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Resumen

Los alimentos transgénicos son aquellos que contienen organismos genéticamente modificados
(OGM) o han sido producidos a partir de ellos. Se entiende por OGM, cualquier planta, animal o
microorganismo que ha sido modificado por técnicas de ingenieria genética, con el fin de lograr
alguna caracteristica de utilidad. Los alimentos transgénicos estdn hoy en dia, ampliamente

distribuidos en la industria.

La incorporacion de este tipo de alimentos a la dieta, ha llevado a muchos paises a introducir
legislaciones especificas para controlar su produccion y comercializacion. Ya hace varios afios se han
aprobado diversas normas que imponen la obligacion de identificar los OGM a través de leyendas en

el rétulo o bien mediante la exhibicion de listas de esos productos.

En Uruguay, el uso de transgénicos se encuentra regulado por normas especificas, siendo el Gabinete
Nacional de Bioseguridad el drgano encargado de su regulacion, a través del cual se canalizan las
solicitudes de autorizacion y cuyo objetivo es evitar los riesgos para la salud humana y la

conservacion del medio ambiente.

A nivel departamental, La Junta Departamental de Montevideo, aprobd en el afio 2013 el decreto N2
34.901 y posteriores modificaciones, donde se establece la obligatoriedad de etiquetado para
aquellos alimentos que contengan OGM a concentraciones superiores al 1 %, considerando cada
especie vegetal de forma individual. El Laboratorio de Bromatologia de la Intendencia de Montevideo
es el responsable de realizar los controles de fiscalizacion mediante técnicas de PCR basadas en

normas validadas internacionalmente.

El objetivo del presente trabajo fue realizar la busqueda de secuencias moleculares de transgenes en
alimento comercializados en Uruguay, con fines a dar cumplimiento a la reglamentacion
departamental vigente. Para ello se analizaron 100 muestras provenientes de diferentes alimentos,
que el laboratorio extrajo como parte de su plan anual de muestreo. Las mismas fueron procesadas y
analizadas por PCR en tiempo real para la deteccion e identificacion del material transgénico
presente. Con los datos de las secuencias obtenidas, se realizé un andlisis estadistico para evaluar la
asociacion de la presencia de transgénicos con el tipo de matriz, el pais de origen y el tipo de
procesamiento del alimento. Posteriormente se realizé una comparacion con los resultados obtenidos
en los cinco afios anteriores de andlisis del laboratorio, con el objetivo de identificar cambios que

pudieran ser atribuidos a la implementacion y fiscalizacion del etiquetado.

Palabras clave: Organismos vegetales genéticamente modificados, OGMs, etiquetado.
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1-Introduccion

1.1- ;Qué son los Alimentos Genéticamente Modificados o
transgénicos?

Se entiende por Organismo Genéticamente Modificado (OGM), aquellos organismos cuyo
material genético (ADN) ha sido modificado genéticamente de una forma que no ocurre
naturalmente (OMS, 2005). Los alimentos genéticamente modificados o transgénicos, son
aquellos alimentos que contienen o estdn compuestos por Organismos Genéticamente
Modificados, o han sido producidos a partir de ellos, seglin fuera definido por la Unidn
Europea en el afio 2003. El alimento puede ser en si mismo un OGM o estar compuesto por
OGM, por ejemplo, harina de maiz o porotos de soja, puede contener ingredientes
derivados de OGM (ejemplos: aceite de maiz, almiddn, lecitina de soja) o alimentos que en
su fabricacion se emplearon microorganismos genéticamente modificados o enzimas
producidas por microorganismos genéticamente modificados (GM) (por ejemplo yogur,

cerveza, etc) (Galeano, P. et al., 2014).

A nivel mundial existen 32 especies vegetales modificados genéticamente, siendo los mas
distribuidos los cultivos de soja, maiz y algoddn. En lo que refiere al maiz existen 244
variedades transgénicas distintas (también llamados eventos transgénicos) y 43 para el
cultivo de soja (International Service for Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA),
2023). Se conoce como evento transgénico a la insercion particular de ADN de otra especie,
gue se inserta en una célula vegetal y que le brinda nuevas caracteristicas a la planta
modificada respecto a la no modificada, como por ejemplo resistencia a insecto, tolerancia a

herbicidas, etc (Arleo, 2015) (Ver Fig.1).

El primer evento transgénico aprobado en Uruguay en 1996 fue la soja RR (Roundup Ready)
de la empresa Monsanto, tolerante al herbicida glifosato. En los afios siguientes fueron
aprobados dos eventos mas de soja de la empresa Bayer, ambos con tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio; otro de la empresa BASF con tolerancia a herbicidas del grupo de las
imidazolinonas; y un ‘evento apilado’ de Monsanto (la soja Intacta RR2Pro) que porta a la
vez un transgen que lo hace tolerante al glifosato y otro que lo convierte en tdxico para
ciertas lagartas al producir una toxina de Bacillus thuringiensis (Bt). En la actualidad hay

aprobados 17 eventos de soja para uso comercial (ver anexo 1) (GNBio, 2023).
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Los primeros eventos transgénicos en maiz aprobados para cultivo en Uruguay fueron los
‘maices Bt’, MON810 y Btll, en 2003 y 2004 respectivamente. Ambos producen una
proteina Bt téxica para larvas de lepiddpteros que son plaga del maiz. Luego se aprobaron
otros ocho eventos simples y apilados que producen toxinas Bt y/o presentan tolerancia a
glifosato y/o a glufosinato de amonio. De estos eventos transgénicos, 4 pertenecen a la
empresa Syngenta, 3 a Monsanto, 2 a Dow Agroscien-ces y 1 a un acuerdo entre Monsanto
y Dow. Actualmente hay aprobados para uso comercial, 22 eventos de maiz (ver anexo |),

(GNBio, 2023).

Por otro lado se encuentran en etapas de estudio para aprobacién con fines comerciales
algunos eventos algodon, papa y trigo (GNBio, 2023). Ejemplo de la construccion génica de
los eventos aprobados en Uruguay se puede ver en la figura 1. Los eventos apilados (stacked
events) se conforman por el cruzamiento convencional de dos o mas lineas parentales de

plantas conteniendo estas construcciones génicas (p. ej., GA21 x Bt11).

Maiz MONS810
p-355 | Intrén hsp70 cry 1 A (b)

MaizBt11
p35s wvine [ECH s R

Maiz NK603

p-ractl CP4 EPSPS P-35S | intrén hsp70 (N t-Nos
Maiz TC1507

exon 1 ubg |intron 1 ubq caylF t-ORF 25 p-35S pat t-355
Maiz GA21

oTP
Maiz Mon89034

p-e35S Cry TANT05 REERAVARSEEIVIVY intron hsp70 RSV Cry 2Ab2 RE\i

Maiz Mirl62

intron 9 PEPC [ E=iets p-ubig mz pmi t-Nos

Figura 1. Representacion de algunas de las construcciones de los eventos de maiz aprobados en Uruguay, MON810, Bt11,
NK603, TC1507, GA21, MONS89034 y Mirl62. A modo explicativo el p35S es el promotor 35S del virus del mosaico del
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coliflor, Hsp70 corresponde al intrén de la heat-shock protein 70 de maiz, intrén 6 adh es el intrén 6 del gen de la enzima
alcohol deshidrogenasa de maiz, mientras que cry 1 A(b) codifica para la delta-endotoxina crylAb de B. thuringiensis
subsp. kurstaki, intrén 1 adh corresponde al primer intrén del gen de la enzima alcohol deshidrogenasa de maiz, t-Nos es
el terminador del gen nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens, pat es el gen de la enzima fosfoinotricin-acetil
transferasa (pat) de Streptomyces viridochromogenes cepa Tu494, p-ract 1 es el promotor del gen de la actina de arroz,
intrén 1 ract corresponde al intrén 1 del gen de la actina de arroz, CTP2 es el péptido de transito al cloroplasto de A.
thaliana, CP4 EPSPS codifica para la enzima 5 enolpiruvil-shiquimato 3-fosfato sintetasa de A. tumefaciens, p-ubiq es el
promotor del gen de ubiquitina de maiz, exdn 1 ubq es el primer exdn del gen de la ubiquitina de maiz, intrén 1 ubiq es el
primer intrén del gen de la ubiquitina de maiz, cry 1 F codifica para una delta-endotoxina crylF de B. thuringiensis. T-
ORF25 corresponde a la secuencia PolyA del ORF25 de A. tumefaciens, t-35s corresponde al terminador del gen 35S del
virus del mosaico del coliflor, p-PEPC es el promotor del gen de la fosfoenol-piruvato carboxilasa de maiz, intdn 9 PEPC es
el intrén 9 del gen de la fosfoenol-piruvato carboxilasa de maiz, p-CDPK es el promotor del gen de la proteina kinasa
dependiente de calcio de maiz, L-Cab corresponde a la region 5" no traducida de la proteina de unién a la clorofila a/b de
trigo, cry 1A.105 codifica para la delta-endotoxina artificial con los dominios | y Il de crylAb o crylAc de B. thuringiensis
subsp. Kurstak, t-Hsp17 corresponde a la secuencia 3' de terminacién de la transcripcion para la heat-shock protein 17 del
trigo, p-FMV corresponde al promotor del virus del mosaico del higo, TS-SSU codifica para una secuencia de acceso al
cloroplasto de la subunidad pequefia de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa del maiz y primer intrén, cry 2Ab2
correponde a la secuencia codificante de la proteina cry2Ab2 de B. thuringiensis, vip 3Aa20: delta-endotoxina producida
por B. thuringiensis, pmi es el gen que codifica para la fosfomanosa isomerasa de E. coli en base a informacion del ISAAA
(Tomado de Arleo, M. 2015).

