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Resumen  [ICHENE

Resumen

En Uruguay, el uso de “organismos vivos y sus partes genéticamente modificadas
(GM)” se encuentra regulado por normas especificas establecidas en el Decreto 353/08. El
mismo promueve la politica de coexistencia regulada entre variedades GM y no-GM,
fijando distancias de aislamiento de al menos 250 metros entre los cultivos. A la vez, el
Decreto nacional promueve acciones tendientes a la implementacién voluntaria del
etiguetado “GM” o “no GM” en los alimentos. Recientemente en Montevideo, comenzé a
regir el Decreto Departamental N2 34.901, el cual establece la obligatoriedad del
etiquetado de los alimentos que contienen material transgénico en porcentajes mayores al
1%. Teniendo en cuenta la situacién actual respecto al uso de los vegetales GM en
Uruguay, resulta imprescindible contar con herramientas analiticas capaces de asegurar el
cumplimiento de la reglamentacion, ya sea a nivel de los cultivos en el campo, como a
nivel de los alimentos en el mercado. En el presente trabajo se emplearon técnicas
moleculares basadas en el estudio de ADN, para evaluar la ocurrencia y la frecuencia del
flujo de transgenes entre los cultivos de maiz en Uruguay; y a la vez, se pusieron a punto
técnicas novedosas de PCR en Tiempo Real (SYBR® Green) para detectar, identificar y
cuantificar el contenido de material GM en alimentos derivados del maiz.

Los resultados de este trabajo mostraron que el flujo de transgenes entre cultivos
de maiz GM y no-GM ocurre a distancias de 420 metros y en frecuencias de hasta 5%. Esta
informacién podria contribuir a redefinir las distancias de aislamiento para asegurar
umbrales de presencia accidental de transgenes, por debajo del 1% establecido para el
etiquetado de OGM en productos derivados de maiz. Por otro lado, se logré estandarizar
una metodologia que permite rastrear e identificar a los eventos de maiz autorizados en
Uruguay, y cuantificar de manera rapida y eficaz su contenido en los alimentos. Esta
cuantificacidon basada en la deteccion del promotor CaMVp35S y su normalizacién con el
gen de referencia hmga, fue utilizada para analizar 51 productos de maiz del mercado
local e internacional. A partir del andlisis se encontré que 62,7% de los productos
presentaron secuencias transgénicas, y 35,3% lo hizo en porcentajes mayores al limite
umbral para el etiquetado “GM” en Montevideo. Este trabajo resulta innovador respecto
al uso de metodologias de deteccion y cuantificacion de OGM por gPCR en Uruguay,

representando el primer estudio de cuantificacién de OGM en alimentos del pais.
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1 Introduccion

Los vegetales que hoy se cultivan en el mundo son distintos de sus antepasados
silvestres, debido a que el hombre ha modificado y seleccionado sus caracteristicas a lo
largo de mas de diez mil aios. Inicialmente, el mejoramiento de los cultivos se realizaba de
forma intuitiva basdndose en la experiencia que dejaba afio tras afio, cada cosecha.
Mediante la siembra y la seleccién de semillas el nUmero de especies cultivadas se amplié
considerablemente, logrando variedades adaptadas a las condiciones locales, a las
necesidades y a las costumbres de cada zona y de cada pueblo. Con el tiempo, el
desarrollo del conocimiento humano permitié perfeccionar y automatizar la agricultura.
Actualmente, la ciencia moderna mediante el uso de la biotecnologia, ofrece nuevos
métodos para obtener un mayor nimero de variedades en menor tiempo y con resultados
a corto plazo .

La biotecnologia se define como toda aplicacién tecnolégica que utiliza sistemas
biolégicos y organismos vivos o sus derivados, para la creacion o modificaciéon de
productos o procesos en usos especificos @l La misma, en su version mas moderna, utiliza
técnicas de ingenieria genética para identificar, aislar, modificar y transferir genes de un
organismo a otro, con el fin de conferirle a este ultimo, alguna caracteristica de interés. La
aplicacion de la ingenieria genética para el mejoramiento de los cultivos se conoce como
biotecnologia agricola o agrobiotecnologia. Sin duda el gran impacto de Ia
agrobiotecnologia y su consecuente repercusion social, se ha debido a la produccién de
plantas genéticamente modificadas (GM), o transgénicas. La tasa de aceptacion de cultivos
transgénicos es una de las mas altas en cuanto a la adopcidén de nuevas tecnologias en el
sector agropecuario, a nivel mundial Bl

Segln el ultimo informe del Servicio Internacional para la Adquisicion de
Aplicaciones Agrobiotecnoldgicas (ISAAA), en el afio 2013 mas de 18 millones de
agricultores en 27 paises, plantaron cultivos transgénicos. Esto significé a nivel global, un
incremento del 3% (5 millones de hectareas) de la siembra de cultivos genéticamente
modificados respecto al afio anterior. Desde la introduccion del primer Organismo Vegetal

Genéticamente Modificado (OVGM) en el afio 1996, la adopcion de estos cultivos se ha
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ampliado considerablemente pasando de 1,7 millones de hectareas sembradas, a mas de
175 millones de hectareas en el afio 2013 .

Del total de las 175 millones de hectareas sembradas con cultivos GM, alrededor del
48% fueron cultivadas con variedades transgénicas de soja, 33% con maiz, 14% con
algodén y 5% con canola (Figura 1, lzquierda). Estas areas significaron elevados
porcentajes del area total (GM y no-GM) para cada cultivo (Figura 1, Derecha). También se
sembraron, aunque en areas mads pequefias, variedades transgénicas de alfalfa, papaya,

. 5
zapallo, dlamo, clavel y remolacha azucarera 51,

Area global de OGM, por cultivo Area global de OGM, por cultivo
(sobre 175 millones de hectareas) (como porcentaje de sus respectivas areas globales)
Area global (mi. Ha
maiz algodon can &M No GM S ( )
14%
33% ’ S canola

34
maiz 177

algodon 34

soja 107

soja 0 20 40 60 80 100
48% porcentaje del total

Figura 1. Grafico de distribucién del drea sembrada con OVGM, por cultivo. lzquierda: Area global
sobre el total de hectdreas sembradas. El 48% de las hectdreas sembradas con OGM corresponden a
soja, el 33% a maiz, el 14% a algoddn y el 5% a canola. Derecha: Area global como porcentaje de sus

areas totales. A nivel mundial el 79% de la soja sembrada fue transgénica, lo mismo ocurrié con el 32%

del maiz, el 70% del algoddn y el 24% de la canola. Tomado y modificado de B,

Los cinco paises que lideraron el mercado de los cultivos transgénicos en el 2013,
incluyeron a: EE.UU, con un drea sembrada de transgénicos que alcanzé las 70 millones de
hectdreas; seguido por Brasil con 40 millones de hectdreas, Argentina con 24,9 millones,
India con 11 millones y Canada con 10,8 millones de hectareas. Mientras tanto, Uruguay se
mantuvo como el décimo pais productor de OVGM, con un area sembrada de 1,5 millones
de hectareas de variedades de maiz y soja GM (Figura 2) t6l,

El avance de la agrobiotecnologia no se detiene y cada vez mas, las compaiiias de
semillas y las instituciones de investigacion a nivel mundial, trabajan para ofrecer nuevas
variedades con las promesas de producir cosechas de mayor rendimiento y alimentos de

mejor calidad en el marco de una agricultura sostenible 7 Pronto, se liberardn nuevas

especies de plantas genéticamente modificadas y la sociedad debera ser capaz de tomar

“Deteccidn y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular”
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decisiones de manera objetiva y bien informada, sobre si adoptar o no estas nuevas

tecnologias 2

ﬂ% Situacién mundial de los
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Agro-Bio

No.5 (] Nolg e N | P s No.6 ]
CANADA ESPANA e RUMANIA PAKISTAN CHINA

10.8 millones ha 100.000 ha - <50.000 ha 2.8 millones ha 4.2 millones ha

O O ® Fo ® ®0&00

LIS

No.1 No.22 ) No. 24 No.27 ot ® No.15 -

ESTADOS UNIDOS PORTUGAL REP. CHECA ESLOVAQUIA P MYANMAR

70 millones ha 4 <50000 ha 50,000 ha <50.000 ha BRI 300.000 ha

S ®O ® vz

FILIPINAS
800.000 ha

®

SUDAN
100.000 ha

No.13 =

AUSTRALIA
700.000 ha

20@0O

No. 17
MEXICO '5"
100.000 ha

® @
No.21 .

T — HONDURAS i
2 - < 50000 ha

L

<50.000 ha
@9
No. 23

No. 18
cuBA
E coromein W

<50.000 ha

2

@

i e
BURKINA FAS!

500.000 ha

100000 ha -
¢ = (” (0))
] @7 -
No.8 >
SOUTH ArRica P
No. 20 ﬂ No:3 —_— 29 millones ha
CHILE ARGENTINA sy

<50.000 ha 24.4 millones ha

&S @S [ W[5 2=| |5 SO e

Z 1.0 millén ha 15 milliones ha 3.6 millones ha 40.3 millones ha

O Calabaza Alfalfa &\ Soya @ Algodén @ TOmateO Papaya G Alamo @ Maiz Canola Q Papa 0 Pimiento dulce 6 Remolacha azucarera

__Fuente, Clive James 2014. ISAAA Brief 46-2013

Figura 2. Situacion mundial de los cultivos transgénicos en el afio 2013. Los paises que encabezan la
produccion de cultivos GM en el mundo, superando el millon de hectdreas sembradas incluyen a: EEUU,
Brasil, Argentina, India, Canada, China, Paraguay, Sudafrica, Pakistan, Uruguay y Bolivia. Los cultivos
genéticamente modificados corresponden a: Soja, maiz, algoddn, canola, alfalfa, papaya, zapallo, alamo,
clavel y remolacha azucarera. Tomado de e,

En la actualidad, existen incertidumbres sobre los riesgos y beneficios asociados a la
biotecnologia agricola. Resulta importante evaluar la probabilidad y las consecuencias de
los riesgos que esta puede generar y compararlos con los beneficios potenciales y reales.
El analisis de riesgos debe ser un proceso continuo para ésta y otras tecnologias, incluso
para las que han estado implementandose desde hace décadas 31,

Se han expresado inquietudes acerca de los efectos potenciales de la introduccién

de transgénicos en la diversidad genética de las variedades de cultivos, ya que esta
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diversidad se considera esencial para la seguridad alimentaria mundial. Los efectos
directos sobre especies no blanco y la posibilidad de transferir involuntariamente
caracteristicas de importancia ecoldgica en las variedades criollas, también han sido
fuentes de preocupacion. El potencial flujo de transgenes entre los cultivos parece
acarrear diferentes consecuencias ecolégicas, econédmicas y politicas respecto al uso de
esta tecnologia (101 i duda, se hace necesario el uso de la investigacidon para comprender
cuales podrian ser las consecuencias de estos fendémenos.

Con el fin de preservar el derecho a la eleccion del consumo de alimentos
transgénicos y para responder al principio de precaucién ante esta tecnologia, ciertos
paises han promulgado medidas legales para regular el etiquetado de alimentos que
contienen Organismos Genéticamente Modificados (OGM), o deriven de los mismos. Para
garantizar el cumplimiento de las reglamentaciones, resulta necesario disponer de
sistemas de trazabilidad que permitan detectar la presencia o ausencia de OGM, a lo largo

de toda la cadena de produccién y distribucién "

. No obstante, el seguimiento de los
OGM desde la produccidn hasta la ultima etapa de elaboracién del producto final, resulta
dificil y muy costoso, por lo que se recurre a andlisis de presencia/ausencia en los
productos destinados a la venta. Para ello, se utilizan métodos biotecnolégicos que
permiten abordar en forma rapida y eficaz la deteccidn, identificacién y cuantificacion de

OGM.

El presente trabajo aborda dos temdticas distintas que se asocian al uso de la
biotecnologia agricola del maiz en Uruguay: el flujo de genes entre cultivos genéticamente
modificados (GM) y no-genéticamente modificados (no-GM), y el desarrollo de métodos
para la deteccion de transgénicos en productos alimenticios de consumo masivo.

El trabajo experimental |, se centra en el estudio de la existencia de flujo génico
entre cultivos de maiz GM y no-GM en Uruguay, por representar a una de las especies
transgénicas mayormente cultivadas en el pais.

El trabajo experimental I, se basa en la estandarizacién de un protocolo para
detectar, identificar y cuantificar de manera sencilla y eficaz, la cantidad de maiz GM
presente en matrices alimentarias complejas comercializadas en el mercado local e

internacional.
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1.1 El maiz

1.1.1 Origen

El maiz surgié aproximadamente entre los afios 8000 y 6000 AC. en Mesoameérica,
(México y Guatemala), probablemente a lo largo del acantilado occidental del Centro o Sur
de México, a 500km de la Ciudad de México. El ecosistema que dio origen al maiz era
estacional, inviernos secos alternados con veranos lluviosos, sobre una regién montafiosa
de 1500 metros de altura respecto del nivel del mar, con pendientes pronunciadas de roca

caliza .,

Se han postulado varias hipdtesis para explicar cdmo se origind el maiz que se cultiva
actualmente. La teoria mas influyente durante afios, fue la teoria tripartita postulada por

13,14 . -
0 "33 13 misma establecié que las

Paul Mangelsdorf y R. Reeves en la década de 193
razas modernas de maiz se originaron a partir de varias rondas de cruzas entre distintos
miembros ancestrales. Primeramente, un maiz silvestre extinto se cruzé con un miembro
Tripsacum para dar origen al teocintle; luego, posteriores cruzas del teocintle con el maiz
silvestre extinto, dio origen a la raza moderna. Esta teoria fue desacreditada hacia finales
de los afios 80s, junto a la hipdtesis de Beadle (1986) quien postuld que el maiz surgié de
la descendencia del teocintle junto a la domesticacidon por seleccién del hombre 151,
Beadle observd que a pesar de las diferencias morfoldgicas entre el maiz y el teocintle,
ambos podian tener progenie fértil y se cruzaban de forma natural en el campo. Siguiendo
esta corriente, en el afio 1990 John Doebley investigd sobre las relaciones filogenéticas de
las especies del género Zea, logrando corroborar en base a estudios moleculares, la teoria

[

. . [16-18 . . .
del teocintle como ancestro del maiz 1 Varios trabajos se han enfocado en el estudio

de los mecanismos genéticos que podrian estar involucrados en la transformacidn

especifica del teocintle al maiz, entre los siete y nueve mil afios en los que se estima que

[19,20]

sucedid la domesticacion Finalmente, luego de 70 anos de confrontacién e

intercambio de ideas con relacién al origen del maiz, se ha llegado al consenso de que el

teocintle es el ancestro silvestre (Figura 3) (2],




Introduccion

SECUENCIA MORFOLOGICA DE LA POSIBLE
EVOLUCION DE LA MAZORCA
DEL TEOGINTLE Y EL MAIZ.

I ul

“Teocintle Trancicion Primitivo Divercificadion

Figura 3. Secuencia morfolégica de la posible evolucion de la mazorca del teocintle hacia la mazorca
del maiz. El registro fésil de los restos mas antiguos del maiz encontrados en diversas partes de México,
demuestran un gran cambio morfolégico desde la pequefia espiga femenina (“mazorquita”) del
teocintle, con unos cuantos granos de facil dispersién y la espiga femenina (mazorca) del maiz, con una
gran cantidad de granos fuertemente adheridos al “olote” (raquis). Aunque hay una evidente
discontinuidad entre la morfologia de la espiga femenina del teocintle y el maiz, el analisis de

estructuras intermedias que se producen en su progenie, sugieren diferentes interpretaciones del

origen del maiz. Tomado de e,

Se piensa que los principales factores involucrados en la evolucidn inicial del maiz,
fueron probablemente un alto grado de mutaciones y una liberacién parcial de la presién
de seleccion natural, como consecuencia de la intervencion del hombre. La domesticacion
del maiz a través de la selecciéon, resulté en una especie totalmente dependiente del
hombre, debido a que la transformacién elimind ciertas caracteristicas ancestrales de
sobrevivencia en la naturaleza, tales como los mecanismos de dispersidn y latencia de las

. . . . 22
semillas, asi como algunas de las estrategias de defensa contra enemigos naturales (221,

1.1.2 Taxonomia

Familia: Poaceae
Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Maydeae
Genero: Zea
Especie: Zea mays L.

Subespecie: mays.
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De acuerdo con la clasificacion efectuada por la Organizacién para la Cooperacion
Econdmica y el Desarrollo (OECD), el maiz pertenece a la familia de las Poaceas
(Gramineas), tribu Maydeas, género Zea, especie Zea mays L., subespecie mays, y es la
Unica especie cultivada de este género. Su pariente silvestre mas cercano, el teocintle,
pertenece a la especie Zea mays, subespecies parviglumis y mexicana (231,

Actualmente se considera que existen en el continente americano,
aproximadamente 350 razas de maiz y miles de variedades adaptadas a los mas diversos

[24]

ambientes ecolégicos y preferencias de sus cultivadores ™. Entre los paises con mayor

numero de razas de maiz se encuentra a Peru con 52, Argentina con 43, México con 41y

Bolivia con 40 [25]

. La Coleccién de maiz de Uruguay alcanza las 10 razas (852 accesiones),
gue fueron clasificadas mediante taxonomia numérica en el aifio 1978, en el marco de un
proyecto del Intenational Board for Plant Genetic Resources (IBPGR). Las mismas fueron
clasificadas en: Cateto Sulino, Cateto Sulino Grosso, Cuarentino, Semidente Riograndense,

Dente Riograndense, Dente Blanco, Camero de Ocho, Moroti, Cristal y Pisinpallo [26]

1.1.3 Biologia

El maiz es una planta de porte robusto y de habito anual; el tallo es simple, erecto,
de elevada longitud (alcanza alturas de 2 a 6 m) y con pocas ramificaciones. Las hojas
nacen en los nudos de manera alterna a lo largo del tallo, las raices primarias son fibrosas
presentando ademas raices adventicias, que nacen en los primeros nudos por encima de la
superficie del suelo 271,

Es una especie monoica, que se caracteriza por tener la inflorescencia femenina
(mazorca) y la masculina (espiga) separadas pero en la misma planta (Figura 4) 28291 £ de
polinizacién abierta (alégama), pues la transferencia del polen ocurre desde la espiga, a los
estigmas de la mazorca. Cerca del 95% de los évulos de la mazorca son fecundados con
polen de otra planta (polinizacion cruzada), ocurriendo solamente un 5% de

.. . . . s 4. . 30
autopolinizacién, lo que favorece a la diversidad genética de la especie (301

. Una planta de
maiz puede producir cerca de 25 millones de granos de polen y estos son capaces de viajar
por el viento a distancias mayores a 1000 metros B Una vez ocurrida la fecundacion, la
inflorescencia femenina puede formar alrededor de 400 a 1000 granos arreglados en

hileras de 8 a 24 por mazorca, dependiendo de la variedad del maiz 32,
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Figura 4. Descripcion bioldgica del maiz. El maiz presenta flores masculinas y femeninas bien
diferenciadas en la misma planta. La inflorescencia masculina es terminal y se conoce como espiga
(imagen superior derecha, A). La misma estd compuesta por florecillas estaminadas donde se
desarrollan los granos de polen. La inflorescencia femenina conocida como mazorca, se localiza en las
yemas axilares de las hojas, son de forma cilindrica y estan compuestas por flores pistiladas que se
arreglan en hileras paralelas (imagen superior derecha, B). La influorescencia femenina fecundada

puede generar de 400 a 1000 granos en promedio de 8 a 24 hileras (imagen inferior derecha, C).

Tomado y modificado de [28,29]

El genoma del maiz es relativamente complejo, se encuentra organizado en diez
cromosomas (2n=20) de aproximadamente 2.4 x 10° pares de bases, presentando grandes

B3l |os elementos transponibles, comunmente llamados

cantidades de transposones
“genes saltarines” o transposones, son secuencias de ADN que se mueven (o “saltan”) de
una ubicacién a otra en el genoma . En el afo 1940 Barbara McClincktok descubrio la
existencia de los transposones en el maiz y sugirid que éstos jugaban un rol regulatorio en
el genoma, controlando la activacién de los genes [351, Hoy se conoce que los transposones
pueden insertarse en secuencias codificantes o entre secuencias regulatorias y provocar
mutaciones en el genoma, contribuyendo asi a la generacion de diversidad del organismo
[36, 371, Asimismo, éstos son responsables de la expansién del genoma, dado que tienen la
capacidad de duplicarse y distribuir sus copias a lo largo del mismo 8] Se considera que
entre el 60 y el 85% del tamafo del genoma del maiz estd formado por transposones (39,
La diversidad genética del maiz es notable y es probable que cada gen contenga al
menos un polimorfismo entre dos lineas puras, especialmente en las regiones no

codificantes. De hecho, se ha observado que las tasas de polimorfismos alcanzan valores
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de hasta un Single Nucleotide Polymorphism (SNP) cada 104 pares de bases, cuando se

comparan dos individuos distintos (401

1.1.4 Importancia

El maiz es el cereal mayormente distribuido a nivel mundial, ocupando la tercera
posicién en cuanto a su produccién, detras del arroz y del trigo. Actualmente es cultivado
en mas de 120 paises, superando las 140 millones de hectareas sembradas 41 Alrededor
del 67% de la produccion total de maiz en el mundo proviene de los paises en desarrollo,
jugando un papel importante en el sustento de millones de agricultores. Es un cereal muy
versatil, esencial para la alimentacién humana y animal y como fuente de materias primas
para la industria. Es usado para producir forraje, asi como para la fabricacién de una gran
cantidad de alimentos y de productos farmacéuticos e industriales, tales como:
concentrado balanceado para consumo animal, papel, refrescos, caramelos, tintas,
pegamentos, plastico biodegradable, productos de panificacién, productos lacteos, salsas,
sopas, pinturas, helados, alcohol, aceite comestible, cosméticos, saborizantes, entre otros
421, Aunque es un alimento altamente energético, la poblacion mundial consume poco
maiz en grano o procesado, siendo ingerido mayoritariamente como ingrediente en una
infinidad de productos. El consumo animal es el principal uso del maiz, destindndose a la
produccién de piensos para vacunos, porcinos y aves. Por su alto contenido de almidén y
baja presencia de fibra, el maiz constituye una fuente de energia concentrada, con alto

contenido de nutrientes digestibles totales en relacidn con otros piensos de grano 431

1.1.5 Diversidad

Como en el maiz predomina la polinizacién abierta, la generacién de hibridos por
entrecruzamientos es frecuente. Cada planta nueva tendra parentales distintos, por lo que
un gran numero de genes se encontrardan en forma heterocigética. La heterocigosis
generada por la polinizacién cruzada, es uno de los mecanismos que mantienen la
variabilidad y la productividad de las poblaciones de maiz. Pero la diversidad morfoldgica y
genética del maiz no sélo es resultado de eventos bioldgicos, sino de la interaccién

441 g

durante cientos de generaciones, con poblaciones humanas hombre acabé
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interviniendo en la generacion de diversidad a través del intercambio de semillas entre los
agricultores. Varios estudios han sugerido que este intercambio pudo aumentar
considerablemente la velocidad de dispersién y la variabilidad genética entre las diferentes
lineas de maiz *>*¢,

Un nuevo aspecto que ha cobrado notoriedad y que tiene implicancias en la
conservacién de la diversidad del maiz, es la introduccion de transgenes en maices criollos
por interpolinizaciéon entre los cultivos MU Este es un tema que ha llevado a grandes
controversias en el ambito cientifico, politico y publico, debido a que podria atentar contra

las politicas de “coexistencia regulada”, definidas para el uso de cultivos GM (ver mas

adelante).

1.1.6 El maiz en Uruguay

Uruguay es un pais donde el 85% de territorio es productivo a nivel agropecuario; las
estimaciones de las superficies cultivables establecen que entre el 30 y el 50% de la
superficie es apta para el cultivo. El trigo y el arroz son los principales cereales cultivados
para consumo humano, mientras que la soja, el maiz, el sorgo, la avena y la cebada, se
emplean mayormente para la alimentacion animal y la industria. En el afio 2013 la soja se
colocé como el cultivo mas importante del Uruguay en términos de toneladas producidas
[47]

La zona maicera es poco concentrada; los cultivos estan dispersos por la totalidad
del pais, sin embargo la mayor produccién corresponde a los departamentos del sur:
Canelones, San José, Colonia, Paysandu y Florida. La produccién se realiza en un sistema
dual, con pequeinos agricultores que lo producen para autoconsumo y con grandes
agricultores que lo producen con fines comerciales. Los agricultores campesinos utilizan
variedades criollas, mientras que los grandes agricultores comunmente utilizan hibridos
comerciales, producto del fitomejoramiento cientifico [48]

Por su aporte a la industria, el maiz representa una de las producciones agricolas
mas valiosas en Uruguay. Se emplea para la produccion de alcoholes, aceite, glucosa y
almiddn. Este ultimo, también conocido como fécula de maiz, se anade a pastas y sémolas
para sopas, mermeladas, confituras, maicena, gomas de mascar, como relleno de carnes,

para la fabricacién de salchichas, como espesante de jugos de frutas, refrescos, cervezas y



http://www.montevideo.com.uy/enciclopedia/industri.htm
http://www.montevideo.com.uy/enciclopedia/canelone.htm
http://www.montevideo.com.uy/enciclopedia/sanjose.htm
http://www.montevideo.com.uy/enciclopedia/colonia.htm
http://www.montevideo.com.uy/enciclopedia/paysandu.htm
http://www.montevideo.com.uy/enciclopedia/florida.htm
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licores. Actualmente existen mas de 300 productos comercializados en el mercado
uruguayo, que incluyen derivados del maiz (431

En Uruguay se cultivan tres tipos de maiz, que varian segun su uso y destino; el maiz
dulce, el maiz para silo y el maiz para grano. El maiz dulce, es la variedad mayormente
destinada para consumo humano. Una parte de su produccion se comercializa en ferias,
almacenes y supermercados como “choclo dulce”, mientras que la otra parte es procesada
y se vende congelada, desgranada o como crema de choclo. Como en Uruguay la
produccién comercial de semillas de maiz dulce es escasa, la mayoria se importa desde
Argentina y Brasil. El otro tipo de maiz cultivado es el maiz para silo, destinado
basicamente para alimentar al ganado vacuno. En este caso, ademas de cosechar la
mazorca, se cosecha la planta entera para ensilar, picar y procesar por fermentacién. Por
ultimo, la variedad mayormente cultivada en el territorio es el maiz para grano. Las
mazorcas de maiz para grano son generalmente mas anaranjadas que las del maiz para silo
y contienen granos mas duros, lo que los hace ideales para ser molidos y transformados,
por ejemplo en harina de maiz. Del total de maiz para grano que se cultiva en Uruguay,
solamente un 3 a 5% se industrializa para consumo humano (por ejemplo como polenta),
mientras que su principal destino es la industria avicola (501,

El organismo encargado de realizar las estadisticas sobre los cultivos en Uruguay es
el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP), a través de la Direcciéon de
Estadisticas Agropecuarias (DIEA). Segun los datos recolectados por la DIEA, tras la Gltima
década ha ocurrido un aumento gradual en la siembra de maiz y se han logrado cifras
histéricas en su produccion. En la zafra 2012/2013, se consiguieron sembrar 123 mil

hectareas de maiz, alcanzando una produccién de 693 mil toneladas y logrando un

rendimiento de 5600 Kilos por hectdrea (Tabla 1) 5]

Tabla 1. Area sembrada, produccién y rendimiento del cultivo de maiz, por afio agricola (Datos del

2005 al 2012). ™ Area sembrada en miles de hectareas, @ produccién en miles de toneladas.

Rendimiento en kilos por hectarea sembrada. Tomado de B,

2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09 | 2009/10 | 2010711 | 2011/12 | 2012/13

Area sembrada'” 49,0 58,7 80,6 87,5 96,0 80,9 123,9 123,0
Produccién'? 205,0 337,8 334,7 269,8 529,1 286,2 528,3 693,0
Rendimiento™ 4.184 5.757 4.155 3.085 5.510 3.574 4.264 5.648
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A su vez, las exportaciones de maiz alcanzaron un récord histérico en el aifio 2013,
sumando USS 71 millones, lo que signific6 un crecimiento del 39% respecto al afio
anterior. El volumen exportado ascendié a 272 mil toneladas, representando un aumento

del 49% respecto al volumen vendido en los primeros 10 meses del afio 2012 B2 (Tabla 2).

Tabla 2. Exportaciones de maiz por afo, en toneladas (Datos 2005 - 2012). Tomado y modificado de By

Tipo de producto mm 2007 2008 m 2010 2011 2012

Productos de Maiz 19.578 27.728 237.588 201.943
Harina de maiz 5 5 5 10 3 6 6 9
Semillas de maiz 63 27 66 12 8 12 10 0

Segln la Consultora en agronegocios Blasinia y Asocados [53], las causas por las
cuales se alcanzaron cifras histéricas en la zafra 2012, no sélo se traducen a un aumento
del area sembrada. Los cambios tecnolégicos que impactaron en el rendimiento y las
nuevas regulaciones de conservacién de suelos por parte del Ministerio de Ganaderia,
parecen haber tenido efectos positivos en la produccion del maiz. De la misma forma, el
sector privado ha tomado conciencia de que la siembra de trigo y soja necesita para lograr

53
un mayor rendimiento, la complementariedad con cultivos de gramineas como el maiz 531,

1.2 Maiz transgénico

El maiz genéticamente modificado es aquel al cual se le han realizado cambios
genéticos, modificando o insertando uno o varios genes con caracteristicas de interés,
mediante el uso de tecnologia de ADN recombinante. Hasta la fecha se han desarrollado
en el mundo, 131 variedades (eventos) de maiz con distintas caracteristicas agrondmicas
y/o de produccidn 541 Un evento de transformacién es una recombinacién o insercién
particular de ADN ocurrida en una célula vegetal, a partir de la cual se origind una planta
transgénica. Se define como la insercién en el genoma, de forma estable y conjunta, de
uno o mas genes que forman parte de una construccién definida (cassette de expresién)
551 Los eventos de transformacién difieren unos de otros en los elementos y genes

insertados, en los sitios de insercién en el genoma de la planta, en el nimero de copias del

inserto y en los patrones y niveles de expresion de las proteinas de interés. Los eventos

“Deteccién y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular



Introduccion

pueden ademds acumularse por cruzamiento convencional, lo que da como resultado a
una planta con varias caracteristicas combinadas, que se conoce como evento apilado o
“stacked events”.

