAAAC-======== CCAGGTGCTAAGCTCATCA -9




GM Cotton GHB119
Transformation method: Agrobacterium tumefaciens
Phenotype: Glufosinate tolerant (bar)

Lepidoptera Resistent (cry2Ae). )

Techni gque Biolistic introduction of Meganuclease gene and
“repair DNA” for homologous insertion of two

\WIETOETa IV [ (- E{<I  genes (epsps and @

* The “repair DNA” cassette was inserted next to a pre-
existing event

* The Meganuclease gene was not stably integrated into
the genome (Southern Blot)

* Phenotype: Herbicide tolerant (glufosinate, glifosate,
tembotrione) and Lepidoptera Resistent




4
Q J Ca.S e I I I = D’"Halluin et al, Plant biotech journal,2013 (11) 933-941

cars - %
Mega nuclease et T
. TAAAATTATTTACAAGT GTTTA |
Des|g n ATTTTAATAAAT GIT,T.CAC AAAT,
/ O wWooes L s 'Iw lezl?&.!ﬁ’ 4
Result: - < e

EEm IME T sﬁl .

---------------------- F““‘““m--.--- e t.r“ ling [EHB11H

IBEis
Wedap o

+ e N - "epsir DNA (o)

O com — Il




* Apple tree

« Agrobacterium tumefaciens mediated transformation

» The construction contains MdMYB10 (gene from a
red-fleshed apple coding for a transcription factor
involved in regulating anthocyanin biosynthesis),
flanked by its native promotor and terminator, RB
and LB

Technique
Cisgenesis

\ 4

* Phenotype: Red fleshed apple fruits with an appealing
red appearance and an increased level of anthocyanin-
based antioxidants

* The construction was integrated into the genome (PCR)




CaS e IV. Frans A. Krens et al, frontiers in Plant Science, April

2015 Volume 6 Article 286

B
Stopper T-DNA pMinMYB Stopper
El Promoter Genomic DNA MdMYB10 Terminator -I'D
L8 RB

Espley et al. (2009), the coding region including introns 4184 bp and
the terminator region of 1053 bp. (A) The entire plasmid. (B) The
T-DNA region. RB, right border and LB, left border respectively; OD,
overdrive sequence; Rs, recombination site.

FIGURE 1 | Schematic representation of the pMinMYB vector
carrying only the MdMYB10 gene sequence between the T-DNA
borders. The MdMYB10 sequence encompasses the promoter, 1768
bp including the additional repeats (E-fold repeat; R8) described by

Frans A. Krens et al, frontiers in Plant Science, April 2015 Volume 6 Article 28¢