1.2- Evaluacion de riesgos asociados a los cultivos transgénicos

La liberacion al ambiente de los organismos vegetales genéticamente modificados suele
conllevar diversos riesgos, los cuales deben evaluarse y gestionarse previo a su introduccién
al ambiente. Entre ellos se asocian las interacciones de estos con los distintos componentes
del ecosistema, posibles efectos en los consumidores en el caso de cultivos alimenticios y
efectos del paquete tecnoldgico vinculado al uso de los nuevos rasgos aportados por estos
cultivos. Esto hace que la preocupacion por los riesgos asociados deje de ser
primordialmente de los cientificos que trabajan directamente en el desarrollo de la
tecnologia y pase a ser de interés de toda la sociedad. El Convenio de Naciones Unidas sobre
Diversidad Bioldgica (CDB) reconoce que existen riesgos potenciales asociados a los cultivos
transgénicos. En su articulo 8 inciso g este convenio sefiala que se “establecera o mantendrd
medios para regular, administrar o controlar los riesgos derivados de la utilizacién y la
liberacion de organismos vivos modificados como resultado de la biotecnologia, que es
probable tengan repercusiones ambientales adversas que puedan afectar a la conservacién
y a la utilizacién sostenible de la diversidad bioldgica, teniendo también en cuenta los
riesgos para la salud humana”, estos riesgos potenciales en la salud podrian ocasionar

resistencia a antibiodticos, el desarrollo o aumento de alergias asociadas a la exposiciéon al
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producto del transgen y toxicidad a corto o largo plazo (Convenio sobre la Diversidad

Bioldgica, 2010).

En Uruguay existe desde el afio 2008 el Sistema Nacional de Bioseguridad, quien reune a los
organismos encargados de autorizar la introduccidn, el uso y la manipulaciéon de vegetales
genéticamente modificados y sus partes, cualquiera sea la forma o el régimen bajo la cual se
realicen, teniendo en cuenta los resultados de las correspondientes etapas de evaluacién y
gestion del riesgo de esa aplicacidon sobre el ambiente, la diversidad bioldgica, la salud
humana, la sanidad animal, la sanidad vegetal y aspectos socioeconémicos (GUBUY, Sistema

Nacional de Bioseguridad, 2023)

1.3- Etiquetado de los alimentos

La importancia del etiquetado se centra en el derecho a la alimentacion adecuada y derecho
a la informacidn; la alimentacién es considerada un Derecho Humano fundamental a partir
de la Declaracién Universal de los Derechos Humanos (DUDH) (Naciones Unidas: 1948). La
DUDH por si misma no presenta ningun valor juridico a la interna de los paises, por lo que
en 1966 fueron aprobados dos pactos internacionales, los cuales presentan caracter
vinculante para los Estados que los firman. Estos fueron el Pacto Internacional de Derechos
Civiles y Politicos (PIDCP, 1966) y el Pacto Internacional de Derechos Econémicos, Sociales y
Culturales (PIDESC, 1966). El PIDESC, propone que los Estados parte adopten las medidas
necesarias para mejorar los métodos de produccidn, conservacion y distribucion de
alimentos, haciendo pleno uso de los conocimientos técnicos y cientificos, difundiendo el
conocimiento de los principios de la nutricidn y desarrollando o reformando sistemas
agrarios de tal manera que se logre el desarrollo y aprovechamiento mas eficiente de los

recursos naturales.

Segun la FAO, desde la Cumbre Mundial de la Alimentacion (CMA) de 1996, “la Seguridad
Alimentaria, a nivel de individuo, hogar, nacién y global, se consigue cuando todas las
personas, en todo momento, tienen acceso fisico y econdmico a suficiente alimento, seguro
y nutritivo, para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias, con el objeto de
llevar una vida activa y sana” (CMA, 1996). Los cuatro pilares de la seguridad alimentaria
son la disponibilidad, el acceso, la utilizacion y la estabilidad” segun fuera establecido en el

Programa Especial para la Seguridad Alimentaria en el afio 2011 (PESA, 2011).

10
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El etiquetado de los alimentos constituye el principal medio de comunicacién entre los
productores y los vendedores de alimentos, los compradores y los consumidores. La
etiqueta, resena de cualquier tipo de producto (alimenticio, farmacéutico, textil, etc.), es
elemento esencial en la identidad del mismo y un motivador frente a decisiones de
consumo. Proporciona los datos necesarios que los consumidores necesitan para tomar las
decisiones referentes a su salud. Desde este marco normativo, la etiqueta de los alimentos,
incluida la etiqueta de los alimentos genéticamente modificados, es una herramienta de
control para hacer efectivo el Derecho a la Alimentacion Adecuada y el Derecho a la

informacion.
1.4- Derecho a la informacion

La Ley 17.250 sobre la Defensa del Consumidor del Poder Legislativo (2000) ha consagrado
expresamente como basico, el derecho de éstos a la informacion. El Articulo 6% establece

como derechos basicos de los consumidores los que se detallan a continuacion:

A) La proteccién de la vida, la salud y la seguridad contra los riesgos causados por las

practicas en el suministro de productos y servicios considerados peligrosos o nocivos.

B) La educacidn y divulgacion sobre el consumo adecuado de los productos y servicios, la

libertad de elegir y el tratamiento igualitario cuando contrate.

C) La informacidn suficiente, clara, veraz, en idioma espafiol sin perjuicio que puedan

emplearse ademas otros idiomas.

D) La proteccién contra la publicidad engafosa, los métodos coercitivos o desleales en el
suministro de productos y servicios y las cldusulas abusivas en los contratos de adhesién,

cada uno de ellos dentro de los términos dispuestos en la presente ley.

1.5- Etiquetado de alimentos Genéticamente Modificados en Uruguay

El Decreto Presidencial 353/008 del 21 de julio de 2008 es el que regula los aspectos
vinculados a la bioseguridad de vegetales genéticamente modificados en Uruguay (MGAP-
GNBio, 2015). El articulo 4" de este decreto (Etiquetado) establece que “El Gabinete
Nacional de Bioseguridad (GNBio) promoverd acciones tendientes a la implementacién del
etiquetado voluntario "GM" o "no GM", aplicable a aquellos alimentos en los que se pueda

11
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comprobar mediante analisis del producto final la presencia de ADN o proteinas
genéticamente modificados”. Al dia de hoy este etiquetado voluntario no se ha

reglamentado a nivel Nacional.

No obstante en Montevideo, se encuentra vigente el Decreto N° 36.554 de fecha
07/12/2017 Articulo D.1774.83 de la Junta Departamental de Montevideo, que establece
gue “Los alimentos que provienen de organismos genéticamente modificados, o que
contengan ingredientes producidos a partir de estos, que superen el 1 % de material
modificado genéticamente respecto a la especie vegetal considerada individualmente,
deberan ser etiquetados especialmente conforme lo dispuesto en las presentes normas”.

Dicho etiquetado se volvid obligatorio a partir de febrero del afio 2022.

De acuerdo a la normativa departamental vigente, los alimentos que contengan organismos
genéticamente modificados deberan contar con una rotulacion distintiva que los identifique.
La etiqueta debera incorporar la letra “T” acompafiada de la leyenda “Contiene organismos
modificados genéticamente”. Esta debe estar en la cara principal del envase y cumplir con
determinadas dimensiones proporcionales a cada paquete. Al comienzo de la
implementacion del etiquetado, existié la posibilidad de utilizar un logo transitorio que

podia ser aplicado sobre envases ya disefiados, mediante una técnica de rdpida impresion.

El decreto de etiquetado obligatorio, surgié como una iniciativa del Departamento de
Desarrollo Social, Servicio de Regulacién Alimentaria, organizaciones de la sociedad civil,
empresarios de la alimentacidn, representantes de la industria, técnicos y referentes de la
tematica. Esta normativa tiene como objetivo mejorar la calidad de la informacién para las y
los consumidores, siendo una prioridad de los sucesivos gobiernos departamentales, desde
su implementacién. También adoptd un decreto similar el gobierno departamental de

Paysandu (Decreto N° 7362/2016).

12
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1.6- Deteccion y cuantificacion por PCR en tiempo real de OGM

1.6.1- Generalidades

El procedimiento general para la deteccién de OGM por técnicas de biologia molecular
comienza con la extraccién de ADN del alimento, prosigue con la cuantificacién de la calidad
del ADN extraido y finaliza con la deteccidon de secuencias transgénicas por la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) como se describe en las figuras 2 y 3 (Miraglia, et
al., 2004). Esta deteccién consiste en tres etapas fundamentales: 1. Rastreo de OGM: se
detecta la presencia de OGM, dirigiendo la busqueda hacia secuencias comunes presentes
en distintos eventos (por ejemplo, promotores y terminadores que son secuencias que
flanquean al gen que se introducird en la planta, como por ejemplo p35S, t-NOS, FMV, y
bar). 2. Identificacion de eventos especificos presentes en la muestra. 3. Cuantificacion de

los OGM encontrados.