Dentro de las variedades transgénicas de maiz, se encuentran aquellas con
resistencia a insectos (coledpteros, lepiddpteros), las tolerantes a herbicidas (glufosinato
de amonio, glifosato, 2-4D, sulfonilurea), aquellas con genes para conferir un aumento de
la produccion de etanol, para conferir esterilidad masculina, para la restauracién de la
fertilidad y para la resistencia a antibidticos. Asimismo, a mediados del afio 2013
comenzaron a cultivarse en Estados Unidos, los primeros maices transgénicos de

. . . 5
resistencia a sequias [ ].

1.2.1 Resistencia a insectos

Dentro de las primeras variedades de maiz genéticamente modificadas, se
encuentran aquellas desarrolladas para resistir al ataque de determinados insectos. Un
ejemplo de estas es la linea Bt-11 (evento Bt11), que fue modificada especificamente para
ser resistente contra el ataque del barrenador europeo del maiz (Ostrinia nubilalis), una de
las principales plagas del maiz en la agricultura 6] Esta variedad produce la proteina
insecticida cry1Ab, derivada de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki, cepa HD-
1. La delta-endotoxina crylAb actua uniéndose selectivamente a sitios especificos en el
intestino de los insectos susceptibles, generando poros que interrumpen el flujo de iones,
lo que causa paralisis y la muerte del insecto (Figura 5). La proteina cryl1Ab tiene accidn
insecticida Unicamente sobre lepiddpteros y su especificidad de accidn es atribuible a la
presencia de sitios de unidén especificos en los insectos blanco. Cabe destacar, que no
existen sitios de unién para delta-endotoxinas de B. thuringiensis en la superficie de las
células intestinales de mamiferos, por lo tanto, los animales no serian susceptibles a estas

proteinas 57
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Figura 5. Tecnologia Bt. Los cultivos Bt poseen una version modificada de la proteina insecticida cry de
Bacillus thuringiensis. Cuando los insectos lepidépteros se alimentan de los cultivos con esta tecnologia,
se libera una delta endotoxina, que se une a las células intestinales del insecto creando poros. Esto

conduce a un desbalance de iones y a la pardlisis del sistema digestivo que provoca la muerte de la larva

en pocos dias. Tomado de =61,

1.2.2 Tolerancia a herbicidas

Ciertas lineas de maiz han sido modificadas para tolerar el agregado de herbicidas de
uso comun en la agricultura moderna. El maiz Bt1l1 ademas de expresar la proteina cryl1Ab
para la resistencia a insectos, ha sido modificado para expresar el gen pat que codifica
para la enzima fosfinotricina-N-acetiltransferasa (PAT) del actinomiceto del suelo
Streptomyces viridochromogenes. La enzima PAT se utiliza para conferir resistencia al
herbicida fosfinotricina, también conocido como glufosinato de amonio (ingrediente activo
en los herbicidas Basta® Rely® Finale® y Liberty®). El glufosinato de amonio actua
inhibiendo a la enzima glutamina sintetasa, encargada de desintoxicar a la planta
catalizando la transformacion del amoniaco en glutamina. La inhibicién de esta enzima
conduce a una acumulacion de amoniaco en los tejidos de la planta, provocando su
muerte a pocas horas de la aplicacion del herbicida. La enzima PAT transgénica cataliza la
acetilacidon del glufosinato de amonio, convirtiéndolo en un compuesto inactivo que no
ejerce efecto en el cultivo de maiz transgénico, pero que es eficaz para el control de
malezas 7).

A su vez, se han desarrollado variedades “Roundup Ready” (ej. lineas NK603 y GA21),

modificadas para ser tolerantes a la aplicacién del herbicida comercial Roundup®, cuyo
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ingrediente activo es el glifosato (N-fosfonometil glicina) 8l g glifosato inhibe en plantas,
bacterias, algas, hongos y parasitos, a la enzima 5-enolpiruvil shikimato-3 fosfato sintetasa
(EPSPS), clave para la sintesis de aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina vy
triptéfano. La EPSPS es codificada en plantas por un gen nuclear cuyo producto activo se
localiza en los cloroplastos. El glifosato actia como un inhibidor competitivo del sustrato
de la enzima, impidiendo la formacién del complejo funcional y su posterior transporte al
cloroplasto. Las variedades de maiz genéticamente modificadas con resistencia al
herbicida, contienen el gen epsps proveniente de la bacteria Agrobacterium tumefaciens
(epsps*). La enzima producida por el gen epsps* tiene una menor afinidad por el glifosato
y es cataliticamente activa en presencia del herbicida (Figura 6). De esta manera, las
variedades transgénicas aun son capaces de sintetizar los aminodcidos esenciales y como

. .. . . s . 59
consecuencia son capaces de sobrevivir a la aplicacion del mismo (591,

Figura 6. Esquema de la inhibicion de la
Nicleo enzima endégena EPSPS por el glifosato y
ruta alternativa de la enzima EPSPS*
transgénica. El herbicida Roundup®
bloquea el sitio activo de la enzima EPSPS
original de las plantas, impidiendo la
generacion de los aminoacidos aromaticos.
La produccion de la variante enzimatica
EPSPS* presente en los cultivos Roundup
Ready, confiere una via alternativa de
continuidad metabdlica en las plantas
mejoradas, logrando que las mismas
sobrevivan al agregado de herbicidas.

Tomado de ©?.

1.2.3 Situacion del maiz GM a nivel mundial

El cultivo de maiz genéticamente modificado se ha incrementado sustancialmente
desde su introduccidn en el comercio en el afio 2003. En el afio 2013 se plantaron a nivel
global, 56.64 millones de hectareas de maiz GM, lo que representé un 32% de las 177

millones de hectareas de maiz (GM y no-GM) cultivadas en el mundo 41,
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Desde la implementacion de la tecnologia transgénica en este tipo de cultivo, la
caracteristica que ha dominado es la de resistencia a insectos (Bt), seguida de la tolerancia
a herbicidas. No obstante, gracias al avance del conocimiento en el area de la biologia
vegetal, en un futuro cercano se comenzardn a desarrollar nuevas lineas de maiz
(transgénicos de segunda generacion), con caracteristicas tan diversas como la tolerancia
a estreses bidticos y abidticos, aumento de rendimiento, aumento de contenidos

. . 43
nutricionales, entre otras [ ].

1.2.4 Situacion del maiz GM en Uruguay

Como se ha mencionado, Uruguay se mantiene como el décimo pais a nivel mundial
con mayor area sembrada de cultivos genéticamente modificados, llegando a 1.5 millones
de hectéreas en la zafra 2012/2013 . Las mismas se repartieron entre variedades de soja
y maiz transgénico. Segun los datos de la Cdmara Uruguaya de Semillas (CUS), la totalidad
de la soja sembrada en esa zafra fue genéticamente modificada, mientras que el maiz GM
representé el 90% del total del cultivo (601,

Hasta la fecha Uruguay tiene autorizados para produccién y uso comercial, para
consumo directo o procesamiento, una cantidad de diez eventos de maiz con
caracteristicas agronémicas de resistencia a insectos y/o tolerancia a herbicidas (Tabla 3,
Figura 7) (6] Asimismo, se encuentran en instancias de evaluacién para la autorizacién con
este mismo fin, tres eventos apilados que resultan de la combinacién de alguno de los
eventos ya autorizados en el pais.

Los primeros eventos liberados y autorizados para consumo humano, fueron el maiz
MONS810 y Bt11 con resistencia a insectos lepiddpteros, los cuales entraron en vigencia en
el aflo 2003 y 2004 respectivamente. En el afio 2006, se aprobd la suspensiéon del uso,
produccidn y comercializacion de semilla de maiz dulce genéticamente modificado y se
establecié una moratoria para la introducciéon de nuevos eventos transgénicos al pais, por

un periodo de 18 meses [62]

. Cumplido el plazo, se aprobaron ocho nuevos eventos con
caracteristicas agrondmicas combinadas de resistencia insectos, tolerancia a herbicida
glifosato y/o tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. Finalmente en el afio 2012 se

autorizé la produccién y la comercializacién de maiz dulce GM.
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Tabla 3. Eventos de maiz GM autorizados para producciéon, uso comercial, consumo directo y
procesamiento en Uruguay. Para cada evento se detalla el aflo de autorizacidn, la caracteristica

agrondémica y el/los genes introducidos. Tomado y modificado de (61,

- GEN
EVENTO CARACTERISTICA
INTRODUCIDO

2003 MONS810 MONSANTO S.A. Resistencia a insectos lepidépteros cry 1Ab
Resistencia a insectos lepidopteros cry 1Ab
2004 s YALFIN S.A. Tolerancia al herbicida glufosinato de .
a
amonio
RUTILAN S.A. Resistencia a insectos lepidopteros cry 1IFA2
2011 TC1507 (Pioneer & Dow Tolerancia al herbicida glufosinato de
AS) . Pat
amonio
2011 GA21 YALFIN S.A. Tolerancia al herbicida glifosato Mepsps
2011 NK603 MONSANTO S.A. Tolerancia al herbicida glifosato cpdepsps
Tolerancia al herbicida glifosato Mepsps
2011 GA21x BT11 AL S5 Resistencia a insectos lepidépteros cry 1Ab
(Syngenta Seeds)
Tolerancia al herbicida glufosinato de -
a
amonio
MONS10 x Tolerancia al herbicida glifosato CP4 esps
2011 NK MONSANTO S.A.
603 Resistencia a insectos lepiddpteros cry 1Ab
Resistencia a lepiddpteros cry 1F
2013 TC1507 X DAS AGRO S.A. Tolerancia al herbicida glufosinato de -
a
NK603 AGROSAN S.A. amonio
Tolerancia al herbicida glifosato cp4 epsps
. . o crylA.105, cry2ab,
Resistencia a insectos lepiddpteros 1F
MONS89034 X DAS AGRO S.A. cry
2012 TC1507 X (Monsanto, Dow Tolerancia al herbicida glufosinato de Pat
NK603 AgroScience) amonio
Tolerancia al herbicida glifosato cp4 epsps
Resistencia a lepiddpteros cry 1Ab, Vip3Aa20
i Bt1l X GA21 X YALFLIN S.A. Tolerancia al herbicida glufosinato de Put
a
MIR162 (Syngenta Seeds) amonio
Tolerancia al herbicida glifosato Mepsps
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Figura 7. Representacion de las construcciones de los eventos de maiz aprobados en Uruguay,
MONS810, Bt11l, NK603, TC1507, GA21, MON89034 y Mir162. Los eventos apilados (stacked events) se
conforman por el cruzamiento de dos o mas de estas construcciones (p. ej., GA21 x Bt11). Referencias:
p35S: promotor 35S del virus del mosaico del coliflor, Hsp70: intréon de la heat-shock protein 70 de maiz,
intrén 6 adh: intrén 6 del gen de la enzima alcohol deshidrogenasa de maiz, cry 1 A(b): delta-endotoxina
crylAb de B. thuringiensis subsp. kurstaki, intron 1 adh: primer intron del gen de la enzima alcohol
deshidrogenasa de maiz, t-Nos: terminador del gen nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens,
pat: gen de la enzima fosfoinotricin-acetil transferasa (pat) de Streptomyces viridochromogenes cepa
Tu494, p-ract 1: promotor del gen de la actina de arroz, intron 1 ract: intrén 1 del gen de la actina de
arroz, CTP2: 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: promotor del gen de ubiquitina de
maiz, exon 1 ubq: primer exén del gen de la ubiquitina de maiz, intron 1 ubiq: primer intrén del gen de
la ubiquitina de maiz, cry 1 F: delta-endotoxina cry1F de B. thuringiensis. t-ORF25: secuencia PolyA del
ORF25 de A. tumefaciens, t-35s: terminador del gen 35S del virus del mosaico del coliflor, p-PEPC:
promotor del gen de la fosfoenol-piruvato carboxilasa de maiz, intén 9 PEPC: intron 9 del gen de la
fosfoenol-piruvato carboxilasa de maiz, p-CDPK: promotor del gen de la proteina kinasa dependiente de
calcio de maiz, L-Cab: region 5° no traducida de la proteina de unién a la clorofila a/b de trigo, cry
1A.105: delta-endotoxina artificial con los dominios | y Il de cry1Ab o crylAc de B. thuringiensis subsp.
Kurstak, t-Hsp17: secuencia 3' de terminacion de la transcripcidn para la heat-shock protein 17 del trigo,
p-FMV: promotor del virus del mosaico del higo, TS-SSU: secuencia de acceso al cloroplasto de la
subunidad pequefia de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa del maiz y primer intrén, cry 2Ab2:
secuencia codificante de la proteina cry2Ab2 de B. thuringiensis, vip 3Aa20: delta-endotoxina producida
por B. thuringiensis, pmi: gen que codifica para la fosfomanosa isomerasa de E. coli. Realizado en base a
informacion del ISAAA P,
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1.3 Marcos regulatorios e Institucionales

La creacién de Organismos Genéticamente Modificados por la biotecnologia
moderna ha motivado un gran debate a nivel mundial. Si bien los mismos fueron
elaborados con el fin de mejorar la calidad e incrementar la cantidad de los alimentos, se
ha generado una gran preocupacion respecto de los posibles efectos o riesgos que podrian
representar para la salud humana y el medio ambiente. Esta discusion ha sido iniciada a
nivel internacional especialmente desde la vigencia del Convenio de Diversidad Biolégica y
del Protocolo de Cartagena, que han fomentado el desarrollo de estudios cada vez mas
importantes respecto a los posibles impactos y efectos de estos organismos.

La preocupacién deriva fundamentalmente de la falta de certeza en torno a los
efectos que puede generar el uso masivo de esta tecnologia. Algunos de los principales
riesgos para la diversidad bioldgica, incluirian: el flujo génico, el impacto sobre organismos
no-blancos, la posible aparicion de malezas y plagas resistentes. En cuanto a los riesgos
relacionados con la salud humana y la alimentacion, se puede aludir a: la posibilidad de
difusidon de genes de resistencia a antibidticos, o la posibilidad de creacién de proteinas
con propiedades alergénicas o tdxicas para el consumidor. Por otro lado, debido a que el
cultivo transgénico se relaciona con practicas agricolas basadas en el monocultivo,
también se asocian riesgos como: el uso excesivo de agroquimicos (herbicidas, plaguicidas,
fertilizantes), la erosidn y la pérdida de productividad de los suelos, entre otros (631,

Al evaluar los riegos y beneficios, debe incluirse el contexto econdmico y social en
que se desenvuelve este tipo de tecnologia. En efecto, la misma ha sido desarrollada
fundamentalmente por empresas transnacionales, que han colocado exitosamente sus
productos en el mercado generando importantes transformaciones. Esta tecnologia trae
de manera implicita la constitucién de derechos de propiedad intelectual sobre las nuevas
variedades creadas, lo que obliga a los agricultores a pagar por su uso y de esta manera, a
depender de las empresas multinacionales (631,

Cabe destacar que, no es solo la tecnologia en si misma la que seria capaz de
generar los efectos adversos al ambiente o a la salud, sino ademas el manejo del paquete
tecnoldgico asociado a este tipo de cultivos. Es por este impacto potencial que se hace
necesario adoptar una actitud cautelosa y determinada para incluir al ambiente nuevos
cultivos transgénicos, y es por ello, que se han establecido distintos instrumentos a nivel

. . . ., [64
internacional para controlar su liberacion (641,
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1.3.1 Instrumentos y declaraciones Internacionales

1.3.1.1 Convenio de Diversidad Biolégica (Conferencia de Rio de Janeiro 1992)

El Convenio enfoca la problematica del medio natural y apunta a la conservacién de
la diversidad biolégica, a la utilizacion sostenible de sus componentes y a la participacion
justa y equitativa de los beneficios que se deriven de la utilizacién de los recursos
genéticos. En el mismo se define el término de Biotecnologia como: ...“toda aplicacion
tecnoldgica que utilice sistemas bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para la
creacion o modificacion de productos o procesos para usos especificos.” Asimismo, exige el
establecimiento de sistemas legales para regular, administrar o controlar cualquier riesgo
gue pudiera surgir del uso y liberacidn al ambiente de organismos vivos modificados
..que puedan afectar a la conservacion y a la utilizacion sostenible de la diversidad
bioldgica, teniendo también en cuenta los riesgos para la salud humana” 2l Forman parte
de este Convenio un total de 187 paises, exceptuando a Brunei, Irak, Tailandia y Estados

Unidos [,

1.3.1.2 Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia (2000)

El protocolo de Cartagena del afio 2000, es un acuerdo suplementario al Convenio
de Diversidad Bioldgica del afio 1992. Se ocupa principalmente de los movimientos
transfronterizos de Organismos Vivos Genéticamente Modificados. El Protocolo define a
estos organismos como “cualquier organismo vivo que posea una combinacion nueva de
material genético que se haya obtenido mediante la aplicacion de la biotecnologia
moderna”. El objetivo del presente Protocolo se centra en “contribuir a garantizar un nivel
adecuado de proteccion en la transferencia, manipulacion y utilizacion de los organismos
vivos modificados resultantes de la biotecnologia, que puedan tener efectos adversos para
la conservacion y la utilizacion sostenible de la diversidad bioldgica, teniendo también en
cuenta los riesgos para la salud humana, y centrdndose concretamente en los movimientos
transfronterizos”. Hasta la fecha, 159 paises se han adherido a este instrumento

. . 65
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1.3.1.3 El Codex Alimentarius

El Codex Alimentarius es una coleccion reconocida de estandares, practicas, guias y
recomendaciones relativas a la produccion y seguridad de los alimentos. Se encuentra
regulado por la Food and Agriculture Organization (FAO) y la Organizacion mundial del
Comercio (OMC), quienes tienen como cometido estandarizar y normalizar las practicas
referidas a los alimentos, a través de la coordinacion de normas alimentarias entre todas
las organizaciones y paises.

En julio del afio 2003 la comisién del Codex Alimentarius aprobd el proyecto de
principios para el analisis de riesgos de alimentos obtenidos por medios biotecnoldgicos
modernos, y el proyecto de directrices para la realizacién de la evaluacién de la inocuidad

de los alimentos derivados de plantas de ADN recombinante [66]

1.3.1.4 Unidén Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales
(upPov)

La UPOV es una organizacidon intergubernamental creada por el Convenio
Internacional para la Proteccidn de las Obtenciones Vegetales del afio 1961, para proteger
el derecho de propiedad intelectual: el “derecho de obtentor”. Al solicitar el derecho de
obtentor, una planta es presentada fisicamente para su examen e inclusiéon en una lista
nacional de variedades permitidas. Una vez incluida en la lista, la variedad sera protegida y
se requerird de la autorizacion del obtentor para realizar los siguientes actos: (i)
produccién o reproduccion (multiplicacion) de la variedad, (ii) preparacion a los fines de la
reproduccion o de la multiplicacidn, (iii) venta o cualquier otra forma de comercializacion,

(iv) la exportacién o importacion (671,

1.3.2 Politica de Bioseguridad en Uruguay

El Gobierno Uruguayo aprobd formalmente el uso de la biotecnologia en el afio
1995, tras la creacidon de una comision de evaluacion de riesgos de los OVGM. La primera
autorizacion de cultivos biotecnolégicos se produjo en el afio 1996, cuando la Direccién
General de Servicios Agricolas (DGSSAA) del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca

(MGAP) aprobo el uso de la soja RR (MON40-3-2) tolerante al herbicida glifosato. En el afio
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2000, mediante el Decreto 249/00, se cred la Comision de Evaluacidon de Riesgo de los
OVGM vy se estableci6 un marco normativo para autorizar la introduccién, uso y
manipulacién de los OGM [68]

Entre los afios 2003 y 2004, por resolucién ministerial de los Ministerios de
Ganaderia, Agricultura y Pesca y el Ministerio de Economia y Finanzas, se introdujeron las
primeras variedades de maiz genéticamente modificado. Junto a la introduccion de estas
variedades, se establecieron las condiciones para su uso; cada variedad debia poseer un
registro que identificara al productor o importador, y al titular de la chacra en la que se
sembrarian las semillas transgénicas. Asimismo, se implanté el concepto de area de
refugio y zona de amortiguacion. El drea de refugio establece que, en cada predio en el
que se cultive una variedad transgénica, debe existir un drea del 10% sembrada con una
variedad no genéticamente modificada. La zona de amortiguacidon dispone que se debe
mantener al menos 250 metros de separacion entre predios sembrados con cultivos
transgénicos y no transgénicos (6]

En el afio 2007, se aprobé el Decreto 37/07, el cual suspendid el tratamiento de
nuevas solicitudes de autorizacidn para introducir eventos transgénicos, por un periodo de

. 69
dieciocho meses !

. Durante esta moratoria, un grupo compuesto por representantes de
diferentes Ministerios (Agricultura, Salud, Economia y Medio Ambiente) volvié a evaluary
fortalecer las politicas de bioseguridad. La moratoria se levantd en julio del afio 2008 con
la derogacién del Decreto 249/00 vy la creacién de un nuevo marco regulatorio, dispuesto
en el Decreto 353/08. El mismo establecié que, “la introduccién, uso y manipulacién de
OGM, sdlo podrdn efectuarse previa autorizacion, concedida caso a caso por las
autoridades competentes, teniendo en cuenta los resultados de las correspondientes
etapas de la evaluacion y gestion del riesgo de esa aplicacion sobre el ambiente, la
diversidad biolégica, la salud humana, la sanidad animal y vegetal y aspectos

. - 70
socioeconémicos” 7%

. Asimismo, se establecid una politica de “coexistencia regulada”,
reconociendo que los diferentes sistemas productivos: convencional, organico, o
transgénico, tienen roles definidos en la agricultura y por tanto, es deseable promover el
desarrollo de esos diferentes sistemas productivos (701

Para poder controlar el uso de OGM, se cred una nueva estructura orgdnica
encargada de la bioseguridad de vegetales y sus partes genéticamente modificadas,
conocida como Gabinete Nacional de Bioseguridad (GNBio). El mismo se encuentra

integrado por los Ministros de Ganaderia, Agricultura y Pesca; Salud Publica; Economia y
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Finanzas; Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente; Relaciones exteriores;
Industria, Energia y Mineria y es quien se encarga de autorizar las solicitudes vinculadas a
los OVGM que ingresan al pais.

En el afio 2011, Uruguay ratifico el Protocolo de Cartagena sobre Bioseguridad, por
lo que se comprometié a establecer un marco nacional de biotecnologia y/o bioseguridad
respecto a los OGM, desarrollar capacidades en analisis, gestién y comunicacion del riesgo
y a participar del Centro de Intercambio de Informacidon sobre Seguridad de Ia
Biotecnologia (CIISB). El CIISB es un mecanismo de intercambio de informacién establecido
por el Protocolo de Cartagena para asistir a las partes a implementar el Protocolo, facilitar
el intercambio de informacién y experiencia cientifica, técnica, ambiental y legal sobre los
ogm 7Y,

Finalmente en el afio 2012 el Gabinete Nacional de Bioseguridad resolvid que el area
de refugio no era requisito exigible para la produccién y uso comercial, para consumo
directo o procesamiento de los eventos Btll, MON810, TC1507, Ga2lxBtll,
MON810xNK603 7%, sin embargo, para proseguir con las recomendaciones de la Comisiéon
para la Gestion de Riesgo (CGR), la Cdmara Uruguaya de Semillas (CUS) cred el programa
de Manejo de la Resistencia de Insectos (IRM), el cual promueve el establecimiento de
areas de refugio para el uso responsable de la tecnologia Bt en los cultivos de maiz 6] En
este programa participan todas las empresas semilleras que comercializan eventos

transgénicos y el Instituto Nacional de Semillas (INASE).

1.3.2.1 Analisis de Riesgos

El analisis de riesgos es la herramienta metodoldgica utilizada internacionalmente
para evaluar, medir y prevenir sucesos no deseados relacionados con una nueva

tecnologia, que afecten a personas y el medio ambiente (73]

. El mismo incluye: la
identificacion de los potenciales efectos adversos al ambiente y/o a la salud; la estimacion
de la probabilidad de que dichos efectos ocurran; la evaluacién de las consecuencias de
estos efectos; la consideracién de las estrategias apropiadas para la gestion del riesgo; vy la
estimacion del impacto global de la nueva tecnologia.

La estructura encargada de gestionar el analisis de riesgos en Uruguay se integra por

el Gabinete Nacional de Bioseguridad (GNBio), la Comisidn para la Gestion del Riesgo

(CGR), la instancia de Evaluacidon del Riesgo en Bioseguridad (ERB) y el Comité de
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Articulacién Institucional (CAl). El GNBio y la CGR conforman el proceso de Gestidon de

Riesgos, mientras que la ERB y el CAl comprenden el proceso de Evaluacion de Riesgos

(Figura 8) [65]

Comité consultivo en
Bioseguridad (CCB)

Gabinete Nacional de
Bioseguridad (GNBio)

Grupos Ad hoc.

GAHCIM

- Caracterizacion
Molecular

Comision para la gestion
del Riesgo (CGR)

)
Flujo génicoy

' Coexistencia
) —

GAHONOB

Organismos no
blanco

Interinstitucional (CAl)

GAHSHA

Salud humana
y Animal

Figura 8. Organigrama institucional de Bioseguridad de OGM en Uruguay. Tomado de (61,

El GNBio tiene como cometido autorizar o no, las solicitudes presentadas para la
liberacion de nuevos eventos transgénicos. Asimismo es el encargado de definir los
lineamientos de la politica nacional en bioseguridad de OVGM, tomando en cuenta los
antecedentes de paises tales como Argentina, Brasil, Canadd y la Unidén Europea. Cada uno
de los Ministros que integran al GNBio, nombra a un delegado para conformar la Comisién
para la Gestion del Riesgo (CGR). La misma gestiona el proceso de Analisis de Riesgos caso
a caso y emite una recomendacion al GNBio. La CGR también gestiona la consulta publica y
realiza el seguimiento y monitoreo de los eventos autorizados, asegurando el
cumplimiento de las condiciones de bioseguridad establecidas. La instancia técnico-
cientifica de evaluacién del riesgo se lleva a cabo por la comisiéon de la Evaluacién del
Riesgo en Bioseguridad (ERB), quien se encuentra integrada por un nimero reducido de
expertos especialistas en las distintas dreas de la evaluacién del riesgo. La ERB coordina
con capacidades nacionales, regionales e internacionales para elevar a la CGR, un informe
respecto a la seguridad ambiental e inocuidad alimentaria de los nuevos eventos

solicitados. La misma debe asegurar el andlisis caso a caso de la evaluacién del riesgo

“Deteccién y cuantificacion de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular”
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sobre bases cientificas objetivas, segin los términos de referencia pautados por la CGR y
debe proveer de informacion a las instancias de consulta.

El Comité de Articulacion Institucional (CAl) es una instancia auxiliar basica del
proceso de evaluacién del riego para facilitar el compromiso de las instituciones a un
trabajo en red, ante las consultas que surjan del andlisis de riesgos. Se encuentra integrado
por representantes de un amplio nimero de instituciones del sector publico y académico,
vinculadas con el proceso de evaluacién del riesgo: MGAP, MVOTMA, MSP, INIA, INASE,
[IBCE, Inst. Pasteur y LATU. La UdelaR integraba el CAl en el comienzo, pero se retird en el
afo 2012. El CAl se divide en cuatro grupos Ad-Hoc para realizar la evaluacidn de riesgos:
el grupo de Caracterizacidn Molecular, Flujo génico y coexistencia, Organismos no blanco y
el grupo de Inocuidad alimentaria.

Una vez concluida la etapa de evaluacidon cientifica, y previo a la presentacién al
GNBio para la toma de decisidn, se realiza una fase de consulta a la ciudadania a través de
una puesta de manifiesto, audiencia publica u otra alternativa que la CGR considere
pertinente.

Las autorizaciones de un OGM pueden concederse para diferentes aplicaciones: (i)
liberacion bajo uso contenido (a escala de laboratorio o invernadero); (ii) liberaciéon a
escala de campo en condiciones controladas (pruebas y ensayos para investigacion,
evaluacion de cultivares, liberaciones pre-comerciales, liberacion para producciéon de
semillas para importacion); (iii) Produccion y uso comercial, para consumo directo o

. 61
procesamiento [ ].

1.4 Flujo de transgenes en variedades de maiz

Numerosos estudios sobre la dispersion del polen han demostrado que, a pesar de

qgue el polen de maiz es relativamente grande y pesado, el mismo puede viajar a largas

(74] Esto

distancias por el aire cuando las condiciones meteoroldgicas son las adecuadas
hace que la polinizacién cruzada ocurra con frecuencia entre cultivos lejanos. La tasa de
polinizacién depende de diversos factores que incluyen: la viabilidad del polen y su
longevidad; la fertilidad masculina o esterilidad de la planta; la sincronia de la floraciéon
entre las anteras de la planta donante de polen y la floracién femenina de la planta

[75,76]

receptora; la direccidon y velocidad del viento y las condiciones climaticas . En los
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programas tradicionales de mejoramiento de plantas, las distancias de separacidn
recomendadas en campos mayores a 2 hectareas, ronda entre los 200 metros y 300
metros 7). Se ha observado que el potencial impacto de la polinizaciéon, aumenta con el
tamafio y el nimero de campos sembrados y que el porcentaje de cruzamiento esta
relacionado con la profundidad del campo en direccidon de la fuente de contaminacién.
Asimismo, se ha visto que las primeras filas adyacentes a la fuente de contaminacion
funcionan como una barrera para la dispersion del polen (78],

Desde la liberacidon al ambiente del primer evento transgénico en maiz, se ha
generado una creciente preocupacion por la posibilidad de que el flujo de transgenes se
interponga a la preservacién de la identidad genética de las variedades convencionales. El
conocimiento de los efectos directos sobre las especies de insectos no blanco, asi como la
posibilidad de transferir involuntariamente rasgos de importancia ecolégica en las
variedades criollas, han llevado al desarrollo de varios estudios cientificos.

En el afio 2001, Quist y Chapela revelaron la introduccidn de ADN transgénico en

(11]

variedades nativas de maiz, en Oaxaca México . A partir de la publicacién de este

articulo, se origind un fuerte debate en torno a la existencia del flujo de transgenes entre

M [79-82]

cultivos GM y no-G . En el afio 2009, un nuevo estudio dirigido por Pyfieiro-Nelson,

confirmd la existencia de transgenes en las variedades nativas de Oaxaca, indicando la
persistencia o la reintroducciéon de los mismos en esa zona de México (831,

Aungue todavia no existen datos precisos de la magnitud y la difusiéon de la
contaminacién actual por el flujo de transgenes, se cree que por las practicas culturales y
dindamicas del maiz, la ampliacién de la contaminacion se potenciard rapidamente. La
coexistencia sin contaminacion entre las variedades transgénicas y no transgénicas parece
ser poco practicable. Ciertos autores plantean que el flujo de transgenes podria estar
acompafiado de riesgos, como la posibilidad de que los agricultores sean procesados
legalmente por tener en sus parcelas una tecnologia por la cual no pagaron los derechos

. . [83
de uso, aunque la misma haya llegado por el aire (831,

1.4.1 Coexistencia regulada

Como se comentd anteriormente, una de las principales preocupaciones en relacion
con la adopcidn de los cultivos GM en los sistemas agricolas, es la posibilidad de que estos

transgénicos se integren en los sistemas de produccidon de cultivos tradicionales. La




Introduccion

presencia adventicia de material GM en las cadenas agricolas puede provenir de diversas
fuentes, ya sea a través de impurezas de las semillas, a partir del re-sembrado con semillas
de una cosecha GM anterior, a través de la fertilizacién cruzada por el polen de cultivos
GM, o a partir de la dispersion de semillas por la maquinaria de siembra, en la cosecha y/o
en el transporte (841

El término “coexistencia” incluye la capacidad de los agricultores de escoger
libremente entre los cultivos agricolas que deseen plantar, se trate de cultivos
genéticamente modificados, convencionales u orgdnicos. Asimismo, se refiere a las
posibles consecuencias econédmicas que podria desencadenar la presencia accidental de
material procedente de un cultivo en el otro. La presencia de OGM por encima del umbral
de tolerancia establecido en la legislacién llevara a la necesidad de etiquetar el producto
gue los contiene, pudiendo generar una pérdida de ingresos al productor, ya sea por influir
en el precio en el mercado, o por dificultar su venta. Podrian implicar costos adicionales
por adoptar sistemas de seguimiento y medidas de reduccién de la contaminacién (851

Por otro lado, el término de coexistencia se ha definido para proporcionar a los
consumidores una verdadera eleccidon entre consumir alimentos GM y no-GM. Para que
esto sea posible, no sélo debe existir un sistema de trazabilidad y etiquetado que funcione
correctamente, sino también un sector agrario que pueda suministrar los diferentes tipos
de bienes. La capacidad de la industria de alimentos para ofrecer una alta variedad de
productos, va de la mano con la capacidad del sector agricola para mantener diferentes
sistemas de produccién. Aunque algunos oponentes de los cultivos GM argumenten que la
tolerancia en la presencia de material GM en plantas no-GM debe ser cero, en la practica
no existen métodos analiticos capaces de probar el contenido nulo de OGM. El limite de
los andlisis de rutina para la cuantificacion de material GM estd considerado en 0,1%, lo
gue equivale a 1 semilla genéticamente modificada en 1000 semillas no-GM. Aunque este
nivel de resolucion analitica es posible en un contexto de laboratorio, resulta dificil
quedarse debajo de este umbral en la practica agricola, en donde los transgénicos se
cultivan en una agricultura generalizada [8e]

Varios paises a nivel mundial han definido sus propias politicas para garantizar la
coexistencia entre los distintos sistemas de produccion. En setiembre del afio 2010, la
Comision Europea aprobd nuevas directrices sobre el cultivo de OGM para dar a sus

Estados miembros una mayor flexibilidad en su gestidn. El nuevo informe del Consejo de

Agricultura de la Unidon Europea (UE), establecié que cada pais puede hacer cumplir sus
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propias normas y prohibir el cultivo de plantas GM en su territorio, sin la necesidad de
establecer acuerdos voluntarios entre los miembros. Asimismo, recomendd minimizar la
mezcla de maiz GM y no-GM mediante el almacenamiento separado de las semillas y el
establecimiento de las distancias minimas de aislamiento entre los cultivos ®”\. La distancia
minima recomendada para cumplir con el umbral de etiquetado del 0,9% dispuesto en la
reglamentacion europea, es de 15 a 50 metros. Para restringir el contenido de OGM a
menos del 0,2 % se recomienda establecer distancias minimas de aislamiento de entre 85
y 150 metros. Otra medida recomendada por la Comisién Europea para lograr la
coexistencia entre los cultivos, consiste en crecer maiz GM y maiz convencional en

diferentes momentos de siembra %,

1.4.1.1 Antecedentes en Uruguay

En Uruguay el flujo de transgenes desde maices GM a maices no-GM, resulta ser un
punto critico en el marco de la politica de coexistencia vigente en la actualidad. Como se
comentd anteriormente, el pais adoptd el concepto de “coexistencia regulada” para
promover el desarrollo de los diferentes sistemas productivos (organico, GM o no-GM).
Para hacer cumplir con esta politica, la Comision de Evaluacién de Riesgos establecié como
condicidn para la introduccién del cultivo de maiz GM en el territorio, la implementacion
de una zona de amortiguacion de 250 metros entre los cultivos transgénicos y no
transgénicos 61 No obstante, en la actualidad esta distancia no siempre es respetada.

Se conoce que la interpolinizacion entre los cultivos decrece con la distancia, pero se
ha encontrado que existe flujo de transgenes desde cultivos de maiz GM a cultivos no-GM,
aun en situaciones en las que se respetan las distancias establecidas por la reglamentacion
89 Este aspecto resulta de interés en Uruguay, para la conservacion in situ de recursos
genéticos locales, para la produccidn organica y para la produccién de semilla de maiz de
alta calidad. A pesar de la importancia del tema, existe una gran falta de publicaciones a
nivel nacional sobre el grado de contaminacidn entre cultivos GM y no-GM.

En el afo 2009, se llevé a cabo el primer estudio sobre flujo génico entre cultivos de
maiz GM y no-GM en el pais, desarrollado por la Facultad de Quimica y Agronomia en
colaboracidén con el Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria de la Facultad de
Ciencias (LaTraMA) y la Organizacidon no gubernamental (ONG) REDES Amigos de la Tierra

(REDES-AT). Los resultados de este estudio mostraron que, varias chacras de maiz no GM
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se encontraban bajo un potencial riesgo de contaminacién cruzada por maices
transgénicos; ya sea por encontrarse proximas a las chacras con cultivos GM, o por
haberse sembrado en fechas cercanas. En algunos casos, el andlisis de la progenie de las
chacras confirmé la presencia de transgenes, indicando una contaminacién con polen de
los cultivos GM vecinos. Al analizar las distancias entre los cultivos, se observé que dos de
las chacras se encontraban a 40 y 100 metros de la plantacidn de maiz GM mds cercana y
gue una se encontraba a distancias superiores a los 300 metros [8s]

Dado el interés que suscitd este estudio en distintos actores vinculados al sector
productivo, entre ellos la Comision Nacional de Fomento Rural (CNFR), se creyd pertinente
realizar una extension del mismo, incrementando el nimero de casos y el drea geografica
de muestreo. Con este fin, en el afio 2011 comenzd a efectuarse el Proyecto financiado
por la Comisién Sectorial de Investigacién Cientifica (CSIC) “Flujo de transgenes entre
cultivos comerciales de maiz en el Uruguay”, con la participacion de investigadores de las
Facultades de Quimica, Agronomia y Ciencias de la Universidad de la Republica (UdelaR)
%9 como parte del proyecto, LaTraMA propuso utilizar técnicas moleculares basadas en el
estudio del ADN, para detectar la presencia de transgenes en los cultivos no-GM, y de esta
forma contribuir a la evaluacién de la frecuencia con la que ocurre este fenédmeno en

Uruguay. En el marco de este proyecto, se realizo el presente trabajo de tesis.

1.5 Trazabilidad alimentaria

El Codex Alimentarius define a la trazabilidad alimentaria como la capacidad de
rastrear un alimento desde su origen hasta el consumidor, dando lugar a una identificacion
fiable de sus ingredientes, un control sanitario y un seguimiento del alimento durante toda
la cadena de produccién (671 g por tanto, una herramienta fundamental al servicio de la
calidad alimentaria; todos aquellos compuestos que forman parte de un alimento seran en
consecuencia, susceptibles de ser sometidos a un proceso de trazabilidad. El seguimiento
de los ingredientes desde la produccién hasta la ultima etapa de elaboracién del alimento,
puede resultar dificil y muy costoso, por lo que suele recurrirse al andlisis del producto
pronto para consumir. Para lograr este fin, se han desarrollado varios métodos
biotecnoldgicos que permiten detectar e identificar, de manera rdpida y sencilla, los

distintos componentes de una mezcla compleja 521,
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1.5.1 Alimento transgénico

El término “alimento transgénico” hace referencia a aquel que deriva de un
organismo transgénico o genéticamente modificado. En su sentido mas amplio, un
alimento puede ser transgénico porque esta formado en gran parte por materiales
derivados de un OGM (por ejemplo polenta de maiz GM), o bien porque en su fabricacion
se emplearon microorganismos GM (levaduras, bacterias acido-lacticas), o ingredientes
que provienen de OGM (aceites, aminodcidos, dacidos organicos, enzimas, jarabes,
almiddn, lecitina, entre otras) 2

La creciente toma de conciencia sobre la importancia de la dieta en la salud, junto
con el reconocimiento de que la agricultura y la produccion alimentaria tienen un impacto
significativo en el medio ambiente, han estimulado la inquietud publica por la evaluaciéon
rigurosa de este tipo de alimentos. Los consumidores deben contar con informacion
equilibrada de lo que representan estos productos, cuales son sus beneficios y cuales los
riesgos potenciales. Las instancias cientificas juegan un papel clave en la generacion de
conocimiento respecto a la utilizacién de los OGM y en la difusién de esta informacion.
Cabe destacar que no existen, por el momento, datos cientificos concluyentes sobre los
efectos negativos del uso de los OGM en la salud humana, sin embargo los alimentos
derivados de esta tecnologia son mas estudiados que los obtenidos por mejora tradicional
2] Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, la evaluacion cientifica de los
nuevos alimentos transgénicos debe contemplar aspectos tales como: las caracteristicas
de los genes insertados y expresados, las consecuencias potenciales de la modificacion
génica, la inocuidad, toxicidad y alergenicidad de las nuevas proteinas expresadas, el valor
nutricional del alimento y los cambios potenciales en la ingesta a corto, mediano y largo

. . (o 93
plazo, ademas de la presencia de restos de productos agrotdxicos (51,

1.5.2 Etiquetado de OGM

La informacidn que debe ser suministrada al consumidor se encuentra regida por ley
en la mayoria de los paises, de manera que los ingredientes de los alimentos deben
coincidir exactamente con lo descrito en las etiquetas. Cualquier etiquetado tiene como

objetivo ofrecer informacién sobre el producto, que de otro modo no seria posible
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identificar a simple vista. El motivo principal del etiquetado reside en poder “informar a los
consumidores y permitirles ejercer su eleccion” 541,

En mas de 60 paises se ha introducido una legislacion especifica para el control de
la produccion de los OGM vy de los alimentos que los contienen. No obstante, las
disposiciones respecto al etiquetado de los mismos difieren considerablemente. En
algunos paises el etiquetado de OGM es de caracter obligatorio (p. ej., en la Unidn
Europea), mientras que en otros es simplemente voluntario, o no constituye un requisito

exigible (p. ej., en EE.UU.) B3 Estas posiciones se basan en dos aspectos diferentes que

incluyen al “principio precautorio” y a la “equivalencia sustancial” (ver mas adelante).

1.5.2.1 Etiquetado en la Unién Europea

En la Unidn Europea, todos los paises han desarrollado reglamentaciones para
controlar la seguridad alimentaria. En particular, los alimentos derivados de OGM se
encuentran regulados por el Reglamento (CE) N° 1829/2003 sobre “Alimentos y piensos
modificados genéticamente” (56l y por el Reglamento (CE) N° 1830/2003 relativo a la
“Trazabilidad y el etiquetado de los Organismos Genéticamente Modificados” 571 En ellos
se establece que los alimentos genéticamente modificados deben etiquetarse si difieren
de sus respectivos no-GM, en caracteristicas tales como la composicién, valor nutritivo o
uso propuesto. Un nuevo alimento o ingrediente GM ya no se considera como equivalente
a otro existente no-GM, si la proteina o el ADN transgénico puede ser detectado. Los
mismos disponen que todos los productos que contengan OGM, consistan en OGM o
estén producidos a partir de OGM, deben ir etiquetados como tales. No obstante, no se
exige el etiquetado a los alimentos que incluyan OGM en una proporcién no superior al
0,9% (de los ingredientes individualmente considerados), limite asumido para que una
presencia sea accidental o técnicamente inevitable. Asimismo, la UE ha establecido un
umbral de 0,5% para aquellos OGM que cuentan con una evaluacién de riesgo favorable,
pero que todavia no han recibido la autorizaciéon administrativa correspondiente en la UE.
Estos umbrales fueron establecidos teniendo en cuenta la realidad de los mercados, la
globalizacion de los intercambios comerciales, las obligaciones logisticas, la diseminacidn
en el medio ambiente, el flujo génico, entre otros aspectos. Se considera que en la cadena
alimentaria pueden llegar a introducirse OGM involuntariamente, durante el cultivo de las

semillas, en la recoleccidn, el transporte, el almacenamiento o en la transformacién de las
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mismas en el producto de consumo. Las trazas de ADN o de proteina derivada de un OGM,
Unicamente son tolerables si se puede demostrar que se han hecho todos los esfuerzos
posibles para excluirlos de la preparacién de los ingredientes y de las comidas 196,571,
Actualmente en la Unién Europea, los productos GM se examinan mas
rigurosamente que aquellos procedentes de otros métodos de generaciéon de nuevas
variedades. Esto no se debe necesariamente a que presentan riesgos mayores, sino que se
trata de un plan de precaucién hasta que se haya ganado mayor experiencia en el uso de

la tecnologia 521,

1.5.2.2 Etiquetado en Estados Unidos

En los EEUU las reglamentaciones no requieren actualmente el etiquetado
obligatorio ni la separacidon de cultivos y productos modificados genéticamente. La
organizacién responsable de la reglamentacién de la seguridad alimentaria, incluida la
seguridad alimentaria de las nuevas variedades de plantas, aditivos alimentarios y agentes
de procesado, es la Food and Drug Administration (FDA). Esta tiene en cuenta el
etiquetado de los alimentos derivados de nuevas variedades de plantas, pero no tiene
requisitos de etiquetado especiales para los alimentos GM. Se considera que estos ultimos
no son diferentes de otros alimentos (son “sustancialmente equivalentes”) y por lo tanto,
no presentan algun motivo de preocupacién distinto o mayor, que los alimentos

desarrollados mediante la mejora vegetal tradicional (8]

. Los requisitos de etiquetado que
se aplican a los alimentos en general, se aplican también a los alimentos GM. Bajo esta
legislacién, la introduccién de un transgén en un cultivo no daria lugar a la necesidad de
evaluar el alimento, a no ser que el gen introducido en la variedad codifique para un
producto que nunca antes habia sido componente de otro alimento. Si el alimento fuera
modificado de esa manera, constituiria un alimento nuevo y requeriria permiso
reglamentario.

La principal diferencia entre la reglamentacién europea y la estadounidense se
encuentra en el enfoque del etiquetado. En Estados Unidos, el etiquetado se exige de
manera legal para dar informacidn suficiente que alerte e instruya al consumidor; se
considera que la informacién adicional e innecesaria, entra en conflicto con el derecho de

realizar una eleccidn informada y reduce la efectividad del etiquetado. En la UE, el

etiquetado se percibe como una ayuda para que los consumidores hagan una eleccion
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informada, al indicar el uso de OGM o la presencia de ingredientes derivados de OGM.
Asimismo, intenta cumplir con los requisitos de seguridad y nutricidn para el correcto

etiquetado de los ingredientes 2.

1.5.2.3 Etiquetado en Uruguay

En el afio 2008, a raiz del Decreto N° 353/008 sobre “Normas relativas a
Bioseguridad de vegetales y sus partes genéticamente modificadas”, Uruguay adopta el
etiquetado voluntario "GM" o "no GM", aplicable a aquellos alimentos en los que se pueda
comprobar mediante andlisis del producto final la presencia de ADN o proteinas
genéticamente modificados (7ol

En los afios subsiguientes, varias organizaciones no gubernamentales del pais
(REDES-AT, SlowFood, PROCON) se preocuparon en generar una nueva legislacion al
respecto. A mediados del afo 2013, comenzd a redactarse un proyecto de ley para exigir el
etiquetado obligatorio de los alimentos compuestos, o derivados de organismos

[99]

genéticamente modificados Las exigencias especificas de esta propuesta se

enmarcaron dentro de normas vigentes en el pais, como la ley N° 17.250 de Defensa al

[100] y las Normas generales de etiquetado aplicables a los productos

consumidor
destinados al consumo humano, comprendidas en el reglamento técnico del MERCOSUR
(101 cabe destacar, que esta propuesta se basa en las normas sobre seguridad alimentaria
de la Unidn Europea y proclama que el Estado debe ser responsable de las medidas de
inspeccidon y control de los productos, incluido el control por muestreo y los analisis
cualitativos y cuantitativos de los alimentos.

Si bien el proyecto de ley ain no ha sido aprobado en el pais, a fines del afio 2013,
la Junta Departamental de Montevideo aprobd el Decreto N° 34.901, que establece la
obligatoriedad del etiquetado de los alimentos genéticamente modificados que se
comercializan en la capital. Este decreto ya se encuentra reglamentado, y se destaca en
particular la reglamentacidn del articulo D.1774.83 del Capitulo XXIX.l, del Titulo I, del
Volumen VI, del Digesto Departamental, segin la Resolucion N2 4178/14. Esta normativa
establece que “los alimentos que han sido manipulados genéticamente o que contienen
uno o mds ingredientes provenientes de éstos que superen el 1% de los componentes

» [102]

individualmente considerados, deberdn ser etiquetados . El decreto comenzé a

aplicarse en Montevideo en enero del corriente afio (2015). El umbral de 1% fue
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establecido para facilitar el comercio internacional con paises que tienen una politica
vigente de etiquetado de alimentos GM, tales como Brasil (etiquetado a partir del 1% de
material GM) y la Unién Europea (etiquetado a partir del 0,9% de material GM). A la vez,
este umbral contempla una posible contaminacién por cruzamiento de polen entre los
cultivos GM y no-GM o por una mezcla de semillas durante las etapas de transporte,
almacenamiento y procesamiento de los productos agricolas.

El Laboratorio de Bromatologia de la Division Salud de la Intendencia de
Montevideo, es el ente encargado de hacer cumplir con el nuevo Decreto departamental.
Para lograr este objetivo, la Unidad de Bromatologia consolidé en el afio 2012, un
convenio con la Facultad de Ciencias, en particular con el Laboratorio de Trazabilidad
Molecular Alimentaria de la Seccién Bioquimica. En este marco, se establecié una
cooperacion mutua y la transferencia tecnolégica desde Facultad, para llevar a cabo la
ejecucién de tareas de identificacion de especies animales y vegetales, incluyendo a los
Organismos Genéticamente Modificados en alimentos de consumo masivo del mercado
uruguayo [103]

Teniendo en cuenta que los organismos estatales deben ser capaces de hacer
cumplir con la nueva legislacién referente al etiquetado de OGM, resulta imprescindible
contar con herramientas analiticas de uso rapido y sencillo en los laboratorios de control.
Es por ello que en el marco del convenio vigente, LaTraMA se ha propuesto desarrollar y
validar técnicas moleculares para detectar, identificar y cuantificar componentes GM en
semillas, piensos y finalmente en los alimentos de consumo masivo. En base a este

objetivo se ha realizado el segundo trabajo experimental de esta tesis.

1.6 Técnicas de deteccion de OGM

La base de todas las técnicas descritas para la deteccion de OGM consiste en
evidenciar las diferencias entre la variedad no modificada y la variedad modificada, en este
caso concreto, la introduccidn de nuevas caracteristicas en las plantas transgénicas. Esto
puede realizarse detectando el ADN transgénico insertado, detectando la nueva proteina
expresada, o en el caso de que la proteina actle como enzima, utilizando el analisis

s ./ . I 104
quimico para detectar el producto de la accién enzimdtica [1041
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Existen dos métodos cominmente utilizados para detectar modificaciones genéticas
en plantas; uno de ellos es el conocido ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA),
con el que se estudia la presencia de proteinas especificas, explotando la especificidad de
la unién entre el antigeno expresado y un anticuerpo diana; el otro mayormente utilizado
es la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) [105], basada en la deteccidon de secuencias
de ADN insertadas en el genoma de la planta. Estos métodos indican si hay o no, presencia
de OGM en la muestra y también pueden dar una estimacion de su contenido [106]

El uso de la técnica de ELISA para la deteccion de OGM muchas veces se encuentra
limitado por el bajo contenido de proteinas expresadas por el transgén, o por la
degradacion de las mismas durante el procesado del alimento. Sin embargo, los métodos
basados en ADN resultan ser mas especificos y sensibles. La PCR permite la amplificacion
selectiva de segmentos especificos de ADN presentes con baja frecuencia, en una mezcla
conteniendo otras secuencias de ADN. Mientras que los alimentos crudos pueden
identificarse facilmente como GM, la deteccion es mas dificil cuando éstos se encuentran
procesados; los alimentos procesados contienen ADN degradado y sustancias que
interfieren incluso con la reaccién de PCR. Aunque la PCR funciona con trozos
relativamente pequefios de ADN, cuanto mas procesado esté el alimento, mas dificil serd
la deteccién del transgén 1071,

Es posible diferenciar tres etapas en el proceso de deteccion de OGM en alimentos.
La primera etapa consiste en la deteccion cualitativa o rastreo de OGM (screening de
OGM), cuyo fin es evidenciar la presencia o ausencia de material GM en una muestra. Para
ello, se buscan secuencias comunes entre distintos eventos transgénicos, de modo de
abarcar la mayor cantidad de los OGM liberados. La segunda etapa es la de identificacion,
cuyo objetivo es determinar especificamente cual o cuales son los eventos que estan
presentes, de modo de descifrar si se trata de eventos aprobados o no aprobados. La
tercera etapa consiste en la cuantificacion, cuyo propdsito es determinar el contenido
[108, 109]

porcentual de OGM en el alimento, para evaluar si requiere o no el etiquetado

(Figura 9).
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eDeteccién de elementos reguladores comunes en la mayoria de los OGMs
Rastreo de (Promotor 35S, Terminador nos)

OGMs

e|dentificacion de eventos de maiz
(p. ej. MONS810, Bt11, GA21, Nk603, TC1507, Mirl62)

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

Figura 9. Proceso de deteccion de OGM en alimentos. El procedimiento general para la deteccion de
OGM 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. 2. Identificacion de
eventos especificos. 3. Cuantificacion de los OGM encontrados.

1.6.1 Métodos cualitativos de deteccién de OGM por PCR

Existen varios niveles de especificidad para el andlisis de deteccién de transgenes
por PCR, dependiendo del blanco al cual estan dirigidos los cebadores (Figura 10). En grado
creciente de especificidad se encuentran las siguientes estrategias de deteccidn: rastreo
de OGM (screening), deteccion especifica de gen, deteccion especifica de construccion y
deteccidon especifica de evento. La diferencia entre ellas reside en la secuencia diana a la
cual se unen los cebadores dentro de la construccion del transgén (o cassette de
expresion). Estas pueden ser: el promotor, un gen introducido, el terminador, o la unién
entre dos de estos elementos. El elemento promotor sirve como una sefial de comienzo
para la expresion génica y por consiguiente, para la produccion de la proteina de interés.
En mds del 90% de las variedades de plantas GM liberadas, se utiliza el promotor 35S del
Virus del Mosaico del Coliflor (CaMV) 71 g gen introducido codifica para una proteina
nueva que confiere a la planta cierta caracteristica de interés (p. ej. el gen de la proteina
crylAB para la resistencia a insectos). Los genes introducidos pueden existir naturalmente
o pueden ser totalmente sintéticos. La secuencia terminadora es la sefial de finalizacién
para la expresion de la proteina de interés. Aproximadamente el 70% de las plantas
transgénicas liberadas, tienen en su construccién al terminador del gen de la enzima

[57]

nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens ~'°. A su vez, otros elementos

pueden estar presentes en una construccion transgénica. Por lo general, su propdsito es
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controlar y estabilizar la funcidn del gen para asegurar la presencia de la construccién en el
OGM, o para facilitar la combinacién de los diversos elementos en el constructo (110 pebe
tenerse en cuenta que estos elementos pueden originarse a partir de organismos de tipo
salvaje, pueden estar presentes en mas de una copia y en mas de un evento transgénico;
Incluso pueden ser combinados de una manera similar en mdas de un OGM. De este modo,

la eleccidn del método debe ajustarse a la finalidad del analisis (111

Rastreo Rastreo - -

Especifica de gen

- ‘ Especifica de construccion _
’ ‘ Especifica de evento Especifica de evento - -

Figura 10. Representacion esquematica de un evento transgénico tipo. De arriba hacia abajo se

muestran las estrategias de deteccion e identificaciéon por PCR en grado creciente de especificidad. Las

flechas horizontales indican la ubicacion de los cebadores. Tomado y modificado de —

1.6.1.1 Estrategia de rastreo (screening) de OGM

En el primer nivel de especificidad, se encuentra el rastreo o screening de OGM, que
es capaz de detectar a la mayoria de los eventos transgénicos autorizados actualmente. El
mismo se basa en la deteccion de las secuencias de control, como promotores vy
terminadores, que flanquean al gen que se introducird en la planta. Dentro de las
secuencias reguladoras mas utilizadas, se encuentra el promotor CaMVp35S y el
terminador nos. Este tipo de aproximacidn no sirve para determinar especificamente los
eventos transgénicos, sino que establece en primera instancia, si la muestra contiene o no
rastros de material genéticamente modificado. Si bien tienen la ventaja de poder detectar
la presencia de varios eventos en un solo ensayo, no existe un Unico rastreo que detecte a

todos los OGM, debido a que existen eventos que poseen promotores y terminadores
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distintos a los mencionados (p. ej., Promotor FMV del virus del mosaico del higo y el
terminador t-HSP17 de la proteina de heat shock del trigo). Son métodos cualitativos, cuya

sensibilidad suele estar en el entorno del 0,01% de material GM (109,

1.6.1.2 Estrategia especifica de gen

En el segundo nivel de especificidad tenemos a la estrategia especifica de gen o de
caracteristica (trait-specific). Estas toman como blanco a los genes activos del transgén,
como el gen crylAb de los eventos de maiz MON810 y Bt11, o el pat del evento Bt11. Las
mismas dan informacion sobre las caracteristicas fenotipicas de un OGM, o la posible
presencia de un grupo de eventos con cierta caracteristica en una muestra. Sin embargo,
no son aptas para identificar cudl es el evento especifico presente, ya que el gen buscado
puede haber sido utilizado en varios OGM diferentes (p. ej., el gen de resistencia a

lepidopteros en los eventos de maiz MON810 y Bt11).

1.6.1.3 Estrategia especifica de construccion

En el tercer nivel de especificidad se encuentran las estrategias de deteccién
especificas de construccion. Este tipo de aproximacién toma como blanco a secuencias de
unién dentro de la construccién del transgén, por ejemplo al borde entre el promotor vy el
gen, o entre el gen y el terminador. Mediante esta estrategia se acotan las posibilidades de
encontrar numerosos eventos, pero sigue siendo menos especifica que el método de
identificacion evento especifico ya que existen varios OGM que comparten las mismas

construcciones.

1.6.1.4 Estrategia especifica de evento

Por Ultimo, la estrategia evento especifica permite identificar un Unico evento de
transformacién. Son las que logran mayor especificidad ya que tienen como blanco de
deteccidn a la secuencia comprendida en el sitio de unidn entre el ADN transgénico vy el
genoma del huésped, que es Unico para cada evento de transformacion [108]

A pesar de la especificidad, estos métodos tienen algunas limitaciones. Existen

cruzamientos entre lineas de plantas GM disefiadas para generar eventos apilados
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(stacked) en la descendencia, que se consideran como nuevos eventos transgénicos. Estos
métodos son incapaces de distinguir entre un evento apilado, por ejemplo el evento

MONB810 x NK603, y la mezcla de los OGM parentales MON810 y NK603 [112)

1.6.2 Métodos de cuantificaciéon de OGM por PCR en Tiempo Real

1.6.2.1 Fundamentos de la qPCR

De acuerdo con las regulaciones actuales la cuantificacion resulta ser esencial para el
etiquetado de OGM en alimentos. La técnica de PCR en Tiempo Real (qPCR) representa
una metodologia practica, rapida y confiable para ser utilizada con este fin (10l 14 amplia
mayoria de los trabajos publicados para detectar OGM en matrices complejas, se

[113-121] " A diferencia de la PCR en punto final, los sistemas de

respaldan en esta técnica
PCR en tiempo real monitorizan la cantidad de producto a medida que la reaccion tiene
lugar. En este tipo de sistema, la PCR se acopla a la emisién de una seinal fluorescente
proporcional a la cantidad de producto generado en cada ciclo sucesivo de reaccién. El
primer incremento significativo de la fluorescencia se correlaciona con la cantidad inicial
del molde de ADN diana **?\. A medida gue progresa la reaccién de PCR, se recogen los
datos de fluorescencia (valores Rn) y se construye un grafico respecto al tiempo de
reaccién (numero de ciclos) (Figura 11).