*Deteccion de elementos reguladores comunes en la mayoria de los OGMs
Rastreo de (Promotor 35S, Terminador nos)

OGMs

*|dentificacion de eventos de maiz
(p. ej. MONB810, Bt11, GA21, Nk603, TC1507, Mir162)

*Cuantificacion de los eventos encontrados
(n° copias de transgén/n° copias gen de referencia)

Figura 2: Proceso de deteccién de OGM en alimentos. Tomado de ( Griffiths, K. et al. 2002, Markoulatos P. et al., 2004;
Arleo, M. 2015).

Para el rastreo de OGM por PCR se pueden utilizar distintas aproximaciones que varian en el
nivel de especificidad segun el blanco al cual estan dirigidos los cebadores (Figura 3). En
grado creciente de especificidad se encuentran: rastreo de OGM (screening), deteccion
especifica de gen, deteccidon especifica de construccidon y deteccidon especifica de evento.

(Griffiths, K., et al., 2002; Markoulatos P., et al., 2004; Arleo, 2015).
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Rastreo Rastreo ‘ -

Especifica de gen

- - Especifica de construccion -
' - Especifica de evento Especifica de evento - -

Figura 3. Representacion esquematica de un evento transgénico tipo. De arriba hacia abajo se muestran las estrategias de
deteccion e identificacion por PCR en grado creciente de especificidad. Las flechas horizontales indican la ubicacidn de los
cebadores. (Tomado y modificado de Holst-Jensen, A. et al., 2003: Arleo, M. 2015).

Estas estrategias pueden llevarse a cabo por la técnica de PCR convencional o en Tiempo
Real. La PCR en tiempo real es la técnica elegida por ser mas sensible y rapida ya que utiliza
agentes o sondas fluorescentes para la deteccién especifica de genes, cuya amplificacion se
va visualizando en tiempo real (Ahmed, F. 2002). Para que la misma funcione se necesitan
dos cebadores que enmarcan la secuencia diana, una enzima (Tag-polimerasa) que actua
como catalizador de la reaccién y los nucleétidos que se incorporaran a las nuevas cadenas

de ADN (Anklam E. et al., 2002).

Dentro de las ventajas de esta técnica se encuentra el analisis multiplex, que implica el uso
de varios pares de cebadores en una misma mezcla de reaccidn, lo cual permite la deteccién
de multiples blancos de ADN, haciendo que sea una técnica excelente para la determinacion

de diversos eventos GM de forma simultdnea (Akiyama, H. et al., 2011).

Una desventaja de esta tecnologia, es que se necesita el conocimiento detallado de las
secuencias de ADN asociadas, dada la necesidad de conjuntos de cebadores con una
especificidad muy alta, lo que lleva tiempo de estudio y desarrollo (Van Duijn, G. et al.,
2002). En lo que refiere a los OGM esta tarea se dificulta alin mas ya que las secuencias no
suelen ser publicas y no siempre estdn accesibles para su estudio. Otra desventaja es que en

el caso de la cuantificacion de alimentos GM, el método no logra distinguir entre la
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presencia de OGM apilados, 6 transgenes simples, lo que puede conducir a sobre

cuantificaciones del material presente (Anklam, E. et al., 2002; Miraglia, M. et al., 2004).

1.6.2- Screening de secuencias GM

Para los casos de analisis de rutina se han disefiado diversas soluciones, como los Kits
comerciales, que dirigen la busqueda a secuencias comunes de OGM, con sensibilidades que
alcanzan el entorno del 0,01 % de material genéticamente modificado (Griffiths, K. et al.,
2002). Por ejemplo, los kits de BIOTECON usados en esta tesis permiten la deteccién de las
secuencias comunes: p35S (promotor 35S del mosaico del coliflor), t-NOS (terminador del
gen nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens), bar (proviene de Streptomyces
higroscopicus que codifica para la enzima fosfinotricina acetil-transferasa: PAT) y FMV
(promotor del mosaico del higo) (Novack, P. et al., 2009; ISAAA, 2023). La eleccién de utilizar
este kit en particular, se basé en que abarca todos los eventos autorizados comercialmente

en Uruguay hasta la fecha (Ver Anexo 1).

El mismo utiliza sondas TagMan especificas marcadas con fluoréforos distintos para cada
secuencia transgénica. Para la deteccion de OGM también utiliza una sonda especifica para
un gen genérico de planta, que sirve como control de extraccién de ADN de buena calidad y
un control interno para verificar que no haya un inhibidor de PCR. En cada corrida se utiliza
un control positivo (foodproof GMO Screening Control Template) que corresponde a un
pldsmido que contiene todas las secuencias transgénicas buscadas y un control negativo

(H20).

En la siguiente tabla se ejemplifican algunas de las posibilidades de los resultados del

screening utilizando este kit:

Gen Control
Muestra p35S t-NOS bar FMV . RESULTADO
planta interno
No se detectd la presencia de las
1 + - - - - + secuencias transgénicas comunes p35S,
t-NOS, bar, FMV
La muestra contiene las secuencias
2 + + + + + + transgénicas comunes p35S, t-NOS, bar,
FMV
B ) ) ) ) ) . No se pudo extraer material genético

de la muestra.
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1.6.3- Deteccion de eventos especificos

Un evento de transformacion es una recombinacion o insercidn particular de una secuencia
de ADN que ocurre en el genoma de una célula vegetal. Los eventos difieren unos de otros
en los elementos y genes insertados, en los sitios de insercion en el genoma de la planta, en
el numero de copias del inserto y en los patrones y niveles de expresion de las proteinas de
interés. Los eventos pueden ademds acumularse por cruzamiento convencional, lo que da
como resultado a una planta con varias caracteristicas combinadas, que se conoce como

evento apilado (Arleo, M., 2015).

La estrategia de PCR conocida como determinacién de eventos especificos permite
identificar un Unico evento de transformacién, logrando una alta especificidad al tener
como blanco la secuencia comprendida en el sitio de unién entre el ADN transgénico y el
genoma del huésped, Unica para cada evento (Flores, Y. et al., 2007; Arleo, M., 2015). La
desventaja de este tipo de estrategia se presenta cuando se quiere detectar OGM en
alimentos, ya que los productos procesados pueden contener mezclas de diferentes cultivos
transgénicos con distintas transformaciones génicas, ya sea eventos simples o apilados. Es
por ello que la estrategia de deteccidn de eventos suele realizarse en materias primas o

apelando a la trazabilidad de los cultivos (Holst-Jensen, A. et al., 2006, Arleo, M., 2015).

La deteccion de eventos especificos por PCR puede realizarse utilizando cebadores
especificos en combinacion con agentes intercalantes fluorescentes o sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Los primeros son fluorocromos que aumentan notablemente la
emision de fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice. El mas utilizado es SYBR®
Green que se intercala a cualquier secuencia de doble cadena. Esta unién inespecifica
dificulta la distincidn entre el ADN diana y la amplificaciéon de secuencias no objetivo o de
dimeros de cebadores. Por esta razoén, y para verificar que se esta amplificando la secuencia
buscada y no otro artefacto, se implementa el andlisis de la curva de disociacion (melt curve)
(Figura 5), (Gasparic, M. et al. 2010; Hernandez, M. et al. 2003; Arleo, M. 2015). Este analisis
se basa en la comparacién de las curvas de disociaciéon de cada amplicén (temperatura de
melting o Tm), con el correspondiente a un control positivo. La temperatura de melting es la
temperatura a la cual el 50 % de los pares de bases de un duplex de ADN se separan. Dicha

Tm es caracteristica para cada amplicén, la misma depende del tamafio del ADN de doble
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cadena y de su composicién en bases nitrogenadas. Cuanto mayor es el contenido de GCy
mas grande es el tamafo de amplicén, mas alta es la temperatura de disociacidn.
Observando las Tm es posible detectar la presencia de una secuencia blanco o la presencia
de dimeros de cebadores o secuencias inespecificas (Flores, Y. et al., 2007; Arleo, M., 2015).
En la practica, la Tm de un amplicdn se obtiene una vez que culmina el ciclado de la PCR,
aumentando la temperatura a 95°C para que las hebras de ADN de doble cadena se disocien
en cadenas simples, permitiendo la liberacion de los agentes intercalantes, lo que se
observa como una caida de la sefial de fluorescencia, que luego se traduce en un pico Unico

y caracteristico de ese amplicon (Figura 5).

2,000

—-(RFUYVOT

65 70 75 80 8 a0 95
Temperature,°C

Figura 5. Curva de disociacidon (Melt curve). Curva de disociacion tipica generada a
partir de los datos recolectados del analisis de qPCR utilizando el colorante SYBR®
Green. Mediante la comparacion de las temperaturas de melting de los productos de
PCR de cada muestra, se puede detectar la presencia de la secuencia diana, la
presencia de un amplicon no objetivo adicional, o la formaciéon de dimeros de

cebadores. Tomado de BIO-RAD Laboratories 2012; Arleo, M. 2015).