La cuantificacién se efectua en la fase de crecimiento exponencial de la cantidad de
ADN amplificado. El nimero de ciclo en el cual la emisidn de la intensidad de fluorescencia
se eleva por encima del ruido de fondo, se conoce como ciclo umbral, o Ct (1231 cuanto
mayor es la cantidad inicial de ADN gendmico, antes se detecta el producto acumulado y
mas bajo resulta el valor de Ct. La cuantificacion se realiza comparando el nimero de ciclo,
Ct, en el cual la muestra problema alcanza un mismo nivel de fluorescencia que una
muestra patrdn, cuya concentracion inicial o nimero de copias de ADN es conocida (1241 g
en cada ciclo de PCR se duplica el nimero de moléculas (asumiendo una eficiencia de la

reaccion del 100%), el valor de Ct debe ser proporcional al nimero de copias de ADN

inicial en la muestra.
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Figura 11. Esquema de las diferentes etapas de la deteccion de fluorescencia en un sistema de PCR en
tiempo real. En “A” sélo se detecta fluorescencia de fondo. En los ciclos incluidos en “B” se observa
incremento exponencial de fluorescencia y es posible realizar medidas tanto cualitativas como
cuantitativas. En “C” la reaccién ha llegado a saturacién o agotamiento de los reactivos, el nivel de
fluorescencia se iguala independientemente de la cantidad de DNA de partida y la medida sdlo es
relevante como dato cualitativo (tiempo final). EI Ct de cada muestra representa el ciclo en el que la
fluorescencia alcanza el nivel de referencia (umbral), y es proporcional al nUmero de copias de DNA

e .y ape 123
iniciales en la reaccion. Tomado y modificado de (23]

El nimero de copias de ADN cuando se alcanza el nivel de fluorescencia de

referencia, N¢, sera proporcional al nUmero de copias diana inicial, N;, segun la ecuacién:

Nee= N; x 2°

Dado que experimentalmente, la cantidad de ADN producida en cada ciclo puede
no ser exactamente el doble de la presente en el ciclo previo, se puede proponer una

forma mas general de la ecuacién anterior:

Nee= Nix (1 +E)*

en la que E es la eficiencia de la reaccién de PCR, es decir, el nUmero medio de copias de

[123]

producto de reaccidon por ciclo de PCR La eficiencia puede ser calculada

experimentalmente, tomando el valor de la pendiente de una curva de calibracion
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realizada con diluciones seriadas de un estandar de ADN de concentracién conocida (Ct vs

log [ADN]). E se calcula de acuerdo a la formula:

E=10 (-1/pendiente)

El calculo de la eficiencia de PCR es importante en los métodos de cuantificacién, ya que
permite realizar comparaciones entre datos obtenidos a partir de amplificaciones

independientes.

1.6.2.2 Sistemas de deteccidn por fluorescencia

La especificidad del método de PCR en Tiempo Real depende del reactivo
fluorescente utilizado para generar la sefial de amplificacién y del instrumento empleado
para monitorearla. Los sistemas de deteccién por fluorescencia utilizan actualmente dos
tipos de reactivos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos
[125]

Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan notablemente la emisién
de fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice. El mds empleado en PCR a tiempo
real es el SYBR® Green. A medida que la reaccién de PCR avanza, el producto amplificado
se acumula, una mayor proporcion de moléculas de SYBR® Green se unen a las dobles
hebras de ADN generadas, lo que resulta en un aumento de la sefal de fluorescencia

(Figura 12) [126]

Figura 12. Deteccion de productos de

8 8 amplificacion mediante agentes

8 8 8 8 SYBR Green no unido intercalantes  fluorescentes  (SYBR®
8 8 ET{}—U 88 { SYBR Green unido Green). El colorante se une al surco
8 menor del ADN bicatenario, pero no al

ADN monocatenario. Como consecuencia

@' de esta union, se produce un incremento

- de la sefial fluorescente (representado en

;‘FHF} #ﬁ; color verde). Debido al aumento de la

. 85 8 cantidad de ADN recién sintetizado tras
==V I ) o

8 cada ciclo del PCR, la emisién de

8 fluorescencia aumenta en proporcién al

8 numero de moléculas del DNA bicatenario

126
presentes en la mezcla. Tomado de (1261
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La ventaja de la utilizacién del SYBR® Green es su simplicidad y capacidad de
detectar concentraciones bajas de ADN de doble cadena, ademas de ser mds econdmico
que las sondas especificas. La principal desventaja es su falta de especificidad. El SYBR®
Green se intercalard a cualquier secuencia de doble cadena, dificultando la distincién entre
el ADN diana y la amplificacidn de secuencias no objetivo o de dimeros de cebadores. Por

esta razon, resulta prudente verificar si se estd amplificando la secuencia diana u otro

. T . . ex 127
artefacto, para lo cual se implementa el andlisis de la curva de disociacion (melt curve) (1271,

Figura 13. Curva de disociacion
(Melt curve). Curva de disociacién
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

—d(RFU)/ AT

productos de PCR de cada muestra,
se puede detectar la presencia de la
secuencia diana, la presencia de un

65 2 7 80 8 % % amplicén no objetivo adicional, o la
Temperature,°C formacién de dimeros de cebadores.
Tomado de **®

El principio del analisis de la curva de disociacion reside en aumentar la temperatura
para que todas las hebras de ADN que se encuentren en doble cadena, se disocien a
simple hebra. De esta forma, las moléculas de SYBR® Green que se encontraban unidas al
ADN de doble cadena se liberan, lo que se observa como una disminucién de la
fluorescencia. En una curva de disociacidn tipica, se representa la intensidad de
fluorescencia frente a la temperatura y se traza la primera derivada negativa (-d (RFU) / dt)
(Figura 13). Esta derivada representara un pico caracteristico a cada amplicén, conocido
como temperatura de disociacion (melting temperature). La temperatura de melting o
Tm, es la temperatura a la cual el 50% de los pares de bases de un duplex de ADN se
separan. La misma dependerd del tamafio del ADN de doble cadena y de su composicién
en bases nitrogenadas. Cuanto mayor sea el contenido de GC y mas grande sea el tamafio
de amplicon, mas alta sera la temperatura de disociacidon. Mediante la comparacion de las
Tm de los amplicones conocidos, se puede detectar facilmente la presencia de un

o I . . ] 128
amplicén no objetivo adicional, o de la formacién de dimeros de cebadores 281,
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Respecto a las sondas especificas, las mas utilizadas para PCR en Tiempo Real son las

[128] Las

sondas de hibridacidon (FRET) y las sondas de hidrdlisis (principio TagMan®)
sondas FRET son oligonucledtidos especialmente disefiados para reconocer e hibridar con
una secuencia de ADN especifica, y que tienen acoplado quimicamente en uno de sus
extremos, un colorante fluorescente. Para que la reaccion funcione deben disefarse dos
sondas, una marcada con un fluorocromo donante (por ejemplo, 3’-fluoresceina) y la otra
con un aceptor (por ejemplo, 5'- Red). Una vez que las sondas hibridan juntas en la
secuencia de ADN diana, la energia emitida por el oligonucleétido marcado en 3" se
transfiere mediante la llamada transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
(FRET), al oligonucledtido marcado en 5°. De esta forma el colorante en 5 emite luz a una
longitud de onda mds larga. A medida que ocurre la reaccién de PCR, la enzima ADN
polimerasa hidroliza a las sondas de hibridacion, lo que genera una pérdida de la
fluorescencia que se analiza en un perfil de fusién (Figura 14). El disefio de las sondas es
crucial para el rendimiento dptimo, ya que ambos deben hibridar a una distancia muy

- . N . 12
préoxima del otro (de uno a cinco nucleétidos) en la secuencia de ADN 129

No reporter fluorescence detected

Figura 14. Sondas de hibridacion. Principios
de la transferencia de energia de resonancia

de fluorescencia (FRET). La secuencia de
Primer

ADN diana se detecta con dos sondas de

hibridacion marcadas con fluorocromos, un
colorante donante (D) y otro aceptor (R).

Reporter fluorescence detected
because of FRET

e Cuando ambos se hibridan muy préximos, la
/® excitacion del colorante donante conduce a
la emisién de fluorescencia por el colorante

indicador (R). A medida que ocurre la

P mpcian fUNsCancs deleced reaccion de PCR, la ADN polimerasa corta a

\ ?f @ las sondas de hibridacion, generando una
pérdida de la fluorescencia que se analiza

en un perfil de fusion (130

mz

Las sondas de hidrdlisis TagMan®, aprovechan la actividad exonucleasa 5'-3' de la
enzima ADN polimerasa para generar fluorescencia durante la reaccién de PCR. La sonda

de hidrdlisis suele ser un oligonucleétido de 20-30 bases de longitud, que contiene un
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colorante fluorescente en el extremo 5' y un colorante inhibidor en el 3' (quencher).
Durante la PCR, la sonda se hibrida especificamente a la secuencia diana entre los sitios de
los cebadores directo y reverso. Cuando la sonda estd intacta, la proximidad del colorante
fluorescente al quencher produce la supresién de la fluorescencia. A medida que
transcurre la reaccién, la actividad exonucleasa 5-3’ de la ADN polimerasa degrada la
sonda entre el fluoréforo y el quencher, Unicamente si la sonda se hibrida con el ADN
diana (Figura 15). De esta manera, la fluorescencia aumenta a medida que progresa la
amplificaciéon. La acumulacién de producto de la PCR se detecta monitorizando el
incremento de la fluorescencia del colorante fluorescente. Este proceso tiene lugar en

. . . C . 131
cada ciclo y no interfiere con la acumulacidn exponencial del producto (131

Figura 15. Funcionamiento de las Sondas

P
@ ,\@ TagMan®. La actividad nucleasa de 5” de
(I
Probe:

Primer la ADN polimerasa, corta a la sonda de

a Denature \\; Reporier fluorescence quanched

hidrélisis durante la etapa de extensidn

del amplicon, lo que produce una

Anneal \:i Reporter fusrescence quanched emision de fluorescencia en cada ciclo de

P @ PCR. Esta emisidon es proporcional a la
] cantidad de producto formado. Tomado
[ 1 de [130]

Extend Reporter fluorescence detected

A diferencia de las sondas FRET, las sondas de degradacion TagMan®, liberan
fluorocromos en cada ciclo de reaccién y como consecuencia la sefial de fluorescencia se
potencia. A su vez el ensayo TagMan® utiliza condiciones de PCR y pardmetros de ciclos
térmicos universales, lo que facilita la estandarizacién de los ensayos de deteccidn.

Por ultimo, las sondas TagMan® pueden sintetizarse acopladas a una pequefa
molécula que se une el surco menor del ADN bicatenario, conocida como MGB del inglés
minor groove binder-DNA (1321 g grupo MGB se encuentra unido al extremo 3' de la sonda

TagMan® junto al quencher. Cuando la sonda se hibrida a la secuencia diana, el MGB
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estabiliza la union incorporandose al surco menor del ADN bicatenario (Figura 16). Esta
union aumenta la estabilidad de la sonda permitiendo un disefio mas corto de la misma
(normalmente de 13 a 20 bases), en comparacién con las sondas TagMan® estandar (de 18
a 40 bases). Las sondas TagMan®-MGB presentan ventajas para la PCR cuantitativa,
especialmente para los ensayos en multiplex. El aumento de especificidad en la hibridacion
permite la discriminacién mas precisa de las secuencias diana. Ademas, al ser una sonda

mas pequefia facilita el disefio de ensayos y permite una mayor precision.

NFQ
Figura 16. Principios de las sondas
unidas a MGB. Cuando la sonda se
AGGCCTTGAGAGATAT MGB hibrida a la secuencia diana, el MGB
estabiliza la union incorporandose al
l surco menor del ADN bicatenario. R:

Fluoréforo, MGB: minor groove binder-

Q DNA, Q: quencher. Tomado de (osl
AGGCCTTG GATAT

GCTACACAGTCCGGAACTCTCTATAGCATCACAC

1.6.2.3 Cuantificacion de OGM en alimentos

El contenido de OGM de un alimento se expresa por ingrediente, calculando la
cantidad relativa de material GM en el total de material que compone al alimento. Cabe
destacar, que todos los ingredientes de un alimento (p. ej. harina, sémola, aceite),
derivados de una misma especie (p. ej. maiz), se consideran colectivamente un solo
ingrediente, por lo que se analiza por separado de los demas componentes del alimento.

Siguiendo la normativa de Uruguay (Montevideo), un alimento a base de maiz que
contenga mas del 1% de maiz GM, deberd ser etiquetado como “alimento genéticamente
modificado” o, “producido a partir de maiz genéticamente modificado”. Por el contrario, si
contiene menos de un 1% de material GM, no sera obligatorio el etiquetado del mismo.

Por otra parte, si un alimento ademas de contener maiz GM, contiene soja GM, el
porcentaje de material genéticamente modificado deberd expresarse para cada
ingrediente (especie) individualmente, sin realizar la suma de los porcentajes (104 "g; por
ejemplo, un alimento contiene 0,5% de maiz GM y 1,2% de soja GM, debera ser

etiquetado Unicamente para el ingrediente soja.
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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 vy
normalizarlo con el nimero de secuencias de un gen de referencia endégeno de la especie

correspondiente. El porcentaje de OGM se calcula de la siguiente manera (1331,

OGM (%) = n2 de copias GM x 100
n2 de copias de referencia

El gen de referencia endégeno 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. Algunos ejemplos de genes
de referencia endégenos corresponden a: lectina (Le) en el caso de la soja; invertasa (ivr),
zeina (zeine), alcohol deshidrogenasa (adhl), o proteinas del grupo de alta movilidad
(hmga) en el maiz [134]

Aunque en ocasiones se indica como cuantificacion absoluta un resultado obtenido
en unidades de masa de ADN, en sentido estricto mediante PCR en tiempo real, sélo es
posible cuantificar el nUmero de copias de ADN presente al inicio de la reaccion. Por tanto,
la cuantificacion debe expresarse en nimero de copias del ADN diana [123]

Existen dos enfoques generales para la cuantificacion de OGM en alimentos
mediante PCR Tiempo Real: el método de las curvas patrén (cuantificacién absoluta) y el

método de comparacion de Ct (cuantificacion relativa o ACt) [104]

. En el primer método, se
procede a realizar dos curvas patron 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 interpolacién con las curvas
patrén, las cantidades correspondientes a la diana GM y al gen de referencia. Luego se
calcula el porcentaje GM segun la formula anterior. Para utilizar las curvas de calibracion
es necesario comprobar que las eficiencias de amplificacion del ADN estandar y el de la
muestra son comparables. El disefio de las curvas de calibracidn, su preparacién, la
determinacidén exacta de las concentraciones de los estandares, su estabilidad a largo
plazo y su almacenamiento, son factores que pueden afectar a los resultados, ya que la
cuantificacion del ADN en el PCR en Tiempo Real depende especialmente de la precision

. 123
de los estdndares empleados [123]
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Por otro lado, en el método de comparaciéon de Ct no se utilizan cantidades
conocidas de patrones sino que se comparan los valores de ACt (Ct gen de referencia - Ct
OGM) obtenidos para la muestra, respecto a los valores de ACt obtenidos para un control

de referencia de la forma:

AACt= (Ct referencia muestra - Ct OGM muestra) - (Ct referencia control — Ct OGM contol).

Para realizar esta aproximacidon no es necesario conocer las cantidades absolutas de
ninguno de los ADN que se analizan. Las rectas de calibracion se utilizan para establecer las
eficiencias de amplificacién de los dos genes que se comparan, pero no se utilizan para
extrapolar las cantidades de ADN en la muestra. Para que este método dé buenos
resultados, es preciso que las eficiencias de amplificacién del OGM y del gen de referencia
sean similares. De esta forma se puede calcular el porcentaje de OGM, mediante Ia

ecuacion 2

22Tx 100

El siguiente ejemplo ilustra cémo debe realizarse el calculo del porcentaje de OGM de una

muestra mediante el método de comparacion de Ct (Tabla 4).

Tabla 4. Calculo del contenido de OGM de una muestra de alimento. La cantidad de OGM (Ct OGM) se

normaliza con la del gen de referencia (Ct referencia) para luego comparar los niveles relativos entre la
[125]

muestra y el control. Tomado y modificado de

ct ACt N° copias de OGM / copias Relacion
MUESTRA (referencia) Ct (referencia) - Ct totales de ADN de planta Snack/Control
(OGM) 2 —(ACt) 2 —(AACt)
Snack 21 26 5 0.03103.1%
3.1/0.2
Control 20 29 9 0.002 0 0.2% 15 veces

Comparando los valores de Ct en la tabla, se obtiene que la muestra de snack
contiene 3.2% de material GM, mientras que la muestra control contiene 0.2%. Se deduce
que la muestra de snack tiene 15 veces mas material GM que la muestra control )

Otra manera de emplear el método de comparacidon de Ct, es construyendo una
curva patron con los valores obtenidos de ACt (Ct gen de referencia - Ct OGM) para varios
estdndares de cantidades conocidas de OGM. Luego, se calcula el ACt de la muestra

problema, se interpola en la curva obtenida y se estima el valor de OGM [123]
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1.6.2.4 Consideraciones para la cuantificacion de OGM

Para poder llevar a cabo el calculo del porcentaje de OGM en una muestra de
alimento, es necesario contemplar algunos parametros importantes que incluyen: (i) la
ploidia del evento de transformacién, (ii) la cigosidad del evento y (iii) el nimero de
inserciones de la construccidon génica. Es posible que la modificacién génica tenga una
ploidia diferente de la linea isogénica convencional (p. ej., ser tetraploide en vez de
diploide), asimismo puede ser que el caracter GM difiera entre una forma homocigota,
heterocigota o hemicigota y que la construccion génica se inserte en una Unica copia o en
varias copias por genoma haploide. Los dos primeros puntos se resuelven empiricamente
utilizando materiales de referencia homogéneos y similares a la muestra (p. ej. material de
referencia de harina de maiz para cuantificar alimentos producidos a partir de harina de
maiz). Alternativamente, pueden utilizarse materiales de referencia en formato de
plasmidos con secuencias de ADN clonadas, a fin de corregir las discrepancias moleculares
en la cuantificacién. Una manera de abordar los problemas relacionados con la ploidia y la
cigosidad, es expresar el porcentaje de OGM en términos de genomas haploides.
Finalmente, el Ultimo punto puede obviarse si se disefia un sistema cebador-sonda en la
frontera de la insercion de la construccién genética en el genoma de la planta (método
evento especifico). Como estas secuencias de unidn son Unicas para cada evento, el
sistema presentard la doble ventaja de ser especifico del evento y excluir de la
cuantificacion a las inserciones multiples de la misma construccion genética. En cualquier
caso, al desarrollar los métodos de deteccidn es preciso tener en cuenta estos aspectos,
dado que el limite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificaciéon (LOQ) se ven influidos
por el nimero real de copias que se detectan [104]

La manera adecuada y recomendada por las normas internacionales para realizar la
cuantificacion 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, dificultosa y muy costosa para un laboratorio de rutina. Si ponemos
como ejemplo a un alimento que contiene maiz, el analisis implicaria la busqueda de cada
uno de los eventos autorizados para consumo humano en el mundo. Segln la base de

datos de la ISAAA esta cifra se eleva a 130 eventos °* de maiz, de manera que tendrian
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qgue realizarse cientos de andlisis 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 [135]

. Este método ya ha sido
validado en laboratorios de referencia y se encuentra contemplado en las normas
estandares (ISO) referentes a los OGM [136-140]

La ventaja del método de cuantificacion del CaMVp35S radica en la reduccion
significativa del costo del analisis. La adopcion generalizada de un procedimiento de este
tipo podria conducir a una mayor coherencia de las pruebas de los alimentos, reduciendo
el niumero de analisis y de disputas comerciales. Sin embargo, el mismo presenta algunas
desventajas significativas. Como se comentd anteriormente, no todos los eventos de maiz
GM contienen el promotor 35S, por lo que los mismos quedarian excluidos de la
cuantificacién. A su vez, algunos eventos contienen mas de una copia del promotor, por lo
que el porcentaje obtenido podria estar 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 [135]

Por otro lado, debe considerarse que los métodos de deteccion y cuantificacién de
OGM utilizando cualquiera de las estrategias mencionadas, ya sea mediante la busqueda
de secuencias comunes 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, continta siendo un desafio

. . . 112
para los organismos de control a nivel mundial [112)

1.6.3 Métodos validados

Contar con métodos estandarizados y validados para la detecciéon de OGM, resulta
esencial para garantizar la calidad de los resultados en los laboratorios de control. En el
afo 2003, la Unién Europea cred el Laboratorio Comunitario de Referencia para Alimentos
y Piensos Genéticamente Modificados (CRL-GMFF), conocido como Centro Comun de
Investigacion de la Comisidon Europea o European Commission’s Joint Research Centre
(JRC). El objetivo de este centro es proporcionar una lista de Métodos de Referencia para
el analisis de OGM. EI CRL-GMFF en colaboracidn con la Red Europea de Laboratorios de
OGM (ENGL), ha creado la base de datos “GMOMETHODS”, en donde se encuentran

publicados 118 métodos de PCR (cualitativos y cuantitativos), para la detecciéon de 51
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eventos distintos y 18 genes enddgenos para las especies de maiz, soja, algodon, canola,

141 . .
(141 También se describen ensayos de rastreo para la

papa, arroz y remolacha azucarera
deteccion de 8 elementos genéticos diferentes de uso comun en el desarrollo de los OGM.
Todos estos métodos se encuentran reunidos en un Compendio conocido como

142 . ,
v [142] Ademas, los métodos

“Compendium of reference Methods for GMO analysis
descritos han sido validados mediante ensayos de colaboracién de acuerdo a los principios

y recomendaciones de las normas estdndares ISO 5725 e ISO 1725 [143, 144]

1.6.3.1 Materiales de Referencia Certificados

Los laboratorios de control que centran sus estudios en la busqueda de OGM, se
enfrentan al reto de tener que validar sus resultados y asegurar la calidad de los métodos
de analisis. Los principales requisitos para lograr la armonizacidn de los distintos métodos,
se basan en el en uso de materiales de referencia certificados (MRC) (193] Los MRC son
elementos con propiedades estables y uniformes, autenticadas por una institucion
reconocida y especializada. El Instituto de Materiales y Medidas de Referencia del Centro
Comun de Investigacién en Geel, Bélgica (IRMM), ofrece un conjunto de MRC para
distintas variedades de maiz GM . El material de referencia para OGM, se presenta en
dos formatos, como harina de semillas o como ADN liofilizado (plasmidos conteniendo la
secuencia transgénica diana); ambas modalidades vienen en porcentajes de pureza
definidos y certificados. Cada variedad transgénica, tiene un juego de materiales de
referencia que incluyen distintos porcentajes GM y sus respectivos blanco no-GM. La
Comision Europea recomienda que los resultados de las medidas de OGM, se expresen en
funcidn del nimero de copias de ADN. Si para calibrar las medidas se utilizan materiales de
referencia basadas en la fraccion masica GM (% m/m, definido como la masa de soluto por
cada 100 unidades de masa de disolvente), el resultado final puede convertirse a nimero
de copias, sabiendo que estos MRC se producen con maiz GM heterocigético para el
transgén (%51 "E| numero de copias de ADN contenido en una muestra de maiz puede ser
calculado dividiendo la masa de ADN obtenida, por el valor 1C calculado para el genoma
de esa especie (2.725 pg) (1471 por ejemplo, se calcula que una muestra de 100 ng de ADN
gendmico de maiz, contiene alrededor de 36697 copias de genoma haploide para esa
especie. Por lo tanto, 100ng de un material de referencia de maiz 0,1% GM (m/m), tendra

36 copias de genoma transgénico.
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1.6.3.2 Limites de deteccion (LOD) y de cuantificaciéon (LOQ)

La sensibilidad de los métodos de PCR se pueden expresar en términos de limites de
deteccion (LOD) y limites de cuantificacion (LOQ). Como se comento anteriormente, estos
dos pardmetros de validacién dependen de la cantidad de ADN gendmico utilizado para la
PCR, del tamafio del genoma de las especies y del nUmero de transgenes insertado por
genoma. El limite de deteccion para esta metodologia se define como la menor
concentracion de ADN transgénico (LOD relativo en % m/m, LOD absoluto en nimero de
copias), que puede ser detectada en un 95% de las determinaciones. El limite de
cuantificacion se define como la menor concentracion de ADN transgénico que puede
determinarse cuantitativamente, con un nivel aceptable de precisién y exactitud (138 |
numero minimo de copias que se puede cuantificar depende del error analitico aceptado y
de la sensibilidad del método de deteccién de PCR. Para el andlisis de los alimentos
transgénicos, el limite de deteccidon de los métodos de PCR se encuentra en el intervalo de
1-10 copias de la secuencia diana o 0,01% m/m de OGM, mientras que el limite de

cuantificacion se encuentra en 10-100 copias o 0,1% m/m de OGM [104]

1.6.4 Nuevos enfoques para la deteccién de OGM

El analisis de OGM en alimentos enfrenta grandes desafios y se prevé que la
situacidon sea mdas complicada en un futuro. Cada afio se liberan nuevas variedades al
mercado mundial con secuencias génicas diversas, lo que cuestiona el sistema de
trazabilidad establecido para la deteccion de los OGM. Para abordar estos desafios sera
necesario continuar con el desarrollo de nuevas técnicas para la deteccion, identificacién y
cuantificacién de los mismos %8 E| primer enfoque para la mejora del diagndstico de los
OGM es la deteccidn de varios blancos simultaneos por la técnica de PCR multiplex. La
deteccion multiple de varias secuencias en un solo tubo, permite aumentar el poder de
analisis, reduce los tiempos y los costos del ensayo, pero requiere del disefo cuidadoso de
los cebadores y de los sistemas de deteccion. El disefio debe asegurar la selectividad y la
especificidad del ensayo, por lo que la validacidon requiere parametros adicionales respecto
a la deteccidon simple. Para la deteccion multiple por qPCR, pueden utilizarse tanto agentes
intercalantes (p. ej., SYBR® Green) como sondas especificas de hibridacidn o de hidrdlisis.

La principal desventaja de los primeros, reside en que tienen una gran afinidad por el ADN
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doble cadena y no discriminan entre las secuencias. Sin embargo, si se disefian cebadores
especificos y las secuencias amplificadas difieren en tamafo, estas pueden ser distinguidas
mediante el andlisis de las temperaturas de melting. El primer ensayo multiplex por qPCR-
SYBR® Green fue desarrollado por Barbau-Piednoir y colaboradores en el afio 2010, para el
screening simultdneo del p35S vy t-Nos [117] Recientemente en el afio 2014, Barbau-piednor
desarrolléd un nuevo método para la deteccion simultanea por qPCR-SYBR® Green, de los
blancos, p35S, t-Nos, PAT, bar, crylAB, y CP4EPSPS 121l pese a ello, los métodos de PCR
multiplex mayormente utilizados son los que emplean sondas TagMan®, capaces de
detectar de manera especifica hasta 6 elementos de OGM diferentes en una sola reaccién
(1491511~ iy embargo, la cuantificacion simultdnea de varios eventos mediante esta
tecnologia todavia no se ha puesto a punto.

Otro tipo de enfoque utilizado para la deteccién e identificacién simultdanea de
eventos especificos por gPCR, es la llamada “placa lista para uso” desarrolladas por el JRC
(152 " cada placa contiene 96 pocillos con cebadores y sondas TagMan® liofilizadas,
especialmente disefiadas para detectar un total de 39 OGM distintos de forma individual.
El rendimiento del sistema (especificidad, eficiencia y LOD) ha sido probado y validado
exitosamente por el EU-RL GMFF. El limite de deteccidn se ha determinado en 0,045% de
material GM. No obstante, la limitante del sistema es la cantidad de ADN que se necesita
por muestra para cubrir toda la placa y el costo de todos los cebadores y las sondas
fluorescentes.

Actualmente un enfoque prometedor para la deteccion simultdnea de OGM, es la
tecnologia de microarreglos de ADN (chips de ADN). Los microarreglos son plataformas de
alto rendimiento que permiten la deteccién simultanea de numerosos objetivos en un solo
“chip”. El sistema consiste en un paso de amplificacién de secuencias de ADN blanco,
seguido de la hibridacién con sondas especificas en los pocillos del chip y una etapa final
de deteccion. Debido a que las sondas de marcaje de ADN disponibles no revelan el
aumento de sefal de fluorescencia requerido, la tecnologia de microarreglos todavia se
utiliza como un método de deteccién simple y no ofrece informacién cuantitativa (1531 A sy
vez, su uso en los laboratorios de rutina se encuentra restringido debido al gran costo del

[154]

equipamiento Para el andlisis de alimentos, este sistema parece no ser lo

suficientemente robusto debido a que no ofrece resultados fiables y reproducibles en

matrices complejas (1o}




Introduccion

Finalmente, la técnica mas novedosa utilizada para la deteccidn y cuantificacidon de
eventos transgénicos han sido la PCR digital (155, 156] En la PCR digital (dPCR) la muestra a
analizar se separa en un gran numero de particiones y cada una de ellas se amplifica
mediante una reaccidn de PCR. Esta separacidn permite recolectar mas datos por muestra
aumentando la sensibilidad de la deteccién y de la cuantificacién. La principal ventaja de la
PCR digital es que permite la medicién del nimero absoluto de copias de ADN de un
transgén, sin necesidad de realizar la comparacién relativa con la secuencia endégena de
la especie.

No obstante, el gran desafio que enfrentan los métodos de andlisis de OGM en los
alimentos, es la deteccidn e identificacidn de los eventos apilados (stacked events) en una
mezcla compleja. Ninguna técnica actual es capaz de diferenciar entre la presencia de
varios OGM individuales (por ejemplo, Ga21 y Bt11) y el evento apilado (GA21 x BT11). El
analisis de una muestra conteniendo apilados puede resultar en una sobrestimacion del
contenido GM, dado a que el porcentaje total se calcula a partir de la suma de los
porcentajes de los eventos individuales. Como ejemplo, el andlisis de una muestra de maiz
que contiene 0,8% del evento apilado GA21 x BT11, dard como resultado un porcentaje de
1,6% de material GM, obtenido de la suma de los dos eventos individuales (0,8% del
evento GA21y 0,8% del BT11).

Se ha sugerido que la manera de superar estos desafios es a través de la tecnologia
de la secuenciacién masiva. La secuenciacién se ha vuelto mas y maés eficiente, mucho mas
rapida y econémica, presentando ventajas adicionales sobre los métodos basados en el
ADN para la deteccion de OGM. La misma permite detectar e identificar nuevos eventos o
eventos no autorizados, sin necesidad de conocer previamente la secuencia génica de los
mismos. El Unico prerrequisito necesario para utilizar esta aproximacién como
identificador de OGM, es conocer la secuencia completa del organismo investigado. En la
actualidad se encuentran en marcha varios proyectos que tienen como fin la secuenciacion
completa del genoma de las especies vegetales (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomepr;j).
No obstante, la utilizacion de la secuenciacion para la identificacion de OGM tiene algunas
limitantes relacionadas con el costo del equipamiento y del analisis. Adema3s, este tipo de
aproximacion produce un numero inmenso de datos crudos para analizar. Este analisis
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requiere de un fuerte sistema bioinformatico y de técnicos especialmente calificados [1541
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5 Justificacidon y Objetivos

A casi veinte afos de la introduccion de los transgénicos en la agricultura, siguen
surgiendo interrogantes acerca de los efectos potenciales que este tipo de tecnologia
puede generar sobre la diversidad genética de los cultivos y sobre la seguridad alimentaria.
La posibilidad de que estos nuevos cultivos transfieran involuntariamente rasgos de
importancia ecolégica en las variedades criollas, ha sido objeto de varios estudios a nivel
nacional e internacional. Uruguay ha ido profundizando en esta tematica y ha logrado
conformar un grupo interdisciplinario de investigadores de las Facultades de Quimica,
Agronomia y Ciencias de la UdelaR, dedicado al estudio del flujo de transgenes entre
variedades de maiz GM y no-GM en el pais. Como parte de este grupo de investigacion, el
Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria de Facultad de Ciencias se ha centrado
en el desarrollo de técnicas moleculares basadas en el estudio del ADN para detectar,
identificar y cuantificar OGM en diversas matrices como: granos de polen, semillas, tejido
foliar y alimentos que contienen o derivan de especies GM.