Con respecto a las sondas especificas, las mas utilizadas para PCR en Tiempo Real son las
sondas de hidrélisis (TagMan®). Las sondas TagMan® suelen ser oligonucledtidos de 20-30
bases de longitud que contienen un colorante fluorescente en el extremo 5' y un colorante

inhibidor en el 3' (quencher). Cuando la sonda esta intacta el quencher suprime la sefial del
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colorante emisor y la misma no fluorece, pero durante la reaccion de PCR la ADN
polimerasa, con su actividad exonucleasa 5-3’, degrada la sonda entre el fluoréforo y el
quencher separandolos y permitiendo la emision de fluorescencia ( Wiseman, G., 2002;
Flores, Y. et al., 2007; Arleo, M., 2015). Otro ejemplo de sondas de hidrdlisis son las sondas
TagMan®-MGB que son sondas acopladas a una pequefia molécula que se une el surco
menor del ADN bicatenario, conocida como MGB del inglés minor groove binder-DNA. Esta
union aumenta la estabilidad de la sonda permitiendo un disefio mas corto de la misma, le
da mads especificidad a la hibridacidn, le permite la discriminacién mds precisa de las
secuencias diana y presentan ventajas para la PCR cuantitativa, especialmente para los
ensayos en multiplex (Koch, W., 2004; Lie, Y. et al., 1998; Kutyavin, I. et al., 2000; Arleo, M.
2015).

1.6.4- Cuantificacion de OGM por PCR

Para determinar el porcentaje de OGM en un sistema basado en la PCR en Tiempo Real, es
necesario medir el nimero de secuencias de ADN especificas del OGM y normalizarlo con el
numero de secuencias de un gen de referencia enddgeno de la especie correspondiente. El
gen de referencia enddégeno debe escogerse de manera que sea especifico de la especie,
esté presente en una sola copia por genoma haploide, se encuentre estable en lineas

diferentes de la misma especie y sea facil de amplificar (Arleo, M. 2015).

Para la cuantificacidn se procede a realizar dos curvas patrdon utilizando materiales de
referencia; una para el sistema de cuantificacion especifico del OGM vy la otra para la
cuantificacion del gen de referencia. Para cada muestra, se determinan mediante
interpolacion con las curvas patron, las cantidades correspondientes a la diana GM y al gen

de referencia. Luego se calcula el porcentaje GM segun la férmula:
% OGM = (n°copias OGM/ n°copias referencia) x 100

La manera adecuada y recomendada por las normas internacionales para realizar la cuantifi-
cacién de OGM en productos alimenticios, es a partir del uso de métodos evento especifico.
Primeramente se debe identificar cada evento presente en la muestra, luego se lo cuantifica
y por ultimo se realiza la suma de los porcentajes. No obstante, la tarea de detectar a todos

los eventos que pueden encontrarse en un alimento procesado, resulta casi impracticable,

18



D ion de or i I gti modificados en matrices alimentarias que se comercializan en el depar de | tevid

dificultosa y muy costosa para un laboratorio de rutina, ya que deberian realizarse cientos
de analisis por muestra. Para superar esta dificultad, varios laboratorios se han enfocado en
detectar y cuantificar elementos comunes a la mayoria de los eventos liberados, como lo es
el Promotor CaMVp35S. Este método ya ha sido validado en laboratorios de referencia y se

encuentra contemplado en las normas estandares referentes a los OGM (I1SO 21568-21571).

La ventaja del método de cuantificacion del CaMVp35S radica en la reduccién significativa
del costo del andlisis. Sin embargo, el mismo presenta algunas desventajas importantes.
Como se comentd anteriormente, no todos los eventos de maiz GM contienen el promotor
35S, por lo que los mismos quedarian excluidos de la cuantificacion. A su vez, algunos even-
tos contienen mas de una copia del promotor, por lo que el porcentaje obtenido podria es-
tar sobreestimado. Este punto podria resultar problematico en el caso de que el contenido
de OGM se encuentre cercano al umbral normativo para el etiquetado de OGM. Por otro
lado, debe considerarse que los métodos de deteccién y cuantificacion de OGM utilizando
cualquiera de las estrategias mencionadas, ya sea mediante la busqueda de secuencias co-
munes o mediante el enfoque evento especifico, no son capaces de distinguir entre un
evento “apilado” y la mezcla de los eventos independientes. El desarrollo de los métodos
para determinar eventos apilados, continia siendo un desafio para los organismos de con-

trol a nivel mundial (Arleo, M. 2015).
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2- Objetivos

2.1- Objetivos generales

El objetivo general del presente trabajo es el andlisis del cumplimiento de la rotulacién para
OGM, segun lo establece el decreto departamental vigente N2 36.554, en alimentos que se

comercializan en el Departamento de Montevideo.

2.2- Objetivos especificos

2.2.1 — Realizar el muestreo en plaza de alimentos sin rotulacién para OGM, que contengan

en sus ingredientes soja y/o maiz.
2.2.2 — Extraer y cuantificar el ADN de las muestras.

2.2.3 — Determinar la presencia de material GM mediante screening de las secuencias

transgénicas comunes p35S, tNOS, FMV y Bar.

2.2.4 — Determinar la presencia de eventos especificos en las muestras positivas al

screening.
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3- Metodologia

3.1- Muestreo

Se analizaron 102 muestras extraidas del mercado de Montevideo, con presencia de soja
y/o maiz entre sus ingredientes declarados, sin rotulacion de presencia de transgénicos.
Entre estas se eligieron: granolas, mezclas de semillas, salsas, cereales, aceites, panificados,
harinas, dulce de leche, patés, mezclas para preparar, productos de copetin. El muestreo se
realizé siguiendo el protocolo del Laboratorio de Microbiologia — Laboratorio de

Bromatologia de la Intendencia de Montevideo, seglin lo definido en CODEX 50/2004.

3.2- Extraccion de ADN

Se siguid el protocolo del Kit foodproof® GMO Sample Preparation Kit, BBOTECON Diagnostic
para la extraccion de ADN de origen vegetal de alimentos. Cada muestra fue constituida por
cinco unidades de un lote. Se pesaron 50 g de cada unidad muestral en bolsa de stomacher,
de forma de obtener un peso total de 250 g, se homogeneizd, se tomd una muestra analitica
con espatula esterilizada, de aproximadamente 200 mg en un tubo de 2.2 ml, para proseguir
con la extraccién del ADN. Se agregaron 1000 uL de Buffer de Extraccidn, se invirtid el tubo
varias veces a los efectos de lograr un buen mezclado de la muestra; se incubd a 80°C por 30
minutos. Se centrifugd 10 minutos a 12.000 g. Se tomé con cuidado la fase acuosa, se colocd
en un tubo 2.2 ml prellenado con 400 ul de Buffer de enlace, adicionado con 80 ul de
Proteinasa K y se mezclé por inversidn. Se incubd la muestra por 10 minutos a 72°C, se
agregaron 200 pl de isopropanol, mezclando por inversidn. Posteriormente, se transfirieron
650 pl de la muestra a un tubo de filtracidn, se centrifugd 1 minuto a 5000 g. Se repitid la
filtracion y centrifugacion con 650 pl de la muestra remanente. Se descarto el filtrado y se
adicionaron 450 ul de buffer de lavado, se centrifugd 1 minuto a 5000 g, y se descarté el
filtrado. Se centrifugd 10 segundos a mdaxima velocidad (13000 rpm). Se colocd el tubo de
filtrado en un nuevo tubo de reaccion de 1.5 mL y se adicioné 100 ul de Buffer de elucion,
precalentado a 70°C durante 5 minutos. Se centrifugd por 1 minuto a 5000 g, obteniéndose

en el filtrado el DNA purificado.
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3.3- Cuantificacion y estimacion de la pureza del ADN

La cuantificacidon del ADN se realizd por medio de un espectofotometro de microvolimenes
(Fluorimetro Qubit 3.0). Se prepard una mix de trabajo con el fluoréforo y un buffer
proporcionado por el Qubit ds DNA HSAssay ”Invitrogen” kit, en una relacidon 1:199. Las
reacciones para la cuantificacién se prepararon con 190 uL de mix de trabajo y 10 uL de ADN

o del estandar, (Resultados anexo Il).

3.4- Screening de secuencias GM

Se siguid el protocolo del kit Foodproof® GMO Screening Kit (35S, NOS, Bar, FMV) — 5'
Nuclease, BIOTECON Diagnostics, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
prepararon dos mezclas de reaccion (Mix), uno para detectar las secuencias transgénicas
355/tNOS/bar/FMV (MIX 1) y el otro para detectar el gen de planta y el Control interno
positivo del kit (MIX 2). El volumen total en cada tubo de reaccién fue de 20 ul, compuesto
por 18 ul del Master Mix, 1 pl de la solucién de enzima polimerasa y 1 ul de la solucién
(Dye), para el caso de la MIX 1 de OGM, y 1 ul de Control Interno para el MIX 2 de planta. En
cada tubo de reaccién se agregaron 5 ul de muestra de ADN, agua grado PCR en el control
negativo y 5 ul de foodproof GMO Screening Control Template para el control positivo. El
programa tiempo-temperatura PCR Real- time consistié en una pre-incubacién a 37°C por 4
minutos y luego 10 minutos a 95°C; la amplificaciéon fue de 50 ciclos, con dos pasos: el
primero a 95°C por 15 segundos y el segundo a 60°C por 60 segundos. La configuracién de la
deteccidn de fluorescencia fue establecida para el MIX 1 en el canal FAM (para la deteccion
del 35S), el canal VIC/HEX (para la deteccién del NOS), el canal ROX (para la deteccién de
bar), y el canal Cy5 (para la deteccidn del FMV). Para el MIX 2 se establecié el canal VIC/HEX
(para control interno) y el canal FAM (para la deteccidon del ADN de planta). El equipo de
PCR utilizado fue el Applied Biosystem, modelo: 7500 Real Time PCR System, software 7500,

version 2.0.6.

3.5- Deteccion de eventos especificos

A partir de las muestras que dieron positivo a la presencia de OGM, se procedid a la
deteccién de los eventos especificos Btll, TC 1507, Bt176 y NK 603, utilizando cebadores

proporcionados por el laboratorio LATRAMA, F. Ciencias, UdelaR, tomados del JRC GMO-
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Amplicons GMOMETHODS, The European Union Reference Laboratory for Genetically
Modified Food and Feed (EU-RL GMFF) (http.//gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/jrcgmoamplicons/).

Se prepararon los Mix de reaccidn para la deteccién de cada evento, teniendo en cuenta
que para cada tubo de reaccion, el volumen total era de 25 pl. Se tomaron 12.5 pl de buffer
SYBR, 1 pl de Primer Fordware (cebador directo 10 uM), 1 ul de Primer Reverse (cebador
reverso, 10 uM), 5.5 pl de agua mQ c.s.p y 5 pl de ADN. La secuencia de amplificacién se
programo de la siguiente manera: un ciclo de 10 minutos para la activacién de la enzima
ADN polimerasa a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacidon de 30 segundos a 95°C para la
desnaturalizacidon, y 1 minuto a 60°C para el annealing y la extension. Luego de finalizada la
reaccion de amplificacidon, se prosiguidé con el analisis de la temperatura de melting (Tm),
con 19 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60°C, 30 segundos 95°Cy 1 segundo a 60°C (Arleo, M.,
2015). El equipo de PCR utilizado fue el Applied Biosystem, modelo: 7500 Real Time PCR
System, software 7500, versiéon 2.0.6. Las Tm descritas para cada evento fueron las
siguientes: Btll, Tm=72°C; TC 1507, Tm=77°C; Bt176, Tm=80°C; NK 603, Tm=85 (Arleo,
2015)

3.6 Analisis estadistico

Para comparar los resultados obtenidos de los diferentes productos se utilizé la prueba
exacta de Fisher, bajo la hipétesis nula de que no existen diferencias significativas entre las
variables (Fisher, R. 1954). En todos los casos se utilizd un nivel de probabilidad de p= 0,05
para aceptar o rechazar la hipdtesis. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el

programa GraphPad en linea (http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl1/).
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4- Resultados y Discusion

4.1- Resultados del screening

En la tabla 2, figura 6, se presentan los resultados del screening de las 102 muestras
extraidas a partir de los alimentos muestreados en el departamento de Montevideo. En 99
muestras del total de 102, se logré la extraccion de ADN y se observé amplificacion del gen

de planta (97,1 % del total de muestras procesadas).

En 3 muestras no se logré extraer ADN vegetal, el control de planta dio negativo mientras
que el control interno dio positivo. Esto indica que la PCR transcurrié adecuadamente pero
que no se pudo recuperar ADN de calidad amplificable. En todos los casos donde fallé la
extraccién el procedimiento se repitié al menos una vez. Hay varias causas que pueden
explicar este resultado, una de ellas es que muestras con alto contenido en azlcares o con
alto contenido de lipidos dificultan la extraccién del ADN. También puede ser que el modo
de procesamiento del alimento influya en la degradacion del ADN como consecuencia de los
tratamientos térmicos, la fermentacion, el refinamiento, entre otras (Cankar, K., et al.,

2006).

En 8 de las 99 muestras a las que se les pudo extraer ADN se obtuvieron resultados
positivos, para al menos una de las secuencias evaluadas para la presencia de OGM en
alimentos (p-35S, t-Nos. FMV y bar), esto representa el 8.1 % de positivos (en un n=99)

Tabla 2. Se muestran los resultados obtenidos durante esta tesis marcando con fondo naranja los positivos para presencia
de GM con los kits utilizados y sobre fondo amarillo los que no se pudo extraer ADN.

Gen Control

N° Alimento p-35S t-NOS FMV bar . Resultados
planta interno
Muestra

720 Dulce crema de leche - - - - + + -
Granola tradicional

721 con coco - - - - + + -

722 Premezcla para preparar ) ) ) ) N . i
bizcochuelo

723 Salsa de soja - - - - + + R

724 Salsa de soja - - - - + + -

725 Almidén de maiz - - - - + + -

726 Alimento en base de avena, ) i i i N . i
arroz crocante

727 Copos de maiz con azucar + + + - + + +
Polvo para preparar torta

728 - - - - + + -

sabor vainilla
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729

730

731

732

733
734
735
736
737

738
739
740
741
742

743

744

745
746

747
748
749
750

751
752
753

754

755
756

757
758

759
760

761
762

763
764
765
766
767
768

769

6n de or

Polvo para preparar postre
sabor vainilla

Alfajor con relleno

mousse de chocolate

Alfajor relleno con dulce de
leche, con cobertura

Alfajor de galleta de arroz
relleno de mousse

Salsa sabor warabi

Salsa para ensalada
Galletitas tipo soda cracker
Granola con coco y miel
Salsa con sabor a ostras

Galletitas tipo Maria

Dulce de leche

Galletitas minicracker
Dulce de leche
Magdalenas sabor limén
Snack de arroz integral con
aceite de oliva sabor pesto

Papas fritas con sabor a
jamédn serrano

Papas fritas sabor jalapeio

Salsa para ensalada a base
de aceite

Salsa de soja dulce

Salsa Cesar

Galletas cracker Salsa de soja
Salsa de soja

Salsa de ostras

Dulce de leche

Harina de maiz

Galletas snack sabor pizza
con queso

Pasta de atun

Mezcla deshidratada para
preparar hamburguesas
Harina de maiz blanco
Amendaim aperitivo

Producto alimenticio a base
de maiz para copetin
Mostaza

Mezcla p/preparar filetes de
soja tipo milanesa

Paté de higado co pasas
Galletitas con dulce de
membrillo

Galletitas snacks
Galletitas sin azucar
Salsa de tomate y ricotta
Salsa de soja organica

Aderezo para ensalada
Salsa para ensalada a base
de aceite c/yogur, s/gluten,
s/huevo.
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770

771
772
773
774
775
776

777

778
779

780
781
782
783

784

785
786
787

788

789
790

791

792

793

794
795

796

797

798
799
800

801

802

803
804

805
806

807

6n de or

Mezcla de cereales, frutas
deshidratadas y frutos secos
Surtido de semillas c/proteina
de soja

Galletas de harina de maiz
s/gluten, s/lactosa

Budin de naranja organico
Polvo para prepara
hamburguesas

Harina de maiz amarilla
Mezcla para preparar filetes
de soja

Polvo para preparar torta
sabor vainilla

Aceite de maiz

Choclo desgranado al natural
Salsa de soja reducida en
sodio

Salsa de soja

Salsa estilo Ten yaki
Galletitas finitas tipo cracker
Alfajor relleno de dulce de
leche y bafio azucarado
Salsa barbacoa

Salsa Teriyaki

Pan dulce

Bizcochos dulces de arroz
crocante y horneados

Pan dulce

Pasta seca de harina de maiz
Polvo para preparar postre
tipo Cataldn

Onditas sin gluten con mix
de semillas

Aceite de soja

Aceite de soja

Pan con frutas y castafias
Ladminas de lasagna de maiz,
arroz, porotos.

Snack multigrano de quinoa

Harina de maiz blanco pre-
cocida

Panettone con frutas

Budin sin frutas

Torta sabor artificial de leche
condensada rellena con
leche condensada
Bocaditos de harina de trigo
Galletitas Snack sabor
original

Galletitas snacks sabor
longaniza con queso

Azlcar impalpable

Salsa de soja

Polvo para preparar postre
sabor vainilla
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808 Galletitas de arroz - - - - + ¥ ,

809 Torradas finas natural - - - - + + -
Alimento a base de avena,

810 azlcar, crispines de arroz, - - - - + + -

jarabe de glucosa

Cereales dietéticos con

- - - - + + -

811 vitaminas

812 Pan dulce - - - - + + -

813 Pan dulce - - - - + + -

814 Sa!sa _a base~de tomate con ) ) i i N N )
chile jalapefio

815 Aceite de soja - - - + + -

816 Almidén de maiz - - - - + + -

817 Pochoclo.con maiz orgénico ) i i i N . )
y sal marina

818 Granola sin azlcar agregado - - - - + + -

819 Panettone - - - - + + -

820 Me,zcla a base de copos de ) ) i i N . )
maiz y avena

821 Budin de frutas - - - - + + -

822 Galletas saladas con salvado ) ) ) i N N i

y semillas de chia

W 91 Muestras negativas
B 8 Muestras positivas
3 No se pudo extraer ADN

Figura 6. Resultados de screening de OGM de 102 muestras ensayadas: En tres casos no se pudo extraer
ADN (2.9 % del total de muestras). Un total de 91 muestras de las 99, resultaron negativas a presencia

de secuencias de screening de OGM (91,9 %) y 8 arrojaron resultados positivos (8,1 %).