En el marco de esta tematica, el trabajo experimental | de esta tesis “Flujo de

transgenes entre cultivos de maiz en Uruguay” se propuso como objetivo general:

Emplear técnicas moleculares de deteccion de OGM - basadas en el analisis de ADN - para
evaluar la frecuencia con la que ocurre el flujo de transgenes entre cultivos de maiz GM y

no-GM en Uruguay.

Para llevar a cabo este fin, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Utilizar métodos de rastreo de OGM por PCR, para detectar la presencia de
transgenes en la descendencia de los cultivos de maiz no-GM expuestos a la
interpolinizacién con cultivos GM.

2. Analizar las progenies transgénicas mediante estrategias de PCR evento especificas,
con el fin de identificar el o los eventos de transformacion involucrados en cada caso.

3. Comparar la identidad de los eventos encontrados en las progenies de los cultivos no-

GM, con la de los cultivos GM vecinos de modo de confirmar la interpolinizacion.
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4. Poner a punto un método de extraccién de ADN y amplificacion por PCR, para

detectar e identificar transgénicos a partir de granos de polen de maiz.

Por otra parte, y en vistas del comienzo de la fiscalizacién del etiquetado de los
alimentos que contienen o derivan de organismos genéticamente modificados, resulta
necesario e indispensable disponer de sistemas de trazabilidad que faciliten y fortalezcan
los sistemas de control.

En este contexto, el trabajo experimental Il de esta tesis “Deteccion de OGM en

alimentos derivados de maiz” tuvo como objetivo general:

étandarizar una metodologia basada en la técnica de PCR en Tiempo Real, para detect%
identificar y cuantificar de manera sencilla y eficaz, la presencia de maiz GM en alimentos
procesados; y dotar a los organismos de contralor con herramientas analiticas que
garanticen el cumplimiento de las normativas vigentes.

Evaluar mediante la misma, la situacion actual de los productos de maiz que se

Qmercializan en Uruguay. /

Para lograr este fin se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Realizar la puesta a punto de la técnica de PCR en Tiempo Real (SYBR® Green), para
detectar, identificar y cuantificar OGM en muestras de alimentos que contienen maiz.

2. Comparar el uso de la quimica SYBR® Green y la tecnologia TagMan® para detectar y
cuantificar el contenido GM en los alimentos. Estudiar las ventajas y aplicaciones de
cada sistema.

3. Determinar la presencia de maiz GM en muestras comercializadas en el mercado local
e internacional, mediante el método de screening de OGM.

4. Identificar mediante estrategias evento especificas las variedades de maiz transgénico
involucradas en los alimentos, para evaluar si se encuentran o no autorizadas para
consumo en el pais.

5. Cuantificar el contenido de maiz GM y evaluar si los valores se encuentran por debajo
o por encima del umbral de 1% establecido para el etiquetado de OGM en los

alimentos que se comercializan en Montevideo.
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I. Introduccion

Varios estudios han demostrado que el polen de maiz puede viajar a grandes

[74], favoreciendo la polinizacion

distancias bajo circunstancias climaticas particulares
cruzada entre los cultivos. Asimismo, se ha visto que la interpolinizacion depende de
diversos factores que incluyen: el drea sembrada del cultivo, la orientacién, la distancia y la
sincronia en las fechas de siembra entre el cultivo dador y el receptor [75.76] 'Se conoce que
en condiciones reales de coexistencia, la polinizacién cruzada trae como consecuencia la

M [11, 83, 85]

presencia accidental de transgénicos en cultivos no-G . Dado que la legislacién

nacional adoptd en el afio 2008 la politica de coexistencia regulada entre los distintos

cultivos de maiz en el territorio (organico, GM y no-GM) (7ol

, resulta indispensable poner a
punto las metodologias que permitan detectar una posible contaminacién por flujo génico.
Las condiciones para cultivar variedades de maiz GM en Uruguay establecen que se
guarde una distancia de aislamiento de al menos 250 metros desde otros cultivos no
transgénicos 61 |4 polinizacién decrece con la distancia pero se ha encontrado que existe
flujo de transgenes desde cultivos de maiz GM a cultivos no-GM, aln en situaciones en las
gue se respetan las distancias recomendadas. Estos resultados fueron evidenciados en el
afio 2008, en un primer estudio de flujo génico realizado por un grupo interdisciplinario de
Facultad de Agronomia, Quimica y Ciencias 89 Dado el interés que suscitd el anterior
trabajo en distintos actores vinculados al sector productivo, entre ellos la Comisidn
Nacional de Fomento Rural (CNFR), se creyd pertinente ampliar el mismo, el cual fue
acotado en el niUmero de casos y en el area geografica por la disponibilidad de recursos.

El presente trabajo tuvo como principal objetivo emplear técnicas moleculares de
deteccién de OGM, para evaluar la ocurrencia y frecuencia con la que ocurren los
fendmenos de interpolinizacién entre cultivos cercanos, teniendo en cuenta que
actualmente el area cultivada con maiz GM es muy superior a la sembrada con maiz no-
GM [®% se entiende que los resultados de esta evaluacién ayudardn a definir las distancias
de aislamiento necesarias para evitar la contaminacién entre los cultivos de maiz GM y no-

GM en el pais.
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Il. Materiales y Métodos

Estrategia experimental

Para llevar a cabo el estudio de flujo génico en cultivos de maiz, durante las zafras
2010-2011 y 2011-2012 los investigadores de la contraparte del proyecto por Facultad de
Agronomia y Quimica, recorrieron zonas de produccién buscando identificar situaciones
en las que se encontraran chacras de maiz GM y no-GM con potencial riesgo de
interpolinizacién. Una vez identificados los casos, se realizé un muestreo de espigas en
diferentes sitios de los cultivos no-GM, con el fin de producir las progenies respectivas. Se
muestred una espiga por planta y junto con cada espiga se tomé una muestra de tejido
foliar para realizar el andlisis confirmatorio de la identidad no-GM de la planta madre. Se
intentd producir un nimero elevado de plantines por sitio de muestreo, a fin de poder
detectar frecuencias de transgenes > 0,01, con un nivel de confianza de 95% (831,

La progenie fue analizada en primera instancia mediante la técnica de DAS-ELISA en
la Catedra de Bioquimica de la Facultad de Quimica (responsable Lic. Pablo Galeano).
Posteriormente las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Trazabilidad Molecular
Alimentaria, en donde se realizé el andlisis por PCR en punto final para confirmar la
presencia de transgenes e identificar los eventos involucrados.

Por otra parte, en el marco de este proyecto se tomaron muestras de granos de
polen de diferentes tipos de maiz (GM y no-GM), en distintas épocas de floracién y en
distintas zonas de produccion, con el fin de estudiar la viabilidad de los granos y los
distintos factores de incidencia en la tasa de interpolinizacién. La recoleccién del polen
estuvo a cargo de la Dra. Gabriela Speroni de Facultad de Agronomia y de la Dra. Angeles
Beri de la Facultad de Ciencias. Estas muestras de polen fueron utilizadas como parte de la
tesis, para desarrollar un método sencillo de extraccion de ADN y amplificacidon por PCR

gue permitiera facilitar el andlisis de su identidad GM o0 no-GM.

Identificacion de casos

Durante los meses de marzo y abril del afio 2011 se realizaron seis salidas de campo,

en las que se visitaron 30 chacras de maiz en los departamentos de San José, Colonia,
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Soriano y Rocha, buscando identificar situaciones de riesgo de interpolinizacidon entre
cultivos GM y no-GM. Esta situacion admitia una distancia maxima de 1500 metros entre
los bordes mas cercanos de ambas chacras y no mds de dos semana de diferencia en las
fechas de siembra de los cultivos. Para la identificacién de estos casos se recurrié a
informacién aportada por técnicos y productores de la Comisién Nacional de Fomento
Rural (CNFR) y de la Facultad de Agronomia. En todos los casos se registraron las
coordenadas geograficas de las chacras visitadas y se determiné la distancia entre los
cultivos utilizando programas de analisis de imagenes satelitales.

En el periodo de enero a marzo del aiio 2012, se realizaron cinco salidas de campo,
en donde se visitaron un total de 23 chacras de maiz en los departamentos de Colonia,

Soriano, Lavalleja y Rocha.

Andlisis confirmatorio de la identidad GM y no-GM de los cultivos

En los casos que se identific6 un potencial riesgo de interpolinizacién entre los
cultivos de maiz, se tomaron hojas de las plantas para confirmar la identidad GM o no-GM
de las mismas, y para establecer si se estaba ante un caso de interés para este estudio. En
varias situaciones el productor no tenia certeza sobre la identidad de su cultivo, por lo que
se procedid a confirmar la misma mediante analisis moleculares. Todas las muestras de
hojas de cultivos de maiz GM y no-GM colectadas, fueron analizadas por DAS-ELISA para la
deteccion de la proteina transgénica crylAb. Los resultados se confirmaron por PCR en
punto final mediante estrategias de rastreo de OGM (deteccion del promotor CaMVp35S y
del terminador t-Nos) y mediante estrategias de PCR evento especificas para la

identificacion de los eventos de maiz MON810 y Bt11.

Muestreo y produccion de plantines

Para todos los cultivos no-GM identificados en ambas zafras se definieron distintos
sitios de muestreo dentro de la chacra, segun las hectareas sembradas y la proximidad al
cultivo GM vecino. De cada sitio se tomaron espigas para la produccién de la progenie,
intentando producir un total de 300 plantines por sitio. Las muestras fueron colectadas
cuando el cultivo alcanzé un grado de desarrollo tal que presentd granos maduros en las

espigas.
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Analisis de la progenie por DAS-ELISA

Los plantines producidos fueron organizados en grupos (bulks) de aproximadamente
60 plantas, generando un total de 5 bulks por sitio de muestreo. De las plantas de cada
bulk se tomaron hojas (60 hojas), las cuales fueron guardadas en sobres claramente
identificados para ser analizados por DAS-ELISA (deteccion de la proteina crylAB). Este
analisis fue realizado en la Catedra de Bioquimica de la Facultad de Quimica por el Lic.
Pablo Galeano. Los bulks que resultaron positivos para el andlisis de DAS-ELISA fueron
abiertos en seis sub-muestras de 10 individuos, para evaluar la posibilidad de que hubiera
mas de un individuo positivo por bulk para la presencia de transgenes.

Las muestras procesadas en la Facultad de Quimica, fueron transportadas a la

Facultad de Ciencias para ser analizadas por PCR en punto final.

Anilisis de la progenie por PCR en punto final

Todos los analisis de deteccién de transgenes por PCR en punto final se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria. Cada sobre conteniendo las
60 hojas de la progenie (bulk), fue analizado por separado para confirmar la presencia de
ADN de maiz (deteccion de el gen enddégeno hmga que codifica para una proteina del
grupo de alta movilidad del maiz) y para detectar la presencia de OGM mediante el
método de screening del promotor CaMVp35S y del terminador nos. Las muestras que
resultaron positivas fueron analizadas por el método evento especifico, para identificar a

los eventos especificos MON810 y Bt11.

1. Extraccion de ADN

Para extraer el ADN gendmico de las hojas de maiz, se eligié6 como guia el protocolo
descrito por Doyle & Doyle (1987) (1581 'Este método es el mas utilizado para extraer ADN
de compuestos vegetales que contienen altos contenidos de polisacaridos (por ejemplo,
celulosa, almidén). El mismo utiliza una solucién de lisis con detergente CTAB (bromuro de

hexadeciltrimetilamonio) para destruir membranas, desnaturalizar proteinas, y ayudar a

“Deteccidn y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular”
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disociarlas del ADN. De esta manera, se logra obtener un ADN de buena calidad para
utilizar en ensayos posteriores de PCR.

Las hojas de la progenie fueron colocadas en un mortero limpio para su
pulverizacién con Nitrégeno liquido. Una vez pulverizadas fueron disueltas en 1ml de
solucion de extraccién con CTAB, previamente calentado a 65 * 1°C (ver Anexo I). El
preparado se homogeinizé vigorosamente y se transfirid a un tubo de 2.2ml para su
incubacién a 65 * 1°C, durante 1 hora + 5 minutos. Luego de la incubacién, se agregé a la
mezcla, 1ml de cloroformo-octanol (24:1), se invirtid el tubo unas 100 veces y se
centrifugd a 12.000g por 5 minutos. Luego, se tomaron 500ul aproximados del
sobrenadante, a los cuales se les incorporé 0.8 volumenes de isopropanol frio y centrifugd
a maxima velocidad (12.000g) por 5 minutos. Posteriormente, se descarté el sobrenadante
y se agregé 1ml de etanol 70%, para centrifugar una vez mas por 1 minuto a 12.000g. Por
ultimo, se descartd el etanol remanente, se seco el precipitado y se resuspendié en 100pl
de H,0 miliQ. Luego se prosiguid con la cuantificacion del ADN resultante.

La concentracién del ADN extraido fue calculada a partir de lecturas de absorbancia
a 260nm, en un espectrofotémetro de microvoliumenes (NanoDrop, Thermo Scientific,
EE.UU). La pureza se estimé mediante la relacién de absorbancia a 260nm/280nm. Se
consideraron puras aquellas muestras de ADN cuya relacion Abs,gonm/AbSzg0nm S€ Situd
entre1,6y1,8 [159],

Cada muestra de ADN fue diluida en H,0mQ hasta una concentracion final de
100ng/ul, para ser utilizada en los ensayos de PCR en punto final. Las mismas fueron

almacenadas en freezer a -20°C.

2. Rastreo (screening) de OGM

La estrategia de screening de OGM permite evaluar de manera rapida la presencia o
la ausencia de organismos genéticamente modificados en una muestra. Para ello, se
utilizan cebadores dirigidos a secuencias génicas comunes a la mayoria de los
transgénicos, como promotores y terminadores de la transcripcion. En este trabajo, se
opté por detectar al promotor 35S del virus del mosaico del coliflor y al terminador nos de
A. tumefaciens. El promotor 35S se encuentra presente en la construccién génica del
evento de maiz Bt11 y del evento MON810, mientras que el terminador nos, se encuentra

Unicamente en el evento Btll. Para detectar estos dos elementos, se utilizaron los
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cebadores descritos en el Compendio de métodos de referencia para el andlisis de OGM
de la UE (método SC/ELE/012) (1421 Las secuencias de los mismos y el tamano de los

amplicones resultantes, se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Cebadores utilizados para la deteccion del gen endégeno de maiz hmga, el promotor 35S y el

terminador nos por PCR. Reportados por el Joint Research Centre (JRC) de la Unién Europea (a2

Secuencia Tamaio Temp. METODO
CEBADOR Secuencia 5°- 3°
Diana amplicén trabajo

HMGA-F TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA 58.9
HMGA 60°C 79 pb QT/ZMm/020
HMGA-R GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT 69.1
CAMVp35S-F GCCTCTGCCGACAGTGGT 60
p35S 82 pb 60°C SC/ELE/012
CAMVp35S-R AAGGCGTGGTTGGAACGTCTT 60.3
t-Nos F CATGTAATGCATGACGTTATTTAT 59.3
t-Nos 84 pb 60°C SC/ELE/012
t-Nos R TTGTTTTCTATCGCGTATTAAATGT 64.4

Las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen total de 25ul, conteniendo: ADN
molde (100ng/ul), Cebador directo (10uM), Cebador reverso (10uM), dNTPs (10mM),
Immolase DNA polymerase (1U), Buffer 10X, MgCl, (50mM), H,0mQ c.s.p. 25ul. El ciclado
se realizd en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer), el cual fue
programado para realizar 4 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C, seguida de 35
ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C y 30 segundos a 72°C. Por ultimo un
ciclo para la extensioén final de 7 minutos a 72°C.

La visualizacidn de los productos de PCR se realizé a través de una electroforesis en
acrilamida al 12%, utilizando para el revelado, la técnica de tincién en plata (ver Anexo Il).
Paralelamente al andlisis de las muestras se corrié un control negativo o blanco de PCR (sin

ADN molde), y un control positivo conteniendo la secuencia de ADN blanco.

3. ldentificacion de los eventos de maiz Bt11 y MON810

Luego de detectar la presencia de material transgénico en las hojas de los plantines,
se prosiguid con la identificacion de los eventos especificos MON810 y Btll. Para
identificar dichos eventos se utilizaron los cebadores reportados en el Compendio de
métodos de referencia para el analisis de OGM de la UE (métodos QT/ZM/004 y
QT/ZM/006 respectivamente) (1421 | as secuencias de los cebadores utilizados y el tamafio

de los amplicones resultantes, se resumen en la Tabla 6. Cada evento se detectd en

“Deteccién y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular
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reacciones de PCR separadas, pero utilizando las mismas condiciones de ciclado e iguales

concentraciones de reactivos.

Tabla 6. Cebadores utilizados para la identificacion de los eventos de maiz MON810 y Btll.

Reportados por el Joint Research Centre (JRC) de la Unidn Europea (142

LETLET T Temp. METODO
EVENTO CEBADOR Secuencia 5°- 3°
amplicon | Trabajo

MON810-IVS-HSP-F GATGCCTTCTCCCTAGTGTTGA

MONS810 113 pb 60°C QT/ZM/004
MONS10-CRY 1A(B)-R  GGATGCACTCGTTGATGTTTG  57.9
Bt11-INS-F GCGGAACCCCTATTTGTTTA 553

Btl11l 70 pb 60°C QT/ZM/006
Bt11-3"JUN-R TCCAAGAATCCCTCCATGAG 573

Las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen total de 25ul, conteniendo: ADN
molde (100ng/ul), Cebador directo (10uM), Cebador reverso (10uM), dNTPs (10mM),
Immolase DNA polymerase (1U), Buffer 10X, MgCl, (50mM), H,0mQ c.s.p. 25ul. El ciclado
se realizd en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer), el cual fue
programado para realizar 4 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C, seguida de 35
ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C y 30 segundos a 72°C. Por ultimo un
ciclo para la extension final de 7 minutos a 72°C.

La visualizacidn de los productos de PCR se realizé a través de una electroforesis en
acrilamida al 12%, utilizando para el revelado, la técnica de tincion en plata (ver Anexo Il).
Paralelamente al andlisis de las muestras se corrié un control negativo o blanco de PCR (sin

ADN molde), y un control positivo conteniendo el evento de transformacién adecuado.

Analisis de Datos

La frecuencia con que se detecté la presencia de transgenes en la progenie de los
cultivos no-GM se expreso segln dos criterios:
(i) como el nimero de individuos que expresaron el transgén (la proteina cry1Ab) sobre el
total de individuos analizados para cada sitio.
(ii) como la frecuencia (p) para la cual, dado el tamafo de la muestra para cada sitio, la
probabilidad de deteccién (Pd) es de un 95%.
Se define la probabilidad de deteccidn, Pd como la probabilidad de detectar al

menos un individuo positivo en una poblacién de n individuos, segun la férmula:

“Deteccién y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular
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Pd=1-(1-p)°

donde S es el numero de individuos analizados (n) por sitio, asumiendo que los individuos
positivos se encuentran distribuidos con una frecuencia uniforme p 831 Se considera a S
como n, dado que se asume que las plantas madres no portan el transgén. Para una
muestra de n individuos, hay una Pd del 95% para una p=1-nv0.05. En los casos en los que
no se detectd ningun positivo, se puede afirmar con un 95% de confianza que la frecuencia

de interpolinizacién con el transgén es p <1- nv0.05.

Extraccion y amplificacion de ADN de un grano de polen de maiz

Las técnicas de amplificacién y genotipado de un solo grano de polen, han abierto
nuevas oportunidades en diversas areas de investigacion como la ecologia de la
polinizacién, la investigacién evolutiva y la gendmica. Las mismas tienen el potencial de
facilitar la estimacidon de la ocurrencia del flujo de polen, a través del seguimiento directo

160 . . .
(1601 " Ademas permiten evaluar ciertos

del movimiento de los granos individuales
productos como la miel, determinando si contiene o no material genéticamente
modificado.

Para lograr la extraccion y amplificacidon del ADN de un Unico polen, se probaron tres
protocolos distintos: el propuesto por Suyama y colaboradores en el afio 1996 [160], el de
Chen del afio 2008 1! y el de Isagi y colaboradores descrito en el afio 2011 [162].

Para evitar la pérdida de polen, todas las extracciones de ADN se realizaron en el
tubo en donde se llevd a cabo la amplificacion por PCR. Las reacciones de PCR se
efectuaron con distintos cebadores, para detectar distintas secuencias blanco: un gen
endégeno de la especie maiz, el promotor CaMVp35S y el evento especifico de maiz
MONS810. Para la deteccidon especifica de la especie maiz, se utilizaron los cebadores
HMGA-F/HMGA-R dirigidos hacia el gen enddgeno hmga y los cebadores IVR1-IVR2,
dirigidos hacia el gen de la invertasa de maiz. Para amplificar al promotor 35S, se utilizaron
los cebadores CaMVp35S F/R, y para amplificar el evento MONS810, se utilizaron los
cebadores VW01-VWO03. Todos los cebadores utilizados en este estudio se encuentran

descritos en el Compendio de métodos de referencia para el andlisis de OGM de la UE [142],

y se muestran en la siguiente tabla (Tabla 7).
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Tabla 7. Cebadores utilizados para la deteccion de ADN de polen de maiz. Reportados por el Joint
Research Centre (JRC) de la Unidn Europea (142l

Temp. Tamaiio METODO
BLANCO CEBADOR Secuencia 5°- 3’
trabajo | amplicon

HMGA-F TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA 58.9
HMGA 79 pb QT/ZM/020
HMGA-R GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT 69.1
IVR1 CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC 69.5 .
IVR 60°C 225 pb SC/CON/003
IVR2 GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC 69.5
CaMVp35S-F GCCTCTGCCGACAGTGGT 60
p35S 60°C 82 pb SC/ELE/012
CaMVp35S-R AAGGCGTGGTTGGAACGTCTT 60.3
Vwol TCGAAGGACGAAGGACTCTAACG 64.55
MON810 60°C 170 pb SC/EV/001
Vw03 TCCATCTTTGGGACCACTGTCG 64.54

En paralelo al andlisis de un polen, se llevaron a cabo extracciones de ADN de 3,5y 10
granos de polen por tubo. Todas las extracciones se realizaron por duplicado. A cada
duplicado, se le agregd un control interno positivo (CIP) para controlar la inhibicidn de la
PCR '] El mismo consistié6 en un ADN de manzana, detectable con un juego de

) (1641 |3 visualizacién de los

cebadores descritos por Taberlet y colaboradores (1991
productos de PCR se realizd a través de una electroforesis en acrilamida al 12%, utilizando

para el revelado, la técnica de tincidn en plata (ver Anexo Il).

1. Material de partida

El polen utilizado para realizar los ensayos de extraccidon y amplificacion de ADN por
PCR, fue obtenido a partir de una panoja de maiz hibrido, transgénico de la variedad
MON810. Los granos de polen fueron colectados en tubos estériles, conteniendo 100ul de

H,0mQ.

2. Aislamiento del polen

Los granos de polen fueron identificados morfoldégicamente bajo lupa, segin la
descripcién de Suyama y colaboradores (169 \/arias gotas de la solucion de H,0mQ y polen
fueron colocadas en el portaobjetos y los granos fueron separados por movimiento desde

una gota de agua a la siguiente utilizando una micropipeta (Figura 17). Una vez aislados,
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cada grano fue transferido a un tubo de PCR estéril, tratando de no arrastrar mas de 0.2 pl

de H,0mAQ.

Figura 17. Aislamiento de granos de polen. Los granos de polen se lavan con H,0mQ vy se transfieren a

un portaobjetos para identificarlos y aislarlos bajo lupa. Una vez aislados, se transfieren a un tubo estéril

de PCR (0,2ml) para su posterior analisis. Tomado de (1601

3. Extraccion de ADN - Protocolo Suyama et al., 1996 [160]

Diez microlitros de la solucién de extraccion conteniendo 10mM Tris-HCl pH=8.3, 1.5
mM MgCl2, 50mM KCl, 0.01% Proteinasa K y 0.01% SDS, fueron agregados al tubo de PCR
con el grano de polen aislado. Posteriormente, el tubo fue incubado a 37 £ 2°C durante 60
+ 5 minutos, seguido de 10 + 1 minutos a 95+ 2°C. Diez microlitros de dicha solucién se
emplearon como molde para la reaccién de PCR.

Para llevar a cabo la reaccién de PCR se introdujeron dentro del tubo, 90ul de una
solucién de reaccién conteniendo: 10mM Tris-HCl pH=8.3, 1.5 mM MgCI2, 50mM KCl,
0.1mM de cada dNTP, 0.25uM de cada cebador, y 2.5 unidades de Taq ADN polimerasa
(100ul finales). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp
PCR System 2400 (Perkin Elmer), bajo las siguientes condiciones de ciclado:
desnaturalizacion inicial de 94°C por 5min, seguido de 40 ciclos de 94°C por 15 segundos,
15 segundos a 62°C (temperatura éptima para los cebadores utilizados), 25 segundos a
72°Cy una extensidn final de 5 minutos a 72°C.

4. Extraccién de ADN - Protocolo Chen y colaboradores, 2008 ']

El procedimiento de alto rendimiento para la extraccion de ADN de un solo polen se

resume de la siguiente manera: al tubo conteniendo el polen aislado, se le colocd 1ul de la
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solucion de extraccién constituida por: KOH 0.1M, Tween-20 y H,0mQ. Luego, se mezcld y
centrifugd por un minuto a 1500g. La muestra se incubd a 95 + 2°C por 17 + 2 minutos.
Posteriormente se agregd 1ul de solucion TE (100mM Tris-HCI, 2mM EDTA pH=8) y se
centrifugd durante 5 minutos a 1500g. Por ultimo, se agregaron 18ul del Mix de PCR
conteniendo: 10mM de Tris-HCl pH=8.3, 3.0mM MgCl,, 50mM KCI, 0.2mM de cada dNTP,
0.25uM de cada cebador, y 1 unidad de Tag DNA polimerasa (20ul finales); y se centrifugd
por 5 minutos a una velocidad de 1500g.

El protocolo de PCR se realizd bajo las siguientes condiciones: 95°C por 5min para la
desnaturalizacion inicial, seguido de 40 ciclos de 93°C por 55 segundos, 10 segundos a
60°C, 40 segundos a 72°C y una extensidn final de 10 minutos a 72°C.

5. Extraccién de ADN - Protocolo Isagi y colaboradores, 2011 ']

La extraccién se realizd en un tubo conteniendo el grano de polen aislado, al cual se
le agregaron 2ul de solucion de extraccion conteniendo: 0.01% SDS, 0.1mg/mL de
proteinasa K, 0.01M de Tris-HCI pH=7.8 y 0.01M de EDTA. A continuacién, la mezcla se
incubd a 56 + 2°C por 60 + 5 minutos y luego a 95+ 2°C por 10 + 2 minutos. Luego de
transcurrido el tiempo de incubaciéon se prosiguié a observar bajo lupa, la integridad del
grano de polen en la soluciéon de extraccidn. Aquellos granos de polen que resultaron
intactos luego del tratamiento por calor, fueron fracturados mecanicamente mediante la
utilizacidon de una punta de plastico.

Para llevar a cabo la amplificacién por PCR, se agregaron a los 2l de la mezcla, 23ul
del Mix de PCR conteniendo: 10mM Tris-HCl pH=8.3, 1.5mM MgCl,, 50mM KCI, 0.2mM de
cada dNTP, 0.25uM de cada cebador, y 1 unidad de Taq DNA polimerasa (25ul finales). El
protocolo de PCR se realizd bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacidn inicial a 94°C
por 5min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 30 segundos a 62°C, 30 segundos

a 72°Cy una extension final por 7 minutos a 72°C.
6. Extraccion de ADN- Protocolo modificado de Chen, 2008
Se llevd a cabo una modificacion en el protocolo descrito por Chen, el cual se detalla

a continuacidn: al tubo conteniendo el polen aislado, se les agregaron 2ul de una solucién

de KOH 0,1M. La mezcla se incubd a 65 + 2 °C por 15 + 2 minutos. Posteriormente se
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agregaron 4ul de una solucién de Tris-HCl pH=8.3 100mM, se incubd a 95 + 2°C por 10 £ 1
minutos y se centrifugd durante 5 minutos a 1500g.

Las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen total de 25pl, conteniendo: 5 pl
de la extraccidon de ADN, 10uM de cada cebador, 10mM de dNTPs, 1 Unidad de Tag DNA
polymerase, Buffer 10X, H,0mQ c.s.p. 25ul. El protocolo de PCR se realizé bajo las
siguientes condiciones: 95°C por 5min, seguido de 40 ciclos de 93°C por 55 segundos, 10
segundos a 60°C, 40 segundos a 72°C y una extensién final por 10 minutos a 72°C.

En la siguiente Tabla (Tabla 8), se resumen las condiciones generales de los cuatro

protocolos descritos para la extraccion de ADN de polen.