En la tabla 3, se presenta la discriminacidon de las muestras segun el pais de origen que
muestra resultados positivos al screening. De las ocho muestras positivas, tres resultaron ser
de origen nacional, y cinco fueron importadas, proviniendo de los paises China, Argentina y
EEUU. La discriminacion respecto a los marcadores moleculares para OGM detectados se

discuten en parrafos siguientes.
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Tabla 3. Estudio segun el pais de origen de las muestras positivas para OGM.

5n de i I Sti modificados en matrices alimentarias que se comerciali

en el depar de

Muestra Tipo de muestra p-35S t-Nos FMV bar Pais de origen
727 Copos de maiz + + + - Argentina
736 Granola de coco y miel + + + - Argentina
737 Salsa con sabor a ostras + + + - China
759 Producto para copetin + - - + Uruguay
761 Mezcla par preparar filetes de soja + - + - Uruguay
771 Surtido de semillas + + + - Uruguay
775 Harina de maiz amarillo + + + = EEUU
798 Harina de maiz blanco + + + - EEUU

En la figura 7 a y b se representa el estudio de la presencia de al menos una secuencia

ensayadas para el screening de OGM discriminando en dos extractos, en la grafica a de un

total de 26 muestras de origen nacional, tres muestras dieron positivo para dicho screening y

en la grafica b de un total de 76 muestras analizadas de origen importado, cinco dieron

positivo para al menos una de las secuencias ensayadas para screening de OGM).

a)

tados

tados

M Productos Naciona-
les sin OGM detec-

W Productos Naciona-
les con OGM detec-

b)

W Productos Importa-
dos sin OGM detec-
tados

M Productos Importdos
con OGM detectados

Figura 7. a) izquierda. Representacion del nimero de muestras nacionales con presencia de al menos una de las secuencias

ensayadas para el screening de OGM en comparacién con las muestras nacionales en las cuales no se detecté la presencia
de las secuencias de OGM ensayadas. b) derecha. Representacion del nimero de muestras importadas con presencia de al

menos una de las secuencias ensayadas para el screening de OGM en comparacion con las importadas en las cuales no se

detectd la presencia de las secuencias de OGM ensayadas.
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En la tabla 4, figura 8 se presenta una discriminacién del total de muestras en las que se
pudo extraer ADN (n=99) de acuerdo a si contenian maiz, soja 6 ambos ingredientes. Del
total de 99 muestras, 36 contenian sélo maiz (36.4 %), 41 muestras contenian solo soja (41.4
%) y 22 muestras declaraban dentro de sus listas de ingrediente ambas especies vegetales,
lo que representa el 22.2 % del total de las muestras analizadas. De las 36 muestras que
contenian maiz, solo tres resultaron positivas al screening de secuencias GM, mientras que
33 no fueron positivas a las secuencias GM ensayadas. De las 41 muestras que contenian
soja, solo una resultd positiva al screening de secuencias ensayasadas para la presencia de
GM, en tanto 40 no fueron positivas al screening de secuencias ensayadas. De las 22
muestra que contenian maiz y soja entre sus ingredientes declarados, cuatro resultaron

positivas a presencia de OGM mientras que 18 resultaron negativas.

Al discriminar segun el tipo de alimento, procesado o ultraprocesado, se observa que 17 son
procesadas, o sea el 17.2 % del total de muestras analizadas y 82 son ultraprocesados,
representando el 82.8 %. Dentro de las muestras procesadas se detectaron cuatro positivas
para la presencia de OGM, lo que representa el 4.0 % del total de muestras analizadas. De
las 82 muestras ultraprocesadas analizadas, se encontraron cuatro muestras positivas a
OGM lo que representa el 4.0 % del total de muestras analizadas para la presencia de OGM.
Esto muestra el mismo porcentaje de muestras positiva a alguna de las secuencias
ensayadas para presencia de OGM tanto para alimentos procesados como para alimentos

ultraprocesados.

Del analisis por tipo de alimento, dentro de los procesados se encontré presencia de OGM
en el 50 % de las harinas (dos de las cuatro analizadas), y en el 40 % de las granolas (dos de
las cinco analizadas). En el caso de los alimentos ultraprocesados los casos positivos a
presencia de OGM fueron el 11,1 % de los polvos (un positivo de los nueve analizados),
mientras que el 4,8 % de las salsas analizadas fueron positivas (una de las 21 analizadas), el
20 % de los snack analizados presentaron secuencias GM (uno de cinco analizados) y el 25 %

de los cereales (uno de cuatro) presentdé resultado positivo para el screening de OGM.
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Tabla 4. Resultados de las muestras analizadas discriminadas segun el tipo de alimento, presencia sélo maiz y/o sus
derivados, sélo soja y/o sus derivados, o ambos, y segutin fuera un alimento procesado 6 ultraprocesado.

TIPO DE ALIMENTO N.2 MUESTRAS NO GM GM
N° % N° %
Sélo con derivado de maiz 36 33 91.7 3 8.3
Sélo con derivado de soja 41 37 90.2 1 2.4
Con derivado de soja y de maiz 22 18 81.8 4 18.2
PROCESADOS 17 13 76.5 4 23.5
Granos 3 3 100 0 0
Harinas 4 2 50 2 50
Almidones 2 2 100 0 0
Azlcar impalpable 1 1 100 0 0
Granolas 5 3 60 2 40
Aceites 2 2 100 0 0
ULTRAPROCESADOS 82 78 95.1 4 4.9
Dulces 4 4 100 0 0
Polvo para preparar 9 8 88.9 1 11.1
Salsas 21 20 95.2 1 4.8
Panificados 35 35 100 0 0
Snacks 5 4 80 1 20
Cereales 4 3 75 1 25
Pastas 2 2 100 0 0
Paté y puré 2 2 100 0 0
TOTALES 99 91 91.9% 8 8.1%
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45

40

35

30

25
MW Total muestras
m Sin OGM

Con OGM

Numero de muestras

20

15

10

o

Sélo maiz Sélo soja Maiz y soja
Matriz

Figura 8. Representacion discriminando por matriz de los resultados de screening para presencia de OGM.

En la tabla 5, figura 9, se analizan las secuencias detectadas, el p-35S se detectd en las 8
muestras positivas a screening (100 % respecto a las positivas), t-Nos se encontré en 6 de
ellas (75 %), FMV en 7 (87.5 %), mientras que bar sélo en 1 muestra (12.5 %), la cual
corresponde a un alimento ultraprocesado y de origen nacional, lo que lleva a pensar que la
secuencia bar es la menos frecuente, y que la del promotor 35S al estar presente en todas
las muestras analizadas seria la mas frecuente en los alimentos que circulan en Montevideo,
esto estd directamente relacionado con los eventos autorizados en nuestro pais (GNbio,
2023). No se observaron diferencia respecto a los marcadores moleculares detectados en
relacion al ingrediente ya que tanto en las muestras que contenian maiz é soja se

detectaron las mismas tres secuencias: p35S, t-Nos y FMV.
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Tabla 5. Resultados de las secuencias detectadas, matriz y procesamiento del producto.

TIPO DE ALIMENTO P35S T-NOS FMV BAR
N° % N° % N° % N° %
Sélo con derivado de maiz 3 100 3 100 3 100 0 0
Sélo con derivado de soja 1 100 1 100 1 100 0 0
Con derivados de soja y de 4 100 2 50 3 75 1 25
maiz
Procesados 4 100 3 75 3 75 0 0
Ultraprocesados 4 100 3 75 4 100 1 25
Totales 8 100 % 6 75 % 7 87.5% 1 25%
4.5
4
3,5
3
"
S W p35S
§ 2,5 M t-Nos
€ m FMV
()]
= 2 bar
@
5
> 15
1
0,5
0

3 Solo maiz

1 Solo soja
Numero de eventos

4 Ambos

Figura 9. Presencia de las secuencias de deteccién de OGM discriminando por ingrediente.
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4.2- Comparacion con resultados de estudios anteriores

Si comparamos el porcentaje de productos positivos para el screening de OGM de este
trabajo, con los resultados obtenidos por el laboratorio entre los afios 2015 y 2018, (ver
anexo lll), (Arleo, M., et al. 2020), desde que se implementd el decreto, se observa un
descenso de 28.6 %, de los productos no etiquetados que presentan OGM, ya que se paso
de 36,9 % en 2018 a 8,3 % en el 2023. Si bien el numero de muestras no es el mismo (206 vs
102 en 2023) y eso dificulta un analisis estadistico preciso, las diferencias en los porcentajes
observados son tan grandes que se puede afirmar que las mismas son significativas. Al
comparar los alimentos procesados se observa que en el 2018 el 41.7 % mostrd presencia
de OGM vy en el 2023 el porcentaje fué del 23.5 %, pero no se observaron diferencias
significativas entre estos grupos (p=0,2667). En el caso de los alimentos ultraprocesados se
produce una disminucidon importante de la presencia de OGM, desde el 34.3 % al 4.9 %,
dicho descenso es del 29.4 % (ver figura 10), evidencidndose en este caso diferencias
significativas en los conjuntos de datos (p=0,0001). (ver anexo IV). De los que presentan
maiz y/o sus derivados pasamos de 29.7 % al 8.1 %, correspondiendo al 21.6 % de descenso
y para los que contienen soja y/o sus derivados pasamos de 48.7 % al 9.8 % equivalente a
38.9 % menos. El mayor descenso se observod en los alimentos ultraprocesados y los que

contienen soja y sus derivados.