Tabla 8. Condiciones generales de los cuatro protocolos descritos para la extraccion de ADN de un
[160-162]

grano de polen. Reportado en

Volumen
PROTOCOLO COMPONENTES Tiempos de incubacion | Centrifugacion elPch

Tris-HCI pH=8.3 (10mM), MgCl, 60 minutos a 37 °C
Suyama 2008 (1.5mM), KCI (50mM), Proteinasa K No 100ul
(0.01%)' SDS (001%) 10 minutos a 95°C
KOH (0.1M), Tween-20, Tris-HCI . . 5 minutos a
Chen 2008 17 minutos a 95 °C 20ul
(100mM), EDTA (2mM) 1.500g
Tris-HCI pH=7.8 (0.01M), 60 minutos a 56 °C
Isagi 2011 proteinasa K (0.1g/l), EDTA (0.01M), No 25ul
SDS (0.01%) 10 minutos a 95 °C
Chen ) 15 minutos a 65 °C 5 minutos a
» KOH (0,1M), Tris-HCI (100mM) 25ul
modificado 10 minutos a 95 °C 1.500g
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lll. Resultados y Discusion

Identificacion de casos

Un total de 53 chacras comprendidas en los departamentos de Lavalleja, San José,
Colonia, Canelones, Soriano y Rocha, fueron visitadas por los investigadores de las
Facultades de Agronomia y Quimica durante las dos zafras que abarcé el proyecto CSIC
(I+D) “Flujo de transgenes entre cultivos comerciales de maiz en el Uruguay” (Responsable
Dra. ML Franco-Fraguas). En la zafra 2010-2011 se identificaron siete (7) casos con riesgo
de interpolinizacién entre cultivos GM y no-GM, mientras que en la zafra 2011-2012 se
identificaron cinco (5) casos de interés. En ambas zafras se presentaron dificultades para
encontrar cultivos de maiz que reunieran las condiciones de riesgo de interpolinizacion;
Esto ocurrid porque la oferta de semillas de maices hibridos no-GM disminuyd
considerablemente, y casi no se encontraron productores que sembraran maices no
transgénicos. A su vez, en la zafra 2010-2011 ocurrié una sequia que afectd a los cultivos,
de modo que los productores decidieron usarlo como forraje para ganado, pastoreando o
cortando las plantas cuando todavia se encontraban en crecimiento y aun no habian
cuajado las espigas para realizar el muestreo. En la zafra 2011-2012 los problemas de
sequia fueron mas leves pero igualmente afectaron varias zonas de produccién, desde

mediados de diciembre a mediados de febrero.

Analisis confirmatorio de la identidad GM y no-GM de los cultivos

Luego de determinar la identidad GM y no-GM de los cultivos de los 12 casos, se
observé que algunas plantas madres sembradas como no-GM, dieron positivas para la
presencia de transgénicos. Estos casos no fueron incluidos en el estudio. En el resto de los
casos los resultados de los analisis por DAS-ELISA y por PCR confirmaron la identidad GM y
no-GM de los cultivos, lo que fue consistente con la informacién suministrada por el
productor o el técnico responsable del cultivo.

En resumen, de los 12 casos identificados originalmente, nueve (9) fueron
considerados de mayor interés a los fines de este estudio. De estos nueve cultivos no-GM
se tomaron granos de las espigas, se produjeron los plantines correspondientes y se

analizaron las progenies para estudiar la presencia/ausencia de material GM.
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Muestreo y produccién de plantines

De los siete casos identificados en afio 2011, se colectaron un total de 261 espigas
de 13 sitios diferentes. En total, se produjeron 4892 plantines correspondientes a la
progenie de las chacras no-GM muestreadas. Por otro lado, de los cinco casos que se
identificaron en el afio 2012, se colectaron 691 espigas en 28 sitios diferentes. En total se
produjeron 8418 plantines correspondientes a la progenie de las cinco chacras no-GM

143
muestreadas 143!,

Presencia de transgenes en la progenie no-GM

El resultado de los andlisis de las progenies correspondientes a todos los casos
identificados, se presentan en la Tabla 9. Para cada caso se especifica él o los sitios
muestreados, el nUmero de plantines y bulks generados por sitio, la cantidad de bulks que
resultaron positivos para la presencia de proteina transgénica crylAb (DAS-ELISA), la
confirmacién de la presencia de transgenes por PCR (presencia de CaMVp35S y t-nos), la
identidad de los eventos involucrados en cada caso (MON810 o Bt11), y la frecuencia con
la que se observd la presencia de material GM en cada sitio.

A partir del andlisis se encontré que cuatro de los nueve casos estudiados, Casos 1,
3, 10 y 12, presentaron transgenes en la descendencia. Los eventos identificados en las
progenies coincidieron con los declarados para los cultivos GM mas cercanos. Esto hace
pensar que efectivamente ocurrié un flujo de transgenes desde los cultivos GM, a los
cultivos no-GM vecinos. A continuacién se detalla el analisis realizado para cada uno de los

cuatro casos positivos.
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Tabla 9. Andlisis de la progenie de los cultivos no-GM y estimacion de la frecuencia de inter-polinizacion minima
observada.  Sitio: area de muestreo dentro de la chacra de maiz no-GM. En los casos 10 y 12, se presentan varios sitios
juntos por encontrarse equidistantes al cultivo GM. ®) Ndmero de bulks positivos (presencia de proteina cryl1Ab) en el
total de bulks analizados por sitio.  Frecuencia minima estimada, asumiendo que hay un Unico individuo transgénico por
bulk, cuando la muestra da positiva para el test de DAS-ELISA. @ Analisis de PCR para la deteccion del gen endégenod de
maiz hmga, el promotor 35S, terminador nos, evento MON810 y evento Btll. (+) indica presencia de la secuencia
transgénica blanco, (-) indica la ausencia de la secuencia buscada. © Dias: valores negativos indican que el cultivo GM fue

sembrado antes que el no-GM. Los casos 2, 8,9, 11 no fueron analizados por PCR. Complemento de (1571

Cultivo no-GM DAS-ELISA Cultivo GM cercano

Caso Ne de
Area N2 de Frecuencia MON Area |Distancia
Bulks i a Btl1l
(ha) ... plantines | Observada 810 (ha) (m)
positivos
0.3 1.1 + + - + - 47.5 420

MON810
0, -
1 3/7 325 20.92% 14 /Bt11
2.1 0/5 259 0 1400
2 13.0 30.0 -15 MON810
2.2 0/5 279 0 1170
3.1 14/20 259 >5.41% + + - + - 0
3 2.5 0.7 1 MON810
3.2 3/20 218 >1.38% + + - + - 20
4.1 0/5 294 0 + - - - - 500
4 1.3 4.2 0/5 305 0 + - - - - 0.8 550 -7 MONS810
4.3 0/5 296 0 + - - - - 600
8.1 0/5 322 0 810
8 5.8 8.2 0/5 290 0 7.9 830 15 MONS810
8.3 0/5 312 0 860
9.1 0/5 296 0 2480
9.2 0/5 314 0 2520
9 1.7 1.1 12 MON810
9.3 0/5 309 0 2430
9.4 0/5 306 0 2470
10.1 4/5 300 >1.33% + + = + - 24
10.2 2/5 303 >0.66% + + = + - 24
10 1.4 10.3/.4 0/5 300/300 0 + - - - - 1.1 44 2 MONS810
10.5/.6 0/5 304/303 0 + - - - - 74
10.7/.8 0/5 304/301 0 + - - - - 124
11 0.1 11.1 0/2 82 0 7.9 1030 15 MON810
12.1 0/5 311 0 + = = - - 260
12.2 3/5 311 > 0.96% + + = + = 260
12.3 2/5 321 >0.62% + + = + = 260
12.4 0/5 309 0 + - - - - 280
12 10 125 1/5 305 20.33% + + - + - 115 280 5 MONS10
12.6 0/5 319 0 + - - - - 280
286/304,
12.7-9 0/5 /304/ 0 + - - - - 310
306
12.10- 308/304
0/5 By 0 + - = - - 360
12 304
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El caso 1 era un cultivo de maiz criollo de aproximadamente 3.000m?, producido para
autoconsumo y alimentacion de animales. En las cercanias de este cultivo se encontraba
un cultivo comercial de maiz GM de 47.5 ha, cuyo borde mas cercano se encontraba a 420
m en direccién SW del cultivo de maiz criollo. El cultivo GM portaba mayoritariamente el
evento Btll, sin embargo, en el sector mas cercano al maiz criollo se encontraba una
parcela con maiz transgénico evento MON810. Debido a la reducida superficie de esta
chacra, se muestred un Unico sitio. Se colectaron ocho marlos de los cuales se produjeron
325 plantines organizados en siete bulks. De estos siete bulks, tres resultaron positivos en
el test por DAS-ELISA y por PCR, por lo que al menos tres de los 325 plantines analizados
presentaron transgenes. El analisis de identificacion de eventos por PCR confirmd que los

mismos correspondieron a la variedad MONS810 (Figura 18).

420 m. - Cultivo no-GM
Cultivo GM +—>
Bt1l Mon810 8 espigas

v

325 plantines

bulks 1 2 3 4 5 6 7

Muestras GM
3/325 (Mon810)

Figura 18. Representacion grafica del caso 1 “flujo de transgenes”. El disefio es Unicamente ilustrativo.
“x” representa el sitio de muestreo dentro de la chacra no-GM. La flecha en doble direccién representa
la distancia entre el cultivo GM y no-GM. El andlisis de la progenie se realizd por bulk (conjunto de
plantines) y por sitio, mediante las técnicas de DAS-ELISA y PCR. La presencia de transgenes se

representa con el simbolo (+), la ausencia de los mismos se representa con el simbolo (-).
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En el Caso 3 el productor sembré un cultivo de maiz “Blanco Canglié” de unas
2.5ha, y junto al borde SE del mismo sembrd 0.7ha de un maiz transgénico evento
MON810. Se muestrearon dos sitios en la chacra no-GM, uno en el borde junto al maiz GM
y otro a 20 metros hacia el interior del cultivo. Del primer sitio se colectaron 11 espigas, a
partir de las cuales se produjeron 259 plantines. Estos se organizaron en cuatro bulks para
analizar por DAS-ELISA y PCR. Cada bulk, fue “abierto” en cinco grupos obteniéndose un
total de 20 sub-muestras compuestas, de las cuales 14 dieron positivas para la presencia
de transgenes. Por lo tanto, al menos 14 de los 259 individuos analizados portaron
transgenes. En el segundo sitio se colectaron 12 espigas, a partir de las cuales se
produjeron 218 plantines. Estos se organizaron en cuatro bulks, y se analizaron por DAS-
ELISA y por PCR. Tres de estos bulks, resultaron positivos para la presencia de transgenes.
Los mismos se abrieron en 5 grupos, dando lugar a 20 sub-muestras, que se analizaron
nuevamente. De estas 20 sub-muestras, tres resultaron positivas, por lo que al menos tres
individuos de los 218 resultaron GM. Por PCR se confirmd que el evento presente en las

muestras positivas fue el MON810 (Figura 19).

Cultivo no-GM
S S Cultivo GM
¢ l Mon810
12 espigas
* 11 espigas
218 plantines ¢
|_|_|_| 259 plantines
bulks 1 2 3 4
+y o+ o+ - 1 2 3 4
sub-muestreo | + + o+ +
1+ 1+ 1+ - sub-muestreo
5+ 5+ 2+ 2+
Muestras GM Muestras GM
uestras
3/218 (Mon810)
14/259
(Mon810)

Figura 19. Representacion grafica del caso 3 “flujo de transgenes”. El disefio es Unicamente ilustrativo.
“x” representa el sitio de muestreo dentro de la chacra no-GM. En este caso, el cultivo no-GM se
encontré junto al cultivo GM (0 metros de distancia). El analisis de la progenie se realizé por bulk y por
sitio mediante las técnicas de DAS-ELISA y PCR. La presencia de transgenes se representa con el simbolo
(+), la ausencia de los mismos se representa con el simbolo (-).
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El Caso 10 consistid en una chacra de maiz de 1,4 ha. sembrada con semillas del
productor, obtenidas a partir de la tercer generacién de plantas hijas de un cultivar
hibrido. A 24m al E de esta chacra (separadas por un camino), se encontraba un cultivo de
1,1ha de maiz GM, evento MON810. Para el muestreo de la chacra no-GM se definieron
dos transectas paralelas, separadas por 60 metros entre si. En cada transecta se
muestrearon cuatro sitios: un sitio en el borde mas cercano a la chacra GM vy los
subsiguientes a los 20, 50 y 100 metros hacia el interior del cultivo. Se detectaron
transgenes en los dos sitios mas cercanos a la chacra no-GM (10.1 y 10.2). Del sitio 10.1 se
colectaron 30 espigas y se produjeron 300 plantines. Estos se organizaron en cinco bulks,
de los cuales cuatro resultaron positivos para la presencia de transgenes al ser analizados
por DAS-ELISA y por PCR. Al menos cuatro individuos de los 300 analizados portaron
transgenes. En el sitio 10.2 se colectaron 19 espigas, a partir de las cuales se produjeron
303 plantines organizados en cinco bulks. Dos de estos bulks, resultaron positivo para la
presencia de transgenes. Por PCR se determind que el evento presente en las muestras

positivas fue el MON810 (Figura 20).

Cultivo no-GM
Cultivo GM

24 m.
<+—> Mon810

19 espigas
¢ 30 espigas
303 plantines ¢

| | | | | 300 plantines
bulks 1 2 3 4 5 | | | | |

Muestras GM + o+ + + -

2/303 (Mon810) Muestras GM

4/300 (Mon810)

Figura 20. Representacion grafica del caso 10 “flujo de transgenes”. El disefio es Unicamente
ilustrativo. “x” representa el sitio de muestreo dentro de la chacra no-GM. La flecha en doble direccion
representa la distancia entre el cultivo GM y no-GM. El andlisis de la progenie se realizé por bulk y por
sitio mediante las técnicas de DAS-ELISA y PCR. La presencia de transgenes se representa con el simbolo
(+), la ausencia de los mismos se representa con el simbolo (-).
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En el Caso 12, un cultivo de maiz “Blanco Cangiié” de 10ha fue sembrada a 260
metros de un cultivo de maiz GM de 11,5ha. La diferencia en las fechas de siembra de
estos cultivos fue de cinco dias. Para el muestro de la chacra no-GM, se definieron tres
transectas paralelas separadas por 90 metros entre si. En cada transecta se muestrearon
cuatro sitios: un sitio en el borde mas cercano a la chacra GM y los subsiguientes a los 20,
50 y 100 metros del borde hacia el interior del cultivo. En el sitio 12.2 se colectaron 35
espigas, a partir de las cuales se produjeron 311 plantines. Los mismos se organizaron en
cinco bulks, y se analizaron por DAS-ELISA y por PCR. Tres de los cinco bulks, resultaron
positivos para la presencia material GM, por lo que al menos tres de los 311 individuos
analizados portaron transgenes. En el sitio 12.3 se colectaron 32 espigas, produciéndose
321 plantines. Los mismos se repartieron en 5 bulks, y luego del analisis se encontré que
dos de ellos portaban transgenes. En el sitio 12.5 a 20 metros del borde del cultivo, se
colectaron 30 espigas, se produjeron 305 plantines y se formaron 5 bulks. Como resultado,
uno de los cinco bulks mostré la presencia de transgenes. Por PCR se determind que el
evento presente en todos los individuos GM encontrados, pertenecid a la variedad de maiz

MON810 (Figura 21).

Cultivo no-GM
Cultivo GM
x x X X 260 m.
X ¢ N Mon810
X X X
35 espigas 32 espigas
30 espigas ¢ ¢
¢ 311 plantines | 3|21 pIa||1tines| |
305 plantines
| | | | | 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5  bulks
buks 1 2 3 4 5 Tt o oo 4w - -
+ - - - - Muestras GM Muestras GM
Muestras GM 3/311 (Mon810) 2/321 (Mon810)

1/305 (Mon810)

Figura 21. Representacion grdafica del caso 12 “flujo de transgenes”. El disefio es Unicamente
ilustrativo. “x” representa el sitio de muestreo dentro de la chacra no-GM. La flecha en doble direccion
representa la distancia entre el cultivo GM y no-GM. El andlisis de la progenie se realizé por bulk y por
sitio mediante las técnicas de DAS-ELISA y PCR. La presencia de transgenes se representa con el simbolo
(+), la ausencia de los mismos se representa con el simbolo (-).
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Para los cuatro casos descritos, la mayor frecuencia de interpolinizacidon se
encontré en el borde del cultivo no-GM mas cercano al cultivo GM vecino y fue
disminuyendo hacia el centro de la parcela. Este comportamiento ya ha sido descrito en
otros trabajos referidos al flujo de transgenes, en donde se ha postulado que los
principales factores que determinan la polinizacidn cruzada, son la sincronia de la floracién

74-78 . .
[ ). En este estudio se observé

y las distancias entre los campos donantes y receptores
que en aquellos casos en donde los cultivos se encontraron a distancias mayores a 420m
unos de otros (Tabla 9. Caso 2, 4, 8, 9, 11), no hubo polinizacion cruzada con transgénicos.
Sin embargo, en las situaciones donde las distancias fueron menores a 500 metros (Tabla
9. Caso 1, 3, 10 y 12), pudo presenciarse este fendmeno. Cabe destacar, que en dos de los
casos en los que se observé polinizacion cruzada, las distancias entre los campos superé
los 250 metros recomendados para evitar la interpolinizacion entre las variedades de maiz
en Uruguay. Esto muestra que la recomendacidén actual no resulta suficiente para evitar el
flujo génico, al menos en las condiciones en las que se realiz6 este ensayo.

Con respecto a las fechas de floracién, ha sido demostrado que la sincronia entre la
dispersion de polen y la floracién femenina es un factor crucial para el cruzamiento del

(1631 "E| maiz produce granos de polen antes y durante la emergencia de la flor

maiz
femenina para asegurar que la mayoria de las plantas se polinicen con una planta de maiz
vecina. Normalmente se acepta que el polen de maiz se libera durante un periodo tipico

de 5-8 dias, dependiendo de la variedad [166]

. Por ello, se asume que un retraso en la
floracidon mayor a esa cantidad de dias seria suficiente para reducir el flujo de polen entre
los campos vecinos. En los casos estudiados en este trabajo, se observé que la mayor
frecuencia de interpolinizaciéon ocurrié en situaciones en donde las diferencias en las
fechas de siembra fueron minimas (1-2 dias). No obstante, estas observaciones no se
pueden atribuir Unicamente a las fechas de siembra, dado a que los cultivos involucrados
con estas caracteristicas se encontraron a distancias muy pequenas (0-20metros).

Se ha postulado que mediante el establecimiento de ciertas distancias entre los
cultivos y la sincronia en las fechas de siembra, se podria estimar la tasa de presencia

accidental de maiz GM en un cultivo no-GM 74!

. Esto resulta muy importante debido a que
se han definido limites umbrales para la presencia accidental de material GM en alimentos
derivados de maiz. La deteccién de un porcentaje mayor al 1% de contenido GM en un
alimento, implica la obligatoriedad del etiquetado del producto. No obstante, definir un

valor de distancia y sincronia en la fecha de siembra para mantener un porcentaje por
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debajo del umbral establecido en la nueva legislacidn, resulta muy dificil. Los resultados de
este trabajo muestran que el fendmeno de flujo génico se relaciona con otros factores
como el tamafo de la chacra, el drea sembrada, la orientacién y la distancia entre los
cultivos. Segun los datos de este estudio, esta distancia entre los cultivos no-GM y GM, no
deberia ser menor a los 420 metros vy las diferencias en las fechas de siembra no menor a
los 14 dias (condiciones en las que se observé una frecuencia de 0,92%). Como se observa
en la Tabla 10, el caso 3 mostré frecuencias mayores a 5% en los sitios contiguos al cultivo
GM vy frecuencias de 1,38% a una distancia de 20 metros. El caso 10 mostré frecuencias
mayores a 0,66% y 1,3% en los sitios comprendidos en el borde del cultivo no-GM a 24
metros de distancia del cultivo GM vecino. Por otra parte, el caso 1 alcanzd frecuencias
mayores a 0,9% a distancias de 420 metros del cultivo GM y el caso 12 mostré frecuencias

de 0.96% y 0,33% a 260 y 280 metros respectivamente.

Extraccidon y amplificacion de ADN de un grano de polen de maiz

Se compararon distintas estrategias de extracciéon de ADN, utilizadas especialmente
para extraer ADN de un grano de polen de maiz; el método de Suyama (2008), el de Chen
(2008), el de Isagi (2011), y una modificacién propia del método de Chen. Todos los
protocolos contaron con un paso de lisis, en donde el grano de polen se sometidé a una
solucién con sales y fue tratado a altas temperaturas para liberar el ADN. Luego de la lisis,
se prosiguié con la amplificacién por PCR de distintas regiones blanco dentro de la
secuencia del ADN del polen.

En primer lugar, todos los productos de las extracciones fueron analizados por PCR
para detectar una secuencia especifica de la especie Zea mays. En este caso, se eligié una
region de 225 pb del gen de la invertasa de maiz. A partir de este analisis se observé que
los Unicos protocolos que lograron rendir ADN amplificable por PCR, fueron los de Chen
(2008) y el correspondiente a su modificacién (Figura 22). Los dos protocolos restantes,
descritos por Suyama (2008) e Isagi (2011) respectivamente, no lograron amplificar ADN
del polen. Esto pudo deberse a la escasa presencia de molde de ADN para la amplificacion,
o a la presencia de inhibidores de la PCR.

La presencia de los inhibidores fue monitoreada mediante la amplificacién de un
Control Interno Positivo (CIP), que consistio en una secuencia de ADN que no estd

presente en la muestra (exdgena) y que es facilmente detectable utilizando el par de
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cebadores adecuados. Tras el ensayo, la amplificacién del CIP demuestra la ausencia de
inhibidores de la PCR en la muestra estudiada *®*!. Para este caso se eligio como CIP, una
secuencia de ADN de manzana detectable con los cebadores universales descritos por

[164]

Taberlet y colaboradores (1991) . Estos cebadores se encuentran dirigidos hacia el

intron trn-/ presente en los cloroplastos de especies vegetales, incluida la manzana (malus

167
[ ], estos cebadores

sp.). Debido a que el polen de maiz no contiene cloroplastos
representan una buena eleccidn para el analisis de inhibicion.

Los resultados de este andlisis (que aqui no se muestran), ciertamente revelaron la
existencia de inhibicién de la PCR cuando se utilizaron los protocolos descritos por Suyama
e Isagi. Esta inhibicién pudo darse por la presencia de componentes interferentes o
inactivadores de la enzima polimerasa contenidos en la solucién de lisis, tales como la
proteinasa K, o el detergente SDS [159]

Como se comentd anteriormente, el método de Chen y el método de Chen
modificado rindieron los mejores resultados de amplificacién por PCR, tanto para un solo
grano de polen, como para diez granos de polen. Asimismo, el método modificado de
Chen fue el de mejor rendimiento, logrando obtener una banda nitida del tamafio
esperado (225pb) en el gel de poliacrilamida al 12% (Figura 22, carril 8 del panel A y carril 3
y 4 del panel B). Dicho método resultd ser el mas sencillo, debido a que sdlo utiliza una
solucion de lisis con KOH y Tris-HCl, sumado a dos rondas de incubacidén a altas
temperaturas y una centrifugacién a bajas velocidades. La diferencia exitosa de esta
modificacion respecto al protocolo original, parece estar en la eliminacién del detergente
Tween-20 y el agente quelante EDTA que podrian interferir con la actividad de la ADN
polimerasa en la reaccién de PCR [104]

Por otra parte, a partir del ADN extraido utilizando el protocolo de Chen y su
modificacion, se realizé una PCR con los cebadores HMGAF/R, también especificos para
maiz, pero que amplifican un fragmento mas pequefio de 79 pares de bases. Se obtuvieron
resultados similares a los ilustrados para los cebadores IVR1/2. Ambos protocolos,
probados con uno y diez granos de polen, permitieron la amplificacion de la region

especifica para maiz, siendo el método modificado el que mostré bandas de mayor

intensidad (no se muestra).
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225pb

Figura 22. Visualizacion de los productos de PCR obtenidos tras la amplificacion de una region del gen
de la invertasa de maiz (225pb), sobre el ADN extraido de polen, segtin los distintos protocolos
descritos. Panel A (izquierda): MM- Marcador de peso molecular 100pb (DNA Ladder), 1- ADN extraido
de 1 grano de polen utilizando el protocolo de Suyama (2008), 2- ADN extraido de 10 granos de polen
utilizando el protocolo de Suyama (2008), 3- ADN extraido de 1 grano de polen siguiendo el protocolo
de Chen (2008), 4- ADN extraido de 10 granos de polen siguiendo el protocolo de Chen (2008), 5- ADN
extraido de 1 grano de polen utilizando el protocolo de Isagi (2011), 6- ADN extraido de 10 granos de
polen utilizando el protocolo de Isagi (2011), 7- ADN extraido de 1 grano de polen siguiendo el protocolo
modificado de Chen (2008), 8- ADN extraido de 10 granos de polen siguiendo el protocolo modificado
de Chen (2008), 9- Control positivo de PCR (ADN extraido de hojas de maiz), 10- Control negativo de PCR
(sin ADN). Panel B (derecha): MM- Marcador de peso molecular 100pb, 1- ADN extraido de 1 grano de
polen siguiendo el protocolo de Chen (2008), 2- ADN extraido de 10 granos de polen siguiendo el
protocolo de Chen (2008), 3- ADN extraido de 1 grano de polen siguiendo el protocolo modificado de
Chen (2008), 4- ADN extraido de 10 granos de polen siguiendo el protocolo modificado de Chen (2008),
5- Control positivo de PCR (ADN extraido de hojas de maiz), 6- Control negativo de PCR (sin ADN).

Luego de comprobar que los protocolos lograron extraer el ADN del polen, de forma
amplificable y sin inhibidores de la PCR, se intenté detectar la presencia del promotor 355
presente en las variedades transgénicas de maiz. Asimismo se buscd detectar el evento
transgénico MON810, por ser la variedad de maiz de donde se colectd el polen estudiado
(Figura 23, panel A y B respectivamente). En el panel A de la Figura 23 (correspondiente a
la electroforesis en poliacrilamida al 12%) se observa que todas las muestras analizadas
revelan una banda de aproximadamente 82 pares de bases, correspondiente a la
secuencia del promotor 35S del virus del mosaico del coliflor. A su vez, en el panel B se
observan bandas de un tamano aproximado de 170 pares de bases, que se corresponden
con el tamafio de la secuencia especifica del evento MONS810. Estos resultados
demuestran que ambos protocolos (Chen y Chen modificado), utilizando uno o diez granos
de polen, fueron capaces de rendir ADN de buena calidad amplificable con distintos juegos
de cebadores especificos. No obstante, los mejores resultados se observaron tras la

utilizacidn del protocolo de Chen modificado por nuestro grupo.

“Deteccidn y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular”
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82 pb

Figura 23. Visualizacion de los productos de PCR obtenidos tras la amplificacion del promotor 35S
(82pb) y la amplificacion del evento especifico MON810 (170p). Panel A (izquierda): MM- Marcador de
peso molecular 50pb (DNA Ladder), 1- ADN extraido de 1 grano de polen siguiendo el protocolo de Chen
(2008), 2- ADN extraido de 10 granos de polen siguiendo el protocolo de Chen (2008), 3- ADN extraido
de 1 grano de polen siguiendo el protocolo modificado de Chen (2008), 4- ADN extraido de 10 granos de
polen siguiendo el protocolo modificado de Chen (2008), 5- (-), 6- Control positivo de PCR (ADN extraido
de hojas de maiz de la variedad MON810), 7- Control negativo de PCR (sin ADN). Panel B (derecha):
MM- Marcador de peso molecular 50pb, 1- ADN extraido de 1 grano de polen siguiendo el protocolo de
Chen (2008), 2- ADN extraido de 10 granos de polen siguiendo el protocolo de Chen (2008), 3- ADN
extraido de 1 grano de polen siguiendo el protocolo modificado de Chen (2008), 4- ADN extraido de 10
granos de polen siguiendo el protocolo modificado de Chen (2008), 5- Control positivo de PCR (ADN
extraido de hojas de maiz de la variedad MON810), 6- Control negativo de PCR (sin ADN).

Finalmente, es importante destacar que se logré poner a punto y desarrollar una
técnica facil y rapida para la extraccién y amplificacién por PCR de un solo grano de polen,
que sélo requiere de algunas técnicas basicas de biologia molecular. No obstante, debe
tenerse en cuenta que los principales problemas o dificultades asociadas a ésta, son
causados por las pequefas cantidades de ADN molde para la PCR. Por lo tanto, debe
prestarse mucha atencidn durante los procedimientos de la extraccién para asegurar el
éxito de la misma, y para evitar posibles contaminaciones con otros ADN.

A su vez, todas las condiciones de PCR, incluyendo el disefo de los cebadores, la
temperatura de annealing, el nimero de ciclos y la seleccién de la polimerasa deben ser
optimizados para la amplificacidn del ADN extraido, ya que el mismo se encuentra en muy
pequenas cantidades y puede contener inhibidores de la PCR. Los cebadores fueron

elegidos para ser especificos y complementarios con la secuencia diana. En el caso del
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polen la cantidad de molde de ADN es extremadamente bajo y no se recomienda
cebadores comunes o universales, ya que incluso un bajo nivel de desapareamiento de

168 e /.
[168] por ultimo, las altas tasas de éxito

bases (mismatches) puede afectar el experimento
de la amplificacion se alcanzaron cuando la regidn diana para la amplificacién fueron
menores a los 200 pares de bases.

Como se comentd anteriormente, la importancia de este tipo de desarrollo reside en
que tiene el potencial de facilitar la estimacién de la ocurrencia del flujo de polen, a través
del seguimiento directo del movimiento de los granos individuales. A la vez, permite el
estudio genético de productos alimenticios que contienen granos de polen, tales como la
miel. La miel puede contener entre 0,1 a 0,5% de polen y éste puede provenir total o
parcialmente de plantas transgénicas. Este fendmeno, que ha sido comprobado, podria
constituir un problema para los paises exportadores de miel que quieren comercializar sus
productos como naturales y organicos. Este es el caso de Uruguay, quien exporta gran
parte de la produccion de miel a paises europeos. En el afio 2011 empresas alemanas
frenaron la importacion de mieles uruguayas, argumentando que contenia polen

transgénico, lo que impidid la exportacién de miel de nuestro pais a dicha region.
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l. Deteccion de OGM en alimentos _

I. Introduccion

En mds de 30 paises se ha adoptado una legislacion especifica para el control de la
produccién de los OVGM y de los alimentos que los contienen 551 En Jos altimos anos, se
dictaron diversas normas que imponen la obligacién de identificar a los “alimentos
genéticamente modificados o transgénicos” que se comercializan, a través de leyendas en
el rétulo o bien mediante la exhibicién de listas de productos que los contienen en los
puntos de venta al publico [931,

Uruguay avanzé en este tema primero mediante la redaccién de un proyecto de ley,
presentado por parte de un equipo interdisciplinario al Parlamento en Julio de 2013, el
cual exigia el etiquetado obligatorio de los alimentos compuestos o derivados de
organismos genéticamente modificados. EI mismo buscaba “promover el derecho de los
consumidores al acceso a informacion clara sobre la trazabilidad de los alimentos
procedentes de OGM, garantizdndoles la eleccion y contribuyendo a las transacciones
justas entre vendedor y comprador”. A su vez, proponia realizar el seguimiento de estos
alimentos para poder detectar e identificar “cualquier efecto directo, indirecto, inmediato,
diferido o imprevisto, que estos puedan producir en la salud humana o el ambiente después

991 i bien este proyecto de ley no fue aprobado, a fines del afio

de su comercializacion”
2013 la Junta Departamental de Montevideo aprobd el Decreto N° 34.901, que establece
la obligatoriedad del etiquetado en los alimentos que contienen mas de un 1% de material
GM, y que se comercializan en el departamento (productos nacionales e importados). Esta
normativa comenzo a implementarse en el mes de enero del 2015.

Si bien hasta el afno 2010 se encontraban aprobados para consumo directo
Unicamente dos eventos transgénicos para maiz (Btll y MON810), a la fecha Uruguay
tiene autorizados diez eventos diferentes y otros tantos se encuentran en etapa de
evaluacidon agrondmica. Esto muestra la necesidad de poner a punto, a corto plazo,
técnicas moleculares de trazabilidad que permitan detectar y cuantificar de forma rapida y
sencilla, los OGM que pudieran estar presentes en los alimentos.

El presente trabajo plantea desarrollar e innovar en técnicas de biologia molecular

para detectar y cuantificar transgénicos en muestras reales de alimentos, y de esta forma

facilitar y fortalecer los sistemas de control, a la vez de obtener datos originales.
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Il. Materiales y Métodos

Para llevar a cabo la deteccidon y cuantificacion de OGM en alimentos se siguid la
estrategia metodoldgica ilustrada en la siguiente figura (Figura 24). Se buscé obtener ADN
gendmico en buena cantidad y calidad, para luego detectar mediante la estrategia de
screening de OGM por PCR, la presencia del CaMVp35S y del t-Nos. Las muestras positivas
fueron analizadas en busca de los eventos MON810, Btll, GA21, TC1507 y Btl76.

Finalmente se realizé la cuantificacidn del promotor CaMVp35S mediante qPCR.

Homogeinizacion de la muestra

Extraccion de ADN del alimento
Método CTAB *

Cuantificacion del ADN obtenido

Presencia de ADN de maiz por PCR en punto final

deteccién del gen enddgeno de maiz hmga *

| 1
Sl No

Screening de OGM *
Deteccion del p35Sy t-Nos

Prueba de
inhibicion de la PCR

1- PCR en punto final
2- PCR en Tiempo Real (SYBR GReen) **

3- PCR en Tiempo Real (TagMan Kit) Purificacion del ADN
I Re-extraccion de ADN
| |
Presencia de Ausencia de OGM que
OGM contienen p35S y/o t-Nos

Identificacion de eventos *
MONS810, BT11, GA21, TC1507, BT176

1- PCR en punto final
2- PCR en Tiempo Real (SYBR Green) **

Cuantificacion de OGMs *

1- PCR en Tiempo Real (SYBR Green) **
2- PCR en Tiempo Real (TagMan kit)

Figura 24. Esquema metodoldgico utilizado para la deteccidn, identificacion y cuantificacion de OGM
en materias primas y alimentos. * Protocolos validados internacionalmente. ** Previo al analisis de los
alimentos las PCR en Tiempo Real con SYBR® Green fueron puestas a punto siguiendo los parametros de
validacion: selectividad, especificidad, sensibilidad, exactitud, linealidad, LOD y LOQ.
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Materiales de Trabajo

1. Muestras de Alimentos

Los alimentos a estudiar fueron cedidos por el Laboratorio de Bromatologia de la
Intendencia de Montevideo en el marco del convenio N° 3061/93 y por el responsable del
Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria. Fueron muestreados del mercado local
e internacional, varios productos a base de maiz elaborados en distintos paises: Argentina,
Uruguay, Brasil, Chile, México, Espaiia, Francia, Alemania y Estados Unidos. Se eligieron
para el andlisis los siguientes alimentos: cereales, tortillas, granos y productos de copetin
(snacks), los cuales fueron identificados con numeros del 1 al 51. Del total, 21 se
encontraron en los comercios de Uruguay y 30 en el mercado internacional (ver

informacién detallada en Anexo lll).

2. Materiales de referencia

Para evaluar la especificidad y la sensibilidad de las técnicas de detecciéon de OGM vy
para validar los ensayos de identificacién y cuantificacion de los mismos, se utilizaron
Materiales de Referencia Certificados (MRC) importados desde el Institute for Reference

Materials and Measurements (IRMM, Bélgica) [146]

. Se emplearon como controles
positivos, harinas certificadas de seis variedades de maiz GM: MON810, Btll, GA21,
NK603, TC1507 y Bt176, y como control negativo sus respectivos blancos no-GM (blank).
Los cédigos y contenidos de cada uno se describen a continuacién (ver informacion

detallada en Anexo lll):

e ERM-BF412f, Bt-11 MAIZE (5%GM) - ERM-BF412a, Bt-11 MAIZE (blank 0%GM)

e ERM-BF413gk, MON 810 MAIZE (10%GM) - ERM-BF413ak, MON 810 MAIZE (blank 0%GM)
e ERM-BF414f, GA21 MAIZE (5%GM) - ERM-BF414a, GA21 MAIZE (blank 0%GM)

e ERM-BF411f, Bt-176 MAIZE (5% OGM) - ERM-BF411a, Bt-176 MAIZE (blank 0% OGM)

e ERM-BF415f, NK603 MAIZE (5% OGM) - ERM-BF415a, NK603 MAIZE (blank 0%0GM)

e ERM-BF418d, TC1507 MAIZE (10%0GM) - ERM-BF418a, TC1507 MAIZE (blank 0%0GM)




l. Deteccion de OGM en alimentos

Extraccion de ADN

Con el fin de minimizar los errores del andlisis y realizar un muestreo representativo,
los alimentos fueron homogenizados minuciosamente previo a la toma de muestra y
pulverizados con Nitrégeno liquido antes de la extraccion del ADN.

La extraccién de ADN se realizo siguiendo el protocolo de Doyle & Doyle (1987) [158]
con algunas modificaciones que se detallan en el Anexo I. Aproximadamente 2 gramos de
alimento, fueron colocados en un mortero limpio para su pulverizacién con Nitrégeno
liguido. Posteriormente se tomé 100 mg del pulverizado y se lo colocé en un tubo de
2.2ml. Se agregd 1 ml de solucidn de extracciéon de CTAB y se incubd durante 60 £ 5
minutos, a 65 + 2°C. Una vez concluida la incubacidn, se prosiguid con pasos de
desproteinizacion y precipitacion descritos en el Anexo . La concentracion del ADN
extraido se calculé mediante lecturas de absorbancia a 260nm, en un espectrofotémetro
de microvoliumenes (NanoDrop, Thermo Scientific, EE.UU). La pureza del acido nucleico se
estimé a partir de la relacidon de absorbancia a 260nm/280nm. Se consideraron puras las
muestras de ADN cuya relacion Abs260/Abs280 se situd entre 1,6 y 1,8 [159]

Cada muestra de ADN fue diluida en H,0mQ hasta una concentracion final de
100ng/ul para ser utilizada en los ensayos de PCR en punto final y 25ng/ul para ser
utilizada en la PCR en Tiempo Real. Las mismas fueron almacenadas en freezer a -20°C

hasta su posterior utilizacién.

Deteccion de maiz mediante PCR en Punto Final

El producto resultante de cada extraccion fue analizado por PCR en punto final, para
confirmar la presencia de ADN de maiz y descartar la presencia de inhibidores de la PCR.
Para ello, se buscé amplificar el gen enddégeno hmga (High mobility group proteins), que
codifica para una proteina del grupo de alta movilidad de esa especie.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 25ul, cada tubo
conteniendo: 1ul de ADN molde (100ng/ul), 1ul del cebador directo (10uM), 1ul del
cebador reverso (10uM), 0.25ul de dNTPs (10mM), 0.25ul Immolase DNA polymerase (1U),
2.5ul Buffer 10X, 1.25ul MgCl, (50mM), H20mQ c.s.p. 25ul.
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Los cebadores utilizados fueron obtenidos del Compendio de métodos de referencia

para el analisis de OGM de la UE [142] (Tabla 10).

Tabla 10. Cebadores utilizados para la deteccion del gen hmga de maiz. Reportados por el Joint

Research Centre (JRC) de la Unién Europea a2

CEBADOR | NOMBRE Secuencia 5°- 3" Tm® Tamafio Temp. METODO
| amplicén | trabajo |

Directo HMGA-F TTG GAC TAG AAA TCT CGT GCT GA
79 pb 60°C QT/Zm/020
Reverso HMGA-R GCT ACATAGGGAGCCTTGTCCT 62.1

La amplificacién del ADN se llevd a cabo en un termociclador Maxygen Terminal
Cycler T1000 (Axygen EE.UU), el cual se programé para realizar 4 minutos de
desnaturalizacion inicial a 94°C, seguida de 33 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
60°Cy 30 segundos a 72°C. Por ultimo una extension de 7 minutos a 72°C.

La visualizacién de los productos de PCR se realizé a través de una electroforesis en

acrilamida al 12%, utilizando para su revelado la técnica de tincién en plata (ver Anexo Il).

Screening de OGM

El rastreo de OGM en los alimentos fue efectuado en dos plataformas distintas, PCR
en punto final y PCR en Tiempo Real, con el fin de comparar las sensibilidades y los limites
de deteccion de cada una de ellas. El screening por PCR en punto final se llevd a cabo
siguiendo los métodos de referencia del Joint Research Centre (ver apartado siguiente). El
screening por PCR en Tiempo Real se realizdé con la quimica de SYBR® Green vy
paralelamente utilizando sondas especificas de tipo TagMan®. El protocolo de deteccidn
con SYBR® Green fue puesto a punto y verificado antes de realizar el analisis de los
alimentos, mientras que la deteccidon con sondas TagMan® se llevd a cabo directamente
sobre estos, utilizando kits validados internacionalmente (ver mds adelante).

Para el screening de OGM se eligieron como secuencias diana de deteccién al
promotor CaMVp35s y el terminador Nos (t-Nos), por encontrarse en la totalidad de los
eventos de maiz autorizados en el pais y en gran parte de los eventos liberados en los
paises que comercializan sus productos en Uruguay. Como se ilustra en la Tabla 11, de los

diez eventos de maiz liberados en Uruguay, siete contienen tanto el CaMVp35S como el
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t-Nos, mientras que dos poseen Unicamente al promotor mencionado y uno solamente a
la secuencia terminadora.

Para detectar la presencia de OGM en alimentos también suelen buscarse las
secuencias del promotor del virus del mosaico del higo (FMV), y el gen bar de
Streptomyces hygroscopicus que codifica para la enzima fosfoinotricin-acetil transferasa

[117,121]

(pat), de tolerancia al glufosinato de amonio Estas secuencias son blancos

frecuentes de los kits comerciales para la deteccién de OGM.

Tabla 11. Secuencias génicas presentes en los eventos de maiz autorizados en Uruguay. Sl: la
secuencia se encuentra presente en la construccidn del evento, NO: la secuencia no se encuentra
presente. ) E| evento de maiz Bt176 no se encuentra autorizado en Uruguay, pero si en Argentina y
EEUU que comercializan gran parte de sus productos en nuestro pais.

Nombre del EVENTO de maiz | Promotor CaMVp35s Promotor FMV

MON810 (MON-00810-6)

BT11 (SYN-BTO11-1) N S| NO NO
NK603 (MON-00603-6) N S| NO NO
TC1507 (DAS-01507-1) N NO NO NO
GA21 (MON-00021-9) NO S| NO NO
GA21 X BT11 N S| NO NO
MON810 x NK603 N| S| NO NO
TC1507 X NK603 N S| NO NO
MON89034 X TC1507 X NK603 N| S| S| NO
Bt1l X GA21 X MIR162 N S| NO NO
Bt176* N| NO NO S|

1. Screening de OGM mediante PCR en punto final

Para la deteccién del CaMVp35s y del t-Nos por PCR convencional, se utilizaron los
cebadores del Compendio de Métodos de Referencia del JRC (método SC/ELE/012) 421
detallados con anterioridad en la Tabla 5 (Trabajo Experimental | pag.67). Cada elemento
fue detectado en reacciones de PCR separadas, utilizando las mismas condiciones de
ciclado e iguales concentraciones de reactivos.

Las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen total de 25ul, conteniendo: ADN

molde (100ng/ul), Cebador directo (10uM) Cebador reverso (10uM), dNTPs (10mM),
Immolase DNA polymerase (1U), Buffer 10X, MgCl, (50mM), H,0mQ c.s.p. 25pl.

“Deteccién y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular


http://www.cus.org.uy/biotecnologia/cultivos-aprobados#MAIZ BT11
http://www.cus.org.uy/biotecnologia/cultivos-aprobados#MAIZ NK603
http://www.cus.org.uy/biotecnologia/cultivos-aprobados#MAIZ GA21
http://www.cus.org.uy/biotecnologia/cultivos-aprobados#GA21xBT11

l. Deteccion de OGM en alimentos

El ciclado se realizé6 en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer). El
aparato fue programado para realizar 4 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C,
seguido de 35 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C y 30 segundos a 72°C. Por
ultimo un ciclo de 7 minutos a 72°C.

La visualizacién de los productos de PCR se realizé a través de una electroforesis en
acrilamida al 12%, utilizando para el revelado, la técnica de tincion en plata (ver Anexo Il).
Paralelamente al andlisis de las muestras se ensayd un control negativo o blanco de PCR

(sin ADN molde) y un control positivo conteniendo la secuencia génica blanco.

2. Puesta a punto del screening de OGM por PCR en Tiempo Real (SYBR®
Green)

El protocolo elegido como guia para el screening de OGM por qPCR (SYBR® Green),
fue el propuesto por Barbau-Piednoir y colaboradores en el afio 2010 M7 El mismo
consiste en la amplificacién de las secuencias del promotor 35S y del terminador nos,
mediante el uso de cebadores especificos y la deteccién de los productos amplificados a
partir de la sefial fluorescente emitida por el agente intercalante SYBR® Green. Dicho
protocolo, al igual que el descrito recientemente por Barbau-Piednoir en el 2014 [121], ha
sido validado y publicado como Método de Referencia por el Joint Research Centre
(Método QL-ELE-00-17) 4%,

En primera instancia se realizé la puesta a punto del método evaluando parametros
de validacion tales como la especificidad, selectividad y eficiencia de los cebadores
utilizados, y la sensibilidad y el limite de deteccién de la técnica. Posteriormente se
prosiguio con el analisis de cada una de las muestras de alimentos.

Todas las reacciones de PCR se realizaron en el equipo ABI 7500 PCR System (Applied
Biosystems), en un volumen final de 25ul, conteniendo: 2ul de ADN (25ng/ul), 12.5ul de
SYBR® Green PCR Mastermix con ROX (Life technologies), 10uM de cada cebador y H,0
c.s.p. 25ul. Se aplico el siguiente programa de ciclado: un Unico ciclo de activacién de la
enzima ADN polimerasa por 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacidon de 30
segundos a 95°C (desnaturalizacién), y 1 minuto a 60°C (annealing y extensién). Luego de
finalizada la reaccion de amplificacion, se prosiguié con el andlisis de la temperatura de

melting de los productos obtenidos. Para ello se programd un ascenso gradual de
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temperatura desde 60°C a 95°C y se tomaron los datos de intensidad de fluorescencia cada

30 segundos (Figura 25).

Stage Cycling Stage Melt Curve Stage

@ Continuous StepAndHold
Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2

10:00 100%  pois

\'IUGi':

60,0°C 60,0°C

01:00 00:15

Figura 25. Captura de pantalla del programa del equipo ABI 7500 PCR System (Applied Biosystems),
para la amplificacidon de secuencias blanco, utilizando SYBR® Green. El programa consistié en un ciclo
de activacion de la enzima ADN polimerasa por 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacidn
de 30 segundos a 95°C para la desnaturalizacién y 1 minuto a 60°C para el annealing y la extension. Para
el analisis de la temperatura de melting se programo un ascenso gradual de temperatura desde 60°C a
95°C, tomandose los datos de intensidad de fluorescencia cada 30 segundos.

2.1 Analisis de datos

Los valores de fluorescencia obtenidos para cada reaccion fueron normalizados
contra la sefal de fluorescencia de la sonda de referencia interna ROX (referencia pasiva).
La linea de base y el umbral (threshold) fueron calculados automaticamente por el
Software 7500 version 2.0.6 de Applied Biosystems, salvo en algunas ocasiones en donde
se recurrié al ajuste manual de estos parametros. Para cada muestra se registrd el ciclo
umbral (Ct), correspondiente al nimero de ciclo en el que la fluorescencia generada por el
SYBR® Green sobrepasb la linea de threshold.

Cuatro criterios simultaneos fueron establecidos para considerar a una muestra
como positiva: (i) cuando la sefal de fluorescencia obtenida sobrepasd la linea umbral de
deteccién, (ii) cuando se observd una senal detectable en el control positivo y no se
observé fluorescencia en el control negativo (blanco), (ii) cuando el nimero de Ct de la
muestra no sobrepasé el ciclo numero (Ct) 36,5 (ciclo correspondiente al limite de
deteccion de la técnica el cual fue definido experimentalmente), (iii) cuando el producto
de amplificacidon representd un Unico pico de temperatura en la curva de melting, con un
valor de Tm igual al obtenido para el respectivo control positivo. Para este parametro se

tolerd una desviacion de + 1 °C.
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2.2 Especificidad y selectividad de los cebadores

Se evalud la habilidad de los cebadores CaMVp35s F/R y t-Nos F/R de amplificar
Unica y especificamente la secuencia blanco correspondiente. Para ello, se analizaron
distintos materiales de referencia certificados (MRC): (i) ERM-BF412f, correspondiente a la
linea de maiz Btll conteniendo la secuencia génica p35S y t-Nos; (ii) ERM-BF413gk,
correspondiente a la linea de maiz MON810 que contiene Unicamente la secuencia del
promotor 35S; y (iii) ERM-BF414f, correspondiente a la linea GA21 el cual contiene
unicamente al terminador nos.

Por otro lado y para evaluar la existencia de falsos positivos del método, se
analizaron los materiales de referencia certificados no transgénicos (blancos no-GM).
Ademads, en cada una de las pruebas se incluyé un blancos de reaccién (sin ADN) para
evaluar la formacidn de dimeros de cebadores y la intensidad de la fluorescencia de base

del método.

2.3 Sensibilidad y calculo del Limite de deteccién (LOD)

El limite de deteccién de la técnica fue definido como la menor concentracién de
ADN transgénico (LOD relativo en %m/m) que puede ser detectada en un 95% de las
determinaciones **”!. Este limite fue calculado para ambas secuencias blanco, CaMVp35S
y t-Nos. Para ello, se corrieron cuatro réplicas del MRC de la linea NK603 (conteniendo al
p35S y al t-Nos) con distintas concentraciones de material GM: 5%, 1%, 0.1% y 0.01%
(m/m) y se definié el menor valor para el cual las cuatro réplicas dieron positivas. Con los
resultados de este andlisis se construyeron las curvas de calibracidn para cada juego de
cebadores, graficando los valores de Ct, respecto al logaritmo (log) de las concentraciones
de los MRC. A partir de las curvas de calibracién se calcularon las eficiencias de las
reacciones de la siguiente manera:

Eficiencia = 10 F/Pendiente) 1y 100

Luego de poner a punto las condiciones para la deteccidn de las dos secuencias, se
analizaron muestras de ADN extraidas de distintos alimentos procesados a base de maiz.
Cada extraccién de ADN fue analizada por duplicado colocando una cantidad de 50ng en la

reaccion de PCR.
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3. Screening de OGM mediante PCR en Tiempo Real - TagMan® Kits

El rastreo de OGM también fue realizado utilizando la tecnologia de sondas
especificas del tipo TagMan®, a partir del analisis con Kits comerciales. Para este caso se
analizaron 40 muestras correspondientes a los alimentos numerados del 12 al 51. Los
resultados de este ensayo fueron comparados con los obtenidos mediante el andlisis por
PCR convencional y PCR en Tiempo Real utilizando SYBR® Green.

El kit elegido para detectar transgénicos en alimentos fue el de la empresa
BIOTECON Diagnostics (Alemania), “foodproof® GMO Screening Kit (35S, NOS, bar, FMV)”,
compatible con el equipo de PCR en Tiempo Real, Applied Biosystems 7500. Dicho kit
utiliza cebadores especificos y sondas TagMan® fluorescentes para detectar las secuencias
del promotor 35S, el terminador nos, el gen bar, y el promotor FMV, de forma simultanea
en una Unica reaccion de PCR. El mismo es capaz de detectar 10 copias de ADN (LOD), con
un coeficiente de variacion menor al 10%, tiene una especificidad absoluta y no ha
reportado resultados de falsos positivos [169]

Antes de comenzar con el analisis de las muestras de alimentos, el kit fue verificado
internamente siguiendo las especificaciones del fabricante, analizando distintos materiales

de referencia certificados del IRMM (datos no mostrados).

Identificacidon de eventos especificos de maiz

Luego de realizar el screening de OGM en los alimentos se prosiguid con los ensayos
de identificacién de eventos. Se buscaron cuatro eventos de maiz autorizados para
consumo en Uruguay: MON810, Bt11, Ga2l, TC-1507 y un evento no autorizado Bt176,
gue podria encontrarse en los productos alimenticios por estar permitido en Argentina y
EE.UU. La estrategia general del analisis consistid en utilizar cebadores especificos que
amplifican la region de unién entre el genoma de la planta y la construccién génica,
especifica del evento buscado (estrategia evento especifica - Figura 10, pag.43). Al igual
gue para el caso anterior, la identificacidon de eventos se llevo a cabo mediante PCR en
punto final y por PCR en Tiempo Real. Cada método de identificacion por qPCR fue puesto
a punto y verificado segln pardmetros de rendimiento establecidos en las guias de

M [133]

verificacion de métodos de deteccién de OG y las normas estandares I1SO 24276,

5725, 17025 140143, 1441,
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1. ldentificacion de eventos mediante PCR en punto final.

Para la identificacién de los eventos Btl176, GA21, MONS810, Btll, TC1507, se
utilizaron los cebadores reportados en los métodos de referencia del JRC (métodos
QT/ZM/002, QT/ZM/003, QT/ZM/004, QT/ZM/006, QT/ZM/010 respectivamente) 4% Las
secuencias de los cebadores utilizados y el tamafio de los amplicones resultantes, se
resumen en la Tabla 12. Cada evento se detectd en reacciones de PCR separadas pero

utilizando las mismas condiciones de ciclado e iguales concentraciones de reactivos.

Tabla 12. Cebadores utilizados para la identificacion de los eventos de maiz MONS810, Btll, GA21,
TC1507, Bt176. Reportados por el Joint Research Centre (JRC) de la Unidn Europea (a2

B Tm Tamaio Temp. METODO
EVENTO CEBADOR Secuencia 5°- 3 L, k
°C amplicon | Trabajo Ref.

MON810-IVS-HSP-F GATGCCTTCTCCCTAGTGTTGA 60.3
QT/zZM/004
MONB810 113 pb 60°C e
MON810-CRY 1A(B)-R GGATGCACTCGTTGATGTTTG 57.9
Bt11-INS-F GCGGAACCCCTATTTGTTTA 55.3
Bt11 70 pb 60°C  QT/zM/006
Bt11-3'JUN-R TCCAAGAATCCCTCCATGAG 57.3
GA21-OTP-F GAAGCCTCGGCAACGTCA 58
GA21 133 pb 60°C  QT/zm/003
GA21-ESPS-R ATCCGGTTGGAAAGCGACTT 57.3
TC1507-F TAGTCTTCGGCCAGAATGG 58
TC1507 58 pb 60°C  QT/zM/010
TC1507-R CTTTGCCAAGATCAAGCG 54
Bt-176- CrylA(b)-F TGTTCACCAGCAGCAACCAG 59.4
Bt176 100 pb 60°C  QT/zm/002

Bt-176-IVS9PEPC-R ACTCCACTTTGTGCAGAACAGATCT 61.3

Las reacciones de PCR se efectuaron en un volumen total de 25ul, conteniendo: ADN
molde (100ng/ul), Cebador directo (10uM), Cebador reverso (10uM), dNTPs (10mM),
Immolase DNA polymerase (1U), Buffer 10X, MgCl, (50mM), H20mQ_ c.s.p. 25ul.

El ciclado se realizé en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer).
El termociclador fue programado para realizar 4 minutos de desnaturalizaciéon inicial a
94°C, seguida de 35 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C y 30 segundos a 72°C.
Por ultimo un ciclo de 7 minutos a 72°C.

La visualizacidn de los productos de PCR se realizd a través de una electroforesis en
acrilamida al 12%, utilizando para el revelado, la técnica de tincion en plata (ver Anexo Il).
Paralelamente al andlisis de las muestras se ensayd un control negativo o blanco de PCR

(sin ADN molde), y un control positivo conteniendo el elemento génico a detectar.
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2. Puesta a punto de la Identificacion de eventos por PCR en Tiempo Real
(SYBR® Green)

La identificacién de los eventos mediante esta técnica se realizé utilizando los
cebadores descritos en la Tabla 12 del apartado anterior. Cabe destacar, que los mismos se
encuentran disefiados para ser utilizados en PCR en Tiempo Real. Debido a que la mayoria
de los protocolos de identificacién de eventos descritos hasta la fecha, se basan en la
utilizacion de sondas especificas TagMan®, la estrategia de identificacion con SYBR® Green
debid ser puesta a punto y validada internamente con los materiales de referencia
certificados del IRMM. Los resultados obtenidos, fueron comparados con los
correspondientes al ensayo por PCR en punto final.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en 25ul totales, conteniendo: 2ul de ADN
(25ng/ul), 12.5ul de SYBR® Green PCR Mastermix con ROX (Life technologies), 1ul del
cebador directo (10 uM) y 1pl del cebador reverso (10 pM) y H,0mQ c.s.p. 25ul.

Se utilizé el equipo ABI 7500 PCR System (Applied Biosystems), el cual se programo
de la siguiente manera: un ciclo de activaciéon de la enzima ADN polimerasa por 10
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacion de 30 segundos a 95°C para la
desnaturalizacion, y 1 minuto a 60°C para el annealing y la extension. Luego de finalizada
la reaccion de amplificacion, se prosiguid con el analisis de la temperatura de melting de
los productos obtenidos. Para ello se programé un ascenso gradual de temperatura desde
60°C a 95°C y se tomaron los datos de intensidad de fluorescencia cada 30 segundos.

El andlisis de los datos, y los criterios de aceptacién para considerar una muestra
como positiva, se siguieron de igual forma que para el screening de OGM por SYBR® Green

(Ver apartado “Analisis de datos”, pag. 96).

2.1 Especificidad y selectividad de los cebadores

Se evalud la habilidad de los cebadores para amplificar Unica y especificamente los
eventos de transformacion correspondientes. Cada juego de cebadores fue probado sobre
los materiales de referencia certificados del evento especifico y sobre las demas lineas
transgénicas. A su vez, se analizaron los controles no-GM y los blancos de PCR (sin ADN),
para evaluar la existencia de falsos positivos del método, la formacién de dimeros de

cebadores y la intensidad de fluorescencia de base de la técnica.

100




Il. Deteccion de OGM en alimentos

2.2 Sensibilidad y calculo del Limite de deteccién (LOD)

Al igual que para el método de screening de OGM por SYBR® Green, el limite de
deteccion fue definido como la menor concentracién de ADN transgénico (LOD relativo en

(137 para cada

%m/m) que puedo ser detectada en un 95% de las determinaciones
estrategia evento especifica se corrieron distintas concentraciones del MRC
genéticamente modificado correspondiente, con un contenido GM de 5%, 1%, 0.1% vy
0.01% y se definié el menor valor para el cual se obtuvo una sefal de fluorescencia por
encima del umbral detectable. Para el evento Mon810 y el evento TC1507 la mayor
concentracién ensayada fue de 10% GM. A partir de los resultados de este andlisis, se
generaron las curvas de calibracién y se calcularon las eficiencias de reaccién como se
mostro anteriormente.

Luego de poner a punto las condiciones del ensayo se prosiguié con el analisis de las
muestras de ADN extraidas de los distintos alimentos procesados a base de maiz. Cada

alimento se analizé por duplicado, colocando una cantidad del ADN extraido de 50ng

finales en la reaccion de PCR.

Cuantificacion de OGM mediante qPCR

1. Cuantificacién mediante sondas TagMan® - Kit comercial

Las muestras que resultaron positivas para la presencia de la secuencia transgénica
p35S, fueron cuantificadas utilizando el kits de la empresa BIOTECON Diagnostics
“foodproof® GMO 35S Maize Quantification Kit”. Este kit detecta especificamente al
promotor 35S del virus del mosaico del coliflor (CaMVp35S) y al gen de la invertasa de
maiz (ivr), permitiendo el calculo del porcentaje de material GM en dicha especie. El limite
de deteccion del kit se encuentra en 25 copias de la secuencia blanco y el limite de
cuantificacion en 0.1% GM (m/m) [169]

A diferencia de otros kits de cuantificacién que determinan individualmente la
cantidad de cada evento especifico, este kit permite abarcar una mayor cantidad de
material transgénico, ya que detecta a todos aquellos OGM que contienen el promotor

35S. A pesar de ello, la limitante del mismo reside en que no logra detectar a los OGM que

carecen de este elemento (ej. el evento GA21).
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2. Aproximacion a la cuantificacion de OGM por qPCR (SYBR® Green)

2.1 Curvas de calibracién y calculo del Limite de Cuantificacion (LOQ)

La aproximacion a la cuantificacién de OGM mediante SYBR® Green, se realizd
disefiando dos curvas de calibracién, una para el gen enddégeno de maiz hmga
(normalizador) y una para al promotor 35S. Las curvas fueron construidas utilizando
diluciones del MRC de la linea NK603 (5% GM), conteniendo aproximadamente 100, 50,
10, 1y 0,1 ng de ADN gendmico. Estas concentraciones corresponden a 18348, 3670, 367 y
36 copias del genoma haploide de maiz (considerando el valor 1C de la especie), y 917,
184, 18 y 2 copias de material GM respectivamente.