45
40
35
30

25

m 2018
m 2023

20
15

NuUmero de muestras

10

(€]

Procesados . Ultraprocesados
Tipo de producto

Figura 10. Grafico de comparacion entre los resultados del 2018 y los del 2023, donde se aprecia el descenso de presencia
de OGM.4
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4.3- Resultados de deteccion de evento especifico.

Segun los resultados obtenidos para la deteccidn de los eventos especificos MON810, BT11,
NK603 y TC1507 (tabla 6), se puede observar que en el caso de las muestras 727 (copos de
maiz) y 775 (harina de maiz), se trata de una mezcla de semillas é de eventos apilados, ya
que segun el International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA),
no se ha desarrollado un evento MON810 x Btl1l. De tratarse de un evento apilado, el
mismo no estaria autorizado en Uruguay por el Gabinete Nacional de Bioseguridad. Dado
gue ambas muestras son importadas y no podemos establecer su trazabilidad, ni saber si
estamos ante un evento apilado o una mezcla de semillas, en este caso no se procedio a la
notificacién al Gabinete Nacional. En el caso de la muestra 736 se detecta la presencia de
MONS810, evento autorizado en Uruguay desde 2003, GNBio, 2023. En los casos de las
muestras 737, 761 y 771 no son detectados ninguno de los eventos ensayados. Para el caso
de la muestra 759 se detecta presencia del evento Btll, evento autorizado en Uruguay
desde 2004, GNBio, 2023. En el caso de la muestra 798 se detectaron los cuatro eventos
estudiados, se trata de una muestra importada de Estados Unidos, por lo que no es posible
realizar su trazabilidad, entonces puede deberse a eventos apilados asi como resultado de
gue en la produccidon de este producto se hayan mezclado semillas de distinto origen. En
cuanto a eventos autorizados en Uruguay estan Bt11 (autorizado desde 2004 en Uruguay) y

por otro lado MON810 x TC1507 x NK603 (autorizado desde 2017 en nuestro pais).
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Tabla 6. Resultados obtenidos para la deteccidn de los eventos especificos MON810, BT11, NK603 y TC1507 utilizando los

primers proporcionados por el JRC GMO-Amplicons y siguiendo la puesta a punto realizada por el laboratorio LATRAMA,

de los métodos GMOMETHODS, disefiados por The European Union Reference Laboratory for Genetically Modified Food

and Feed (EU-RL GMFF), utilizando Real Time PCR SYBR® Green.

EVENTO 727 736 737 759 761 771 775 798 C(+) C()

Copos Granola Salsa Producto Mezcla Surtido Harina Harina

de de cocoy con de para de de maiz  de maiz

maiz maiz sabor copetin preparar  semillas  amarillo blanco

a filetes de
ostras soja

MON810 + + - - - - * + + -
BT11 + - - + - - I + + B,
NK603 - - - - - - - + + -
TC1507 = = - - - - - + + _
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5- Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que el método utilizado para la
extraccion de ADN fue eficaz, ya que se pudo extraer ADN amplificable de 99 de 102

muestras procesadas. Solo en tres casos no se logré la extraccion de ADN.

Se observa un bajo nimero de alimentos positivos para la presencia de OGM,

representando el 8.1 % del total de muestras que se les extrajo ADN.

El presente trabajo muestra un marcado descenso de alimentos que contenian OGM y no
estdn etiquetados, en comparacién con los resultados anteriores obtenidos por el
laboratorio de Bromatologia en colaboracién con el Laboratorio de Trazabilidad Molecular
Alimentaria de la Facultad de Ciencias, UdelaR (Arleo et al., 2018), lo que podria
corresponder a un mayor cumplimiento de la reglamentacién departamental vigente. Puede
ser que las empresas hayan decidido sustituir los ingredientes transgénicos por otros de
origen no transgénico, o que se hayan adecuado a la reglamentacién y hayan decidido

etiquetar sus productos. Futuros trabajos deberian evaluar estos aspectos.

Dentro de los resultados positivos el 37.5 % de los alimentos correspondieron a productos
nacionales (3 de 8) y el 62.5 % a productos importados (5 de 8), pero dado el bajo nimero
de positivos para OGM en las muestras ensayadas, estos resultados no pueden

generalizarse.

Se observé que el 23 % de los alimentos procesados fueron positivos para la presencia de
secuencias transgénicas (4 en 17 muestras), en tanto el 4.9 % de los alimentos
ultraprocesados dieron positivos (4 en 82 muestras ensayasadas) lo cual puede deberse a
que el ultraprocesamiento del alimento deteriora la calidad del ADN y por tanto no se pueda
detectar los marcadores moleculares, o que los mismos provengan de paises que no utilizan

ingredientes GM.

No se observaron diferencias respecto a los marcadores moleculares detectados en

7

relaciéon al ingrediente ya que tanto en las muestras que contenian maiz 6 soja se

detectaron las mismas tres secuencias, p35S, t-Nos y FMV.

Los tres marcadores p35S, t-Nos y FMV son buenos marcadores para los eventos circulantes

autorizados en nuestro pais, no siendo el caso del marcador bar.
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Una limitante de los marcadores de OGM utilizados es que no detectan eventos no

autorizados, lo que llevaria a una futura perspectiva de trabajo.

La evaluacién de eventos especificos determind que el 43 % de las muestras positivas
presentaron eventos apilados o mezclas. Es aqui donde una vez mas se observa la
importancia de la trazabilidad, pues permitiria saber si el GM corresponde a eventos
parentales o apilados y por tanto saber si estos eventos son autorizados o no en nuestro

pais.
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Perspectivas

Llegar a identificar y cuantificar eventos especificos.

e Evaluar la extraccion de ADN en matrices muy complejas.

e Deteccion de eventos no autorizados en Uruguay.

e Realizar trabajos para analizar las causas del posible descenso del porcentaje de

alimentos transgénicos no etiquetados encontrados.
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ANEXO 1

Lista de Eventos autorizados y en proceso de analisis, Sitio oficial de la Republica Oriental

del Uruguay, fecha de ascencion del 1/11/2023, aparecen con la denominacién:

"Comercial".

ETAPAL N\, ETAPA2 ETAPA3 ™\ ETAPA 4
Secretaria Técnica _‘ ERB/CAI / CGR GNBio
(Revisién de requisitos) / (Andlisis técnico - / (Consulta Publica y : {Resolucién final)

/ cientifico) Andlisis técnico
: o Afio ingreso | Afo Autorizado,
Especie/Evento Uso solicitado € /
Etapa
Soja 40-3-2 Comercial 1995 1996
Soja A2704-12 (LL) Comercial 2010 2012
Soja A5547-127 (LL) Comercial 2011 2012
Soja MON89788XMON87701 (RR2YBt) Comercial 2011 2012
Soja BPS-CV127-9 Comercial 2011 2014
Soja DAS44406-6 Comercial 2012 2017
Soja MON89788XMON87708 Comercial 2013 2017
Soja FG72 Comercial 2014 2020
Soja FG72XA5547-127 Comercial 2015 2020
Soja MONB89788 Comercial 2019 2020
Soja MON87701 Comercial 2018 2020
Soja MON87708 Comercial 2018 2020
Soja
MONB89788XMON87701XMON87708X Comercial 2016 2021
MON87751
Soja MON89788XMON87708XA5547- Comercial 2017 2021
127
Soja MON87751 Comercial 2021 2021
Soja SYHTOH2 Comercial 2017 2022
Soja DAS44406-6XDAS81419-2 Comercial 2015 2022
Soja DBN-09004-6 Comercial 2018 Etapa 2
Soja HB4-PAT Comercial 2019 Etapa 2
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Soja HB4-PATXRR Comercial 2019 Etapa 2
Soja GMB151 Comercial 2019 Etapa 3
Soja DBN08002-3 Comercial 2021 Etapa 2
Soja DBN09004-6XDBN08002-3 Comercial 2021 Etapa 2
Soja DAS81419-2 Comercial 2023 Etapa 3
Maiz MON810 Comercial 2001 2003
Maiz BT11 Comercial 2002 2004
Maiz GA21 Comercial 2009 2011
Maiz GA21XBT11 Comercial 2009 2011
Maiz TC1507 Comercial 2009 2011
Maiz NK603 Comercial 2010 2011
Maiz MON810XNK603 Comercial 2010 2011
Maiz TC1507XNK603 Comercial 2012 2012
Maiz BT11XMIR162XGA21 (*)
MIR162 .
BT11XMIR162 Comercial 2009 2012
MIR162XGA21
Maiz MON89034XTC1507XNK603 (*)
MONS89034 .
MONS9034XTC1507 Comercial 2012 2012
MON89034XNK603
Maiz dulce Comercial 2011 2012
Maiz MON89034XMON88017 Comercial 2010 2017
Maiz MON810XTC1507XNK603 (*) Comercial 2014 2017
Maiz BT11XMIR162XMIR604XGA21 (*) Comercial 2012 Retirado (2019)
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D ion de or modificados en matrices alimentarias que se comercializan en el depar de
Maiz
MONB89034XTC1507XNK603XDAS40278 Comercial 2013 2020
-9 (*)
Maiz T25 Comercial 2014 2020
Maiz MZHGOIJG (BT11XGA21) Comercial 2017 Retirado (2021)
Maiz
MON89034XTC1507XNK603XMIR162 Comercial 2016 2021
(*)
Maiz
MON89034XTC1507XNK603XMIR162X Comercial 2018 2021
DAS40278-9 (*)
Maiz BT1 1XMIR16(2*);GA21XMON89034 Cowiarcil 2017 2021
Maiz
MONS87427XMON89034XMON810XMIR Comercial 2018 2021
162X
MON87411XMON87419 (*)
Maiz MON87427)EI:/]ION87419XNK603 Eomerial 2019 2021
Maiz
MON87427XMON89034XMIR162XNK60 Comercial 2020 2021
3(*)
Maiz NK603XT25XDAS40278-9 (*) Comercial 2020 2021
Maiz 3272XBT11XMIR162XGA21(*) Comercial 2021 Etapa 2
Maiz MON95379-3 Comercial 2021 Etapa 2
Maiz DP2022216-6 Comercial 2022 Etapa 2
Maiz BT11XMIR162XNK603 (*) Comercial 2023 Etapa 3
Maiz DP910521-2 Comercial 2023 Etapa 2
Maiz DAS01131-1 Comercial 2023 Etapa 2
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en el depar de

Trigo HB4-PAT Comercial 2015/2017 Proceso detenido
Algodon
GHB614XT304-40XGHB119XCOT102
(GLTP) (*)
GHB614
T304-40
GHB119
GHB614XT304-40
GHB614XGHB119 ,
GHBE14XCOT102 Comercial 2018 Etapa 2
GHB614XT304-40XCOT102
GHB614XT304-40XGHB119
GHB614XGHB119XCOT102
T304-40XGHB119
T304-40XCOT102
T304-40XGHB119XCOT102
GHB119XCOT102
Algoddn :
Comercial 2019 Etapa 3
GHB811 (BCS-GH811-4) ! P
Algoddn T304- ;
C | 2022 Etapa 2
40XGHB119XGHB811XCOT102 (GLTIP) WS e
Algoddén COT102 Comercial 2023 Etapa 2
: Semilla
Soja MON89788 (RR2Y) e i s 2009
Soja A2704-12 (LL) el 2009
) Exportacién 2009
Soja MON89788XMON87701 (RR2YBt) emilla; 2010 2010
Exportacién
Soja A5547-127 Semilln 2011 2011
Exportacion
. Semilla
Soja MON89788XMONS7708 Eiortacidn _— 2012
i Semilla
Soja DAS44406-6 . 2013 2014
Exportacion
Soja MON89788XDAS68416-4 il 2013 2014

Exportacién




D ion de or i I gti modificados en matrices alimentarias que se comercializan en el depar

ANEXO II
Tabla de concentracion de ADN extraido
N.2 de la muestra Concentracion (ng/mL)
720 0.07
721 2.74
722 Too light
723 0.013
724 0.027
725 0.58
726 9.50
727 1.13
728 Too light
729 0.10
730 7.86
731 1.75
732 0.29
733 0.242
734 0.03
735 7.48
736 6.02
737 0.0132
738 5.62
739 0.0712
740 7.49
741 0.0456
742 2.72
743 0.36
744 2.50
745 4.58
746 0.45
747 0.05/ 0.054
748 0.17
749 4.40
750 0.03
751 0.05/0.088
752 0.06 /1.05
753 3.52
754 4.48
755 1.42 /0.081
756 3.26
757 3.66
758 2.82
759 3.54
760 0.24
761 4.40
762 3.52
763 763
764 5.26
765 4.86
766 0.334
767 0.0368/ 0.07
768 0.348
769 0.191
770 5.38
771 5.50
772 3.48
773 3.82
774 6.8
775 5.6
776 5.4
777 6.9
778 Muy bajo
779 2.6
780 0.21
781 0.0676
782 0.032/0.05
783 6.32
784 4.98
785 0.12
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6n de or

786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822

modificados en matrices alimentarias que se comerciali;

0.163
6.96
3.86

6.1
5.02
0.07
1.09

0.069

0.029
0.57
5.94
3.50
7.46
0.75
1.53
0.99
3.84
8.16
8.40

0.036

0.033
1.82
4.02
4.92

6.2

0.622
2.46
4.04
0.21

0.022
0.21

Too low
4.46
2.68
4.34

0.714
6.22

en el depar



D ion de or i I gti modificados en matrices alimentarias que se comercializan en el departamento de Montevideo

ANEXO III.

Tablas extraidas del trabajo GMO LABELING IN FOOD PRODUCTS IN MONTEVIDEO,
URUGUAY, Arleo, M. et al., 2018.

Table 4. Result of the search for transgenic sequences in foods made with ingredients derived from corn or
soybeans. “GM": positive samples for the presence of transgenic sequences. “p35S”: presence of promoter
sequence CaMV35S. “t-NOS”: presence of terminator sequence nos. “FMV”: presence of promoter sequence
FMV. “bar”: presence of bar gene sequence. “NA”: not assayed.

Alimentos GM p35S t-NOS FMV bar
Corn 38 38 (100%) 37 (97.4%) 14 (36.8%) 0 (0.0%)
Soybean 38 38 (100%) 35 (92.1%) 25 (65.8%) NA NA
Processed 30 30 (100%) 29 (96.6%) 11 (36.7%) O (0.0%)
Ultra- processed 46 46 (100%) 43 (93.5%) 28 60.9%) O (0.0%
TOTAL 76 76  (100%) 72 (94.7%) 39 (51.3%) 0 (0.0%)

Table 3 . Result of the analysis of transgenic sequences searching in foods made with ingredients derived
from corn or soybeans. “GM": positive samples for the presence of transgenic sequences. "Non-GM": negative
samples for the presence of transgenic sequences. "> 1 %": content of GM material greater than 1 %. "<1 %":
content of GM material less than 1 %.

Alimentos n GM non-GM >1% <1%
Corn derived 128 38 (29,7%) 90 (70,3%) 32 (84,2%) 6 (15,8%)
Soybean derived 78 38 (48,7%) 40 (51,3%) 34 (89,5%) 4 (10,5%)
Processed 72 30 (41,7%) 42 (58,3%) 26 (86,7%) 4 (13,3%)
Grains 39 3 (7,7%) 36 (92,3%) 2 (66,7%) 1 (33,3%)
Flours 17 13 (76,5%) 4 (23,5%) 12 (92,3%) 1 (7,7%)
Starches 6 6 (100%) 0 (0,0%) 5 (83,3%) 1 (16,7%)
Vegetal proteins 10 8 (80,0%) 2 (20,0%) 7 (87,5%) 1 (12,5%)
Ultra-processed 134 46 (34,3%) 88 (65,7%) 40 (86,9%) 6 (13,0%)
Cookies 41 13 (31,7%) 28 (68,3%) 13 (100%) 0 (0,0%)
Copetin products 27 13 (48,1%) 14 (51,9%) 10 (76,9%) 3 (23,1%)
“Chacinados” 23 14 (60,9%) 9 (39,1%) 12 (85,7%) 2 (14,3%)
Cereals 22 4 (18,2%) 18 (81,8%) 3 (75,0%) 1 (25,0%)
Sauces and juices 13 2 (15,4%) 11 (84,6%) 2 (100%) 0 (0,0%)
Dry pasta 8 0 (0,0%) 8 (100%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
TOTAL 206 76 (36,9%) 130 (63,1%) 66 (86,8%) 10 (13,1%)

48



D ion de or i I gti modificados en matrices alimentarias que se comerciali;

ANEXO 1V.

en el depar

Tabla de los resultados estadisticos utilizando la prueba exacta de Fisher.

Matriz comparada Variable 1 Variable 2 p Diferencia significativa

Maiz vs soja NO GM GM 0,351 NO

1
Procesado vs ultraprocesado NO GM GM 0,027 Sl

8

GM 2018 vs GM 2023 Total de Total de 0,709 NO
procesado ultraprocesado 2

Procesados 2018 vs 2023 NO GM GM 0,266 NO
7

Ultraprocesados 2018 vs NO GM GM 0,000 Extremada

2023 1
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