Los valores obtenidos de Ct fueron graficados con respecto al logaritmo (log) del
producto amplificado y tras la regresion lineal, se obtuvo el coeficiente de correlacion (R?)
y la pendiente. A partir del valor de esta ultima, se calcularon las eficiencias de cada
reaccion.

El limite de cuantificacidon (LOQ) fue definido como la menor cantidad de material
transgénico que pudo determinarse cuantitativamente con un nivel aceptable de precision

y exactitud, y se estimod a partir de las curvas de calibracion [138]

2.2 Cdlculo del porcentaje de OGM

Para cada muestra se determiné mediante interpolacidn con las curvas patrén, las
cantidades correspondientes a la diana especifica y al gen de referencia. El contenido de
OGM (porcentaje) se estimé como el cociente entre la cantidad de secuencias de p35S
sobre la cantidad de gen enddgeno, multiplicado por 100 (%). Los cdlculos se realizaron
utilizando una planilla de calculo especialmente disenada para trazar las curvas patrén,
calcular las eficiencias de reaccion, calcular las concentraciones para cada secuencia
blanco y estimar el contenido (porcentaje) de OGM en las muestras, tomando en cuenta
las desviaciones de la técnica y un factor normalizador que contempla la diferencia entre
las eficiencias de las dos curvas patrén.

Para amplificar la secuencia del promotor 35S se utilizd el juego de cebadores
CaMVp35S F/R (ver Tabla 5, pag. 68) y para amplificar el gen hmga, se utilizaron los
cebadores HMGAF/R (ver Tabla 10, pag. 93).
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Las reacciones se llevaron a cabo en 25ul totales, conteniendo: 2ul de ADN
(25ng/ul), 12.5ul de SYBR® Green PCR Mastermix con ROX (Life technologies), 1ul del
cebador directo (10 uM) y 1ul del cebador reverso (10 uM) y H,0mQ c.s.p. 25ul. Se utilizé
el equipo ABI 7500 PCR System (Applied Biosystems), el cual se programd de la siguiente
manera: un ciclo de activacidon de la enzima ADN polimerasa por 10 minutos a 95°C,
seguido de 40 ciclos de amplificacidon de 30 segundos a 95°C para la desnaturalizacién, y 1
minuto a 60°C para el annealing y la extension. Luego de finalizada la reaccién de
amplificacidn, se prosiguid con el andlisis de la temperatura de melting de los productos
obtenidos. Para ello se programé un ascenso gradual de temperatura desde 60°C a 95°Cy
se tomaron los datos de intensidad de fluorescencia cada 30 segundos.

El andlisis de los datos, y los criterios de aceptacién para considerar una muestra
como positiva, fueron los que se utilizaron para el screening de OGM por SYBR® Green (ver

apartado “Andlisis de datos”, pag. 96).
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lll. Resultados y Discusion

Puesta a punto del Screening de OGM mediante PCR en Tiempo Real
(SYBR® Green)

1. Especificidad de los cebadores CaMVp35S F/R y t-Nos F/R

Los cebadores utilizados para detectar al promotor CaMVp35S y los utilizados para
detectar el terminador nos, resultaron ser selectivos y especificos. Para el par CaMVp35S
F/R, se obtuvieron sefiales de fluorescencia por encima del umbral detectable, en las
lineas transgénicas (MRC) MONS810 y Btll que contienen al promotor 35S (Ct=28,8 y
Ct=29,7 respectivamente). No se detecto sefial en la linea de maiz GA21, tampoco en los
MRC no transgénicos (blancos), ni en el control negativo de PCR (sin ADN), que carecen de
dicho elemento (Tabla 13). Debido a que no se observd la presencia de falsos positivos en
este ensayo, la especificidad para el juego de cebadores CaMVp35S F/R se considerd de
100%.

Para el par de cebadores t-Nos F/R, se observaron sefales de fluorescencia por
encima del umbral detectable, en las lineas transgénicas Btl1 y GA21, que contienen en su
construccion a la secuencia terminadora nos (Ct= 29,1 y Ct=29,5 respectivamente). No se
detectaron sefales de fluorescencia para la linea transgénica MON810 que no posee la
secuencia t-Nos, ni para los blancos no-GM, o para el control negativo de PCR (sin ADN)
(Tabla 13). La especificidad obtenida para el juego de cebadores t-Nos F/R, fue establecida
en 100%.

Luego de visualizar las curvas de fluorescencia para cada MRC, se prosiguié con el
analisis de las temperaturas de melting (Tm) de los productos amplificados con los dos
juegos de cebadores (Figura 26). La curva de disociacién obtenida con el par CaMVp35S
F/R sobre los MRC de la linea MONS810 y Bt11, resultd en un pico Unico de Tm= 80 + 1°C. El
mismo es caracteristico de la secuencia del promotor 35S buscada. Cabe destacar que este
pico no fue observado en el control de la linea GA21, ni en los blancos no-GM, o en el
control negativo de PCR (sin ADN), que carecen de esta secuencia. No obstante, para estos
ultimos controles, se observéd un leve pico de Tm= 62 = 1°C, cuya intensidad de

fluorescencia resulté insignificante respecto a la obtenida para el pico de Tm= 80 + 1°C.
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Este pico inespecifico podria estar indicando la formacion de dimeros de cebadores y/o a

la presencia de una sefial de fluorescencia de base de la técnica.

Tabla 13. Ensayo de especificidad y selectividad para el juego de cebadores CaMVp35S F/R y t-Nos
F/R. Se representan los valores obtenidos del ciclo umbral (Ct) y las temperaturas de melting (Tm) para
los Materiales de Referencia Certificados, lineas transgénicas MON810, Btll y GA21, y para sus
respectivos blancos no transgénicos. Sl: la secuencia blanco esta presente; NO: la secuencia blanco esta
ausente; (-) No hubo amplificacion o la misma se encontré por debajo del limite de deteccién, con
valores de Ct >36,5. (*) pico de Tm no caracteristico para la secuencia blanco.

MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO CEBADORES
NeA | oM (m/m) Carv5355 F/R tNos F/R
Ct Tm Ct Tm

MONS10 (GM)
Bt11 (GM)
GA21 (GM)

MONS810 (blanco)
Bt11 (blanco)
GA21 (blanco)

Control sin ADN

10%
5%
5%
0%
0%

0%

Melt Curve

P 35S t-Nos
S| NO
S| S|
NO S|
NO NO
NO NO
NO NO
NO NO

1000000.0

200000.0

600000.0

Derivative Reporter (-Rn)

400000.0

200000.0

75.0 80.0

Temperature (°C)

850 20.0

95.0

105

28,8 80,6 - 62,2*
29,7 80,8 29,1 73,2
- 62,7* 29,5 73,1
= 62,2* = 62,0*
- 62,0* - 62,1*
= 61,8* = 62,4*
- 62,1* - 62,0*

Figura 26. Curvas de disociacion obtenidas
con los cebadores CaMVp35S F/R y t-Nos F/R.
En verde se muestra la curva de disociacién
obtenida para los productos de amplificacion
de los MRC Btll y GA21 y MON810 con los
cebadores t-Nos F/R. Para los dos primeros, se
observa un pico Unico de 73 + 1°C
correspondiente a la secuencia amplificada del
terminador nos y para el MRC MON810 se
observa un leve pico de Tm de 62,2 °C. En rojo
se muestra la curva de disociaciéon obtenida
para los productos de amplificaciéon de los
MRC Btll, MON810 y GA21, utilizando los
cebadores CaMVp35S F/R. Para los dos
primeros, se observa un pico Unico de 80 *
1°C, correspondiente a la  secuencia
amplificada del promotor 35S. Para el MRC
GA21 se observa un leve pico de Tm de 62,7°C.

“Deteccidén y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular”



Il. Deteccion de OGM en alimentos

El andlisis de la curva de melting de los productos amplificados con el par de
cebadores t-Nos F/R, mostré un pico Unico de Tm= 73 + 1°C en los MRC Bt11 y GA21, no
asi en el MRC de la linea MONB810, ni en los blancos, o en el control negativo de PCR
(Figura 26). No obstante, para estos ultimos controles, se observd un pico inespecifico de
muy baja intensidad de fluorescencia de Tm= 62 + 1°C, que podria corresponder a la

presencia de dimeros de cebadores.

2. Sensibilidad y Limite de deteccién (LOD)

Para validar los ensayos de sensibilidad y calcular el limite de deteccién de la técnica
de screening de OGM, se ensayaron distintas concentraciones del material de referencia
de la linea de maiz NK603: 5%, 1%, 0,1%, 0,01% (m/m) de material GM. Para los dos juegos
de cebadores estudiados CaMVp35S y t-Nos F/R, el Limite de Deteccién (LOD) fue definido
en 0.01% (m/m) GM. Todas las réplicas ensayadas para esta cantidad de material GM,
mostraron sefiales de fluorescencia por debajo del ciclo umbral (Ct) de 36,5 por lo que se
consideraron positivas para el analisis por SYBR® Green (Figura 27). Los desvios obtenidos
entre las réplicas no superaron el valor de 10% (ver Tabla 14), lo que se ajustd a los

criterios de aceptacién definidos en las guias y normas ISO de analisis de OGM vy validacion

133, 140
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Este valor de 0,01% de material GM obtenido para las dos estrategias, equivale a 2
copias de ADN transgénico (Tabla 14). Cabe destacar, que el célculo de copias equivalentes
haploides a partir del valor de % m/m, se realizd6 teniendo en cuenta la naturaleza
heterocigota del transgén en la linea NK603, y conociendo que el mismo contiene en su
construccion, una sola copia del promotor 35S y una copia del Terminador nos.

El nimero de copias calculado en funcidon del peso del material de referencia, se
utiliz6 como una aproximacion al nUmero real de copias presentes. Al comparar los limites
de deteccién del método de screening de OGM utilizando la técnica de PCR en punto final
y la de Tiempo Real, se observd que esta ultima es diez veces mas sensible que la técnica
convencional (LOD PCR convencional = 0,1% GM [109]).

Los resultados mostraron que el screening de OGM para las dos secuencias, abarca
un rango dindmico de deteccidon de 0.01% a 5% (m/m) de material genéticamente
modificado. Este rango permite detectar oportunamente el valor limite de 1% establecido
para el etiquetado de alimentos GM en Montevideo. Cabe destacar que este ensayo sirve
Unicamente como un estimativo de la cantidad de OGM presentes y no como un método
cuantitativo. La cuantificacion de OGM siempre debe realizarse normalizando la cantidad

de secuencias GM, respecto a la cantidad de secuencias enddgenas de la especie.

Tabla 14. Ensayo de sensibilidad y limite de deteccién para los cebadores CAMVp35S F/R y t-Nos F/R.
Se representan los valores promedios de Ct y los desvios estandar calculadas para las cuatro réplicas
ensayadas del MRC de la linea NK603, de concentraciones 5%, 1%, 0.1% y 0.01% GM (m/m). Los valores
de R’ pendiente y Eficiencia, fueron obtenidos de la curva de calibracion (Ct vs Log concentracion)
trazada para cada juego de cebadores. El resultado positivo fue definido para valores de Ct< 36,5.

MRC Linea N° Copias
. CAMVp35s F/R t-Nos F/R
NK603 Equivalentes GM

(50 ng ADN) (n=4) Ct promedio Desvio St Desvio St

5% GM 917 4/4 28,07 +0,06 28,05 10,05

1% GM 184 4/4 30,01 +0,02 29,40 10,04

0,1% GM 18 4/4 33,70 +0,05 33,30 10,05

0,01% GM 2 4/4 36,30 0,10 36,10 10,09
R? 0,995 0,989
Pendiente -3,121 -3,102
Eficiencia 109% 110%
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A partir de los resultados de Ct obtenidos para las distintas diluciones del MRC GM,
se construyeron las curvas de calibracion. La regresion lineal obtenida para la amplificacion
del CaMVp35S, fue y= -3,121x + 30,22 con un R? de 0,995. La eficiencia de esta reaccidn
resulté en 109%. La ecuacidn obtenida para la amplificacién del t-Nos fue y = -3,102x +
29,92 con un R? de 0,998. La eficiencia calculada resulté en 110%. Cabe destacar que las
normas de referencia para el andlisis de OGM admiten métodos de detecciéon cuyos
valores de R’ son mayores a 0,98, sus pendientes se sitdan entre -3,1 y -3,6, y logran
eficiencias de entre 86% y 110% [133, 1401 ' Ambos protocolos ensayados cumplieron con los
criterios de aceptacién establecidos en las normas de referencia, por lo que se
consideraron aptos para la deteccion de las secuencias transgénicas.

Luego de poner a punto el método de screening de OGM utilizando la quimica SYBR®
Green, se prosiguio con el andlisis de muestras de alimentos procesados a base de maiz.
Los resultados de estos ensayos se muestran en el apartado “screening, identificacion y

cuantificacion de OGM en muestras de alimentos” (pag. 113).

Puesta a punto de la identificacion de eventos mediante PCR en
Tiempo Real -SYBR® Green

1. Especificidad de los cebadores

Las especificidades de lo cebadores utilizados para amplificar los diferentes
eventos transgénicos, fueron estudiadas sobre los materiales de referencia
correspondientes y sobre las demas lineas transgénicas. También se probaron sobre lineas
no GM (blancos) y sobre controles negativos de PCR (sin ADN), de modo de estudiar la
formacién de dimeros de cebadores, la presencia de una seial de fluorescencia de base, y
la probabilidad de detectar falsos positivos. La Tabla 15 ilustra los resultados de Ct y los
valores de Tm obtenidos para cada uno de los cebadores especificos.

Para el juego de cebadores MONS810 F/R, se observd una sefial de fluorescencia
por encima del umbral detectable, Unicamente en el MRC de la linea MON810, no asi en
los demas materiales de referencia GM y no-GM. Asimismo, para esta linea GM se obtuvo
un valor de Tm de 79 £ 1°C, caracteristico de la secuencia amplificada y correspondiente al

evento MONB810 (Figura 28). Para los demdas MRC se obtuvieron Tm inespecificas, de muy
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baja sefal de fluorescencia, que podrian estar indicando la formacién de dimeros de

cebadores.

Tabla 15. Ensayo de especificidad y selectividad para los cebadores utilizados en la deteccion de
eventos especificos de maiz. Se representan los valores obtenidos del ciclo umbral (Ct) y las
temperaturas de melting (Tm) para los Materiales de Referencia Certificados, lineas transgénicas
MON810, Btll, Ga21, TC1507 y Bt176 y para sus respectivos blancos no transgénicos. (-) No hubo
amplificacién, o la misma se encontrd por debajo del limite de deteccién, con valores de Ct >36,5, (*)
pico de Tm no caracteristico para la secuencia blanco.

MATERIAL DE REFERENCIA CEBADORES

0,
LINEA (r/;?n“:l) MONS810 F/R Btl1l F/R GA21 F/R TC1507 F/R BT176 F/R
Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm

(50ng ADN) Ct

MONS810 10% 26,9 79,0 - 70,4* - 62* - 61,9* - 61,6*
Btll 5% = 70,4* 28,5 72,8 = 62,4* = 61,9* = 64*
GA21 5% - 72,8* - 61,8* 28,1 86,3 - 62,2* - 63,0*

TC1507 10% = 70* = 62,0* = 62,8* 26,8 77,5 = 61,8*
BT176 5% - 72,7* - 62,8* - 62,4* - 61,9* 29,9 80,9

MONS810 0% = 73,1* = 62,8* - 62* - 61,9* - 62,0*
Btll 0% - 70,3* - 62* - 62,8* - 62,1* - 62*
GA21 0% - 70,4* - 62,0* - 62,4* - 61,9* - 62,3*

TC1507 0% - 70* - 62,8* - 62,4* - 62,9* - 62,2*
BT176 0% = 70,4* = 62,3* = 62,4* = 61,9* = 62*

Al igual que para el caso anterior, para los juegos de cebadores Bt11 F/R, GA21 F/R,
TC1507 F/R y Bt176 F/R, se obtuvieron sefiales de fluorescencia por encima del umbral
detectable, unicamente en el MRC de la linea transgénica correspondiente (Tabla 15).
Asimismo, para cada linea transgénica se obtuvo un Unico pico de Tm, caracteristico de la
secuencia amplificada y correspondiente al evento especifico (Figura 28). Al igual que para
el caso anterior, los valores inespecificos de Tm observados para los demas MRC no
transgénicos, podrian estar indicando la formacion de dimeros de cebadores, o la
presencia de una sefal de fluorescencia basal propia de la técnica. Cabe destacar que las
intensidades de fluorescencia de las Tm inespecificas, resultan insignificantes al
compararlas con las intensidades de fluorescencia de los picos de Tm caracteristicos de

cada evento.
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Melt Curve
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Figura 28. Curvas de disociacion obtenidas tras la amplificacion de los eventos especificos utilizando
los MRC (GM). Curvas de disociacion de los productos de amplificacion utilizando los cebadores Btl1
F/R, TC1507 F/R, MONS810 F/R, BT176 y GA21 F/R, sobre los materiales de referencia respectivos. MRC
BT11 (Tm= 72,8), MRC TC1507 (Tm=77,5), MRC MONS810 (Tm= 79,0), MRC Bt176 (Tm= 80,9) y MRC
GA21 (Tm=86,3).

2. Sensibilidad y Limite de deteccién (LOD).

El limite de deteccidn para los ensayos de identificacién de eventos especificos, se
ubicé por debajo del valor de 0,01% GM (m/m). Para todas las concentraciones del MRC
ensayadas, utilizando los distintos juegos de cebadores, se observaron sefales de
fluorescencia por encima del umbral detectable y por debajo del Ciclo 36,5 (Tabla 16). El
valor de 0,01 % en masa, se estima en un valor de 2 copias de material transgénico. Como
se comenté en el apartado anterior, este nimero se calculé asumiendo que los MRC
utilizados son heterocigotas para el transgén y contienen una Unica copia de la
construccion génica por genoma.

Las curvas de calibracion obtenidas para los distintos juegos de cebadores
especificos, mostraron pendientes con valores aceptables de entre -3,1 y -3,2. Las
eficiencias obtenidas se ubicaron entre 105 y 110% y los R* se mantuvieron por encima del

valor de 0,98 en todos los casos.
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Tabla 16. Ensayo de sensibilidad y limite de deteccion de la identificacion evento especifica. Se
representan los valores de Ct obtenidos para las distintas concentraciones de los MRC de las lineas
transgénicas MON810, Bt11l, GA21, TC1507 y Bt176. Los valores de R%, pendiente y Eficiencia, fueron
obtenidos de la curva de calibracién (Ct vs Log concentracidn) trazada para cada juego de cebador sobre
las distintas concentraciones del material de referencia correspondiente.

N° Copias GM
MRC ) MONS810 F/R BT 11 F/R GA21 F/R TC1507 F/R Bt176 F/R
Equivalentes
Ct Ct Ct Ct Ct

it':::lfi'; (50 ng ADN)

10% GM 1834 26,90 + 0,13 26,86 + 0,03

5% GM 917 28,06 +0,07 28,09 +0,05 28,06 + 0,03

1% GM 183 29,77+0,03  30,91+0,05 29,62+0,04 30,51+0,05 31,06+ 0,04
0,1% GM 18 32,9440,010  34,04£0,12 3325+0,04 3394+005  34,33£0,11
0,01% GM 2 36,2 40,2 36,5005 36,27+0,11 3639+0,08  36,49+0,07

R 0,999 0,989 0,994 0,992 0,980

Pendiente 3,107 3,103 3,113 3,202 3,108
Eficiencia 109% 110% 109% 105% 109%

Los métodos de identificacidn de eventos abarcaron un rango dindmico de deteccién
desde 0.01% a 10% (m/m) de material GM para el evento MON810 y el evento TC1507, y
de 0,01% a 5% para los MRC restantes. Este rango permite detectar oportunamente el
valor limite de 1% establecido por la reglamentaciéon departamental para el etiquetado
GM de alimentos.

Luego de poner a punto el método de identificacién especifica de OGM utilizando la
guimica SYBR® Green, se prosiguidé con el andlisis de muestras de alimentos procesados a
base de maiz. Los resultados del anadlisis se muestran en el apartado “screening,

identificacion y cuantificacion de OGM en muestras de alimentos” (pag. 113).

Puesta a punto de la cuantificacién de OGM por qPCR - SYBR® Green

1. Curvas de calibracién y calculo del Limite de Cuantificacién (LOQ)

La aproximacién a la cuantificacién de OGM mediante qPCR-SYBR® Green, se realizd
disefiando dos curvas de calibracidn, una para el gen endégeno de maiz hmga y una para
al promotor 355. Ambas curvas fueron generadas a partir de los valores de Ct obtenidos

para las distintas diluciones del MRC de la linea NK603 (5% GM). Se ensayaron cinco
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niveles de concentracion de 100, 50, 10, 1 y 0,1 ng de ADN, correspondientes a 36697,
18348, 3670, 367, 36 copias del genoma de maiz y 1835, 917, 183, 18 y 2 copias del
transgén respectivamente (considerando el valor 1C de la especie). Para cada curva de
calibracion se obtuvo el valor de R?, la pendiente y se calculd la eficiencia de reaccién. Los
resultados se presentan en la Tabla 17.

Como se comenté anteriormente, para validar los ensayos de cuantificacion relativa
entre el gen de referencia y el transgén, las eficiencias de las dos reacciones deben ser
similares. Las eficiencias obtenidas para la amplificacién de la secuencia del promotor 35S
y para el gen endégeno de maiz hmga, resultaron en 95%. Esto indica que el ensayo es
adecuado para la deteccion cuantitativa. Las dos curvas estdndar manifestaron valores de
R*> 0,98, y pendientes entre -3,1 y -3,6, proporcionando una relacién lineal en todo el
rango de concentraciones ensayadas.

El limite de deteccidén (LOD) del método fue definido en 2 copias equivalentes de
material transgénico y el limite de cuantificacion (LOQ) fue estimado en 18 copias del
mismo. Si se considera que una muestra contiene inicialmente 18348 copias de ADN
gendmico en 50ng ensayados, la cantidad de 18 copias de transgén, se corresponde con

0,1% (m/m) de material GM.

Tabla 17. Eficiencias de las reacciones obtenidas para la cuantificacion de OGM por gPCR. Se
representan los valores de Ct obtenidos tras la amplificacién de las diluciones del MRC NK603 (5% GM)
utilizando los cebadores CaMVp35SF/R y los cebadores HMGA F/R. Para cada reaccion se construyo una
curva de calibracion (Ct vs Log concentracidn) y se calculd el valor de R% la pendiente y la eficiencia de
amplificacién. De las curvas de calibracién, se obtuvo el n° de copias equivalentes de p35S y hmga para
cada dilucién del MRC y se calculd el % GM experimental, segun la ecuacién: n° copias p35S
experimentales/ n° copias hmga x 100.

MRC %GM
NK603 Al SRR Experimental

5% GM n° Copias ct n° copias n° Copias ct n° copias (copias GM/copias
° teoricas experimental tedricas experimental Ref)*100

100ng 36697 24,10 53255,88 1835 25,89 2867,23 5,38
50ng 18348 26,31 12207,06 917,5 28,22 601,54 4,93
10nq 3669,7 27,99 3983,64 183,5 30 182,45 4,58
iIng 366,97 31,84 306,04 18,3 33,71 15,18 4,96
0,1ng 34,82 41,99 36,64
-—
0,989 0,986
Pendiente -3,444 -3,435
Eficiencia 94,7% 95,5%
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2. Calculo del porcentaje de OGM

Para cada concentracién del MRC NK603 (5% GM) ensayada, se calculd el nimero de
copias de referencia y de transgén experimentales, interpolando los valores en la curva de
calibracion correspondiente. Para determinar el contenido de material GM en el MRC (en
porcentaje), el nimero de copias de la diana p35S, se dividié por el nimero de copias del
gen de referencia hmga y se multiplicd por 100. Como se observa en la Tabla 17, para
todas las diluciones del material de referencia, el porcentaje GM calculado se acercé al
valor real de 5%. Los desvios obtenidos entre los porcentajes GM tedricos y los reales se
ubicaron dentro de los valores aceptados por las normas de referencia para la
validacion/verificacion de los métodos de detecciéon de OGM (<25%) (1331 Este resultado
muestra que la cuantificacion de material GM mediante la amplificacién del promotor 35S,
puede ser llevada a cabo de manera confiable en muestras reales de alimentos. Cabe
destacar que la deteccidn del promotor 35S sirve como una primera aproximacion a la
cuantificacion del contenido de maiz GM en los alimentos. No obstante, la manera
adecuada y recomendada para realizar el ensayo, es a través de la cuantificacion de cada
uno de los eventos de maiz y la posterior suma de los porcentajes [104)

Finalmente, luego de poner a punto este método de cuantificacién de OGM, se
prosiguid con el analisis de las muestras de alimentos que resultaron positivas para la

presencia del promotor 358S. Los resultados se muestran a continuacion.

Screening, identificacidn y cuantificacion de OGM en muestras de
alimentos derivados de maiz.

1. Screening de OGM

Tras la puesta a puesta a punto y la verificacion de los métodos de screening,
identificacion y cuantificacion de OGM mediante la técnica de PCR en Tiempo Real (SYBR®
Green), se realizé6 el andlisis de distintos alimentos derivados de maiz. Entre ellos se
eligieron productos de copetin (snacks), cereales (copos de maiz), productos caseros tipo
tortillas y granos de maiz cocidos, de diversos origenes. A cada uno de ellos se le extrajo el

ADN, que se cuantificd y se analizé para detectar la presencia de inhibidores de la PCR.
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Este andlisis fue realizado mediante la técnica de PCR en punto final, amplificado la regién
del gen enddgeno especifico de la especie de maiz, hmga. El resultado de este estudio,
reveld la ausencia de inhibidores de la PCR, en todos los ADN extraidos utilizando la
modificacion del protocolo descrito por Doyle & Doyle 135 (no se muestra).

Luego de comprobar la calidad del ADN extraido, las muestras sin inhibidores fueron
analizadas para la presencia de material genéticamente modificado. El screening de OGM
se realizé utilizando la técnica de PCR convencional y la de PCR en Tiempo Real (qPCR), a
fin de comparar los resultados y las sensibilidades de cada una. A su vez, el rastreo por
gPCR se realizé utilizando la quimica SYBR® Green vy utilizando kits comerciales
conteniendo la tecnologia de sondas especificas TagMan® (BIOTECON Diagnostics) (269

Los resultados obtenidos del screening por SYBR® Green se detallan en la Tabla 18.
Las curvas de amplificacion y las temperaturas de melting obtenidas para las muestras se
ilustran en el Anexo IV (S1).

Se observo que los resultados del analisis por qPCR coinciden en su mayoria con los
obtenidos mediante la amplificacién por PCR en punto final (datos no presentados). No
obstante, debido a que el limite de deteccidon de la técnica de PCR convencional (0,1% GM)
es mayor que el definido para la técnica de PCR en Tiempo Real (0,01% GM), algunos
muestras que resultaron positivas para la presencia de las secuencia blanco en la técnica
de gPCR, no pudieron ser definidas mediante la visualizacién en geles de poliacrilamida
(muestras n° 7, 10, 39 y 48). Se demostrd que la técnica de PCR en Tiempo real (SYBR®
Green), puede utilizarse para detectar la presencia de trazas de material genéticamente
modificado en muestras reales, logrando reducir los resultados falsos negativos.

Como se observa en la Tabla 18, a partir del rastreo de OGM por qPCR (SYBR®
Green), se vio que 32 de las 51 muestras analizadas, presentaron alguno de los dos
elementos transgénicos buscados. Este valor representé el 62,7% del total de las muestras
estudiadas. De estas 32 muestras positivas, 30 presentaron tanto al promotor 355 como al
terminador nos, y dos (muestras n? 13 y 18) Unicamente a la secuencia promotora 35S

(Tabla 18).
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Tabla 18. Resultados del andlisis de screening de OGM y de la identificacion de eventos especificos en
muestras de alimentos derivados de maiz, mediante qPCR (SYBR® Green). Se representan los valores
de Ct obtenidos para cada secuencia blanco. (-) Resultado negativo, corresponde a la ausencia de la
secuencia buscada, debido a que no se observé sefial de amplificacién (ND) o la misma tuvo valores de
Ct > 36,5; (+) Resultado positivo (coloreado), corresponde a la presencia de la secuencia buscada,
definido para valores de Ct < 36,5 (limite de deteccidn de la técnica). (*) Alimentos comercializados en
Uruguay.

MUESTRA Screening OGM EVENTO ESPECIFICO
Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct

Granos de maiz , . ND ND ND ND 38,53 ND ND
1 . México
blanco nativo - - - - - - -
2 Granos de maiz México 36:91 37108 N_D 37:74 37:91 N_D N_D
Tortilla de maiz L. 33,95 32,09 38,18 34,86 39,57 ND ND
3 México
blanco + + - + - - -
4 Tortilla de maiz azul México 34,71 32,71 ND 35,21 37,73 ND A2
+ + = + = = -
5 Tortilla de maiz México 34,76 32,32 33,71 33,38 35,46 ND ND
+ + + + + - -
6 Tortilla de maiz México 29,88 29,32 ND 32,46 35,35 39,85 ND
+ + S + + S =
7 Tortilla de maiz azul México Sl 2B ND S ND ND ND
+ + - + - - -
Tortilla de maiz , . 36,98 36,92 ND ND 37,25 36,93 ND
8 México
blanco - - - - - - -
Tortilla de maiz . 37,4 36,76 36,94 37,18 38,43 39,92 ND
9 México
blanco - - - - - - -
10 Tortilla de maiz México 35,87 34,05 ND 35,4 37,59 37,34 ND
+ + = + = S S
11 Tortilla de maiz México 29;87 29;99 N_D 37:03 36:87 N_D N_D
Cheetos Torciditos L. 32,49 29,79 33,88 33,97 ND ND ND
12 . México
queso chile + + + + - - =
1 4 1 ND ND ND ND
13 Topitos queso México 3 ;65 36:8 3 ;76 X X i i
14  Fritos de chile y limén México 2 e D 2B — A2 D
+ + + + = = -
. . 32,12 34,83 34,2 ND 38,03 ND ND
15 Doritos Francia
+ + + - - - -
16 Tortillas chili Francia 32,58 33,74 35,37 36,82 35,37 ND ND
+ + + = + = =
17 3D Francia 30,04 34,54 ND 35,41 37,79 ND ND
+ + - + - - -
18 Tortillas de maiz Francia 31;19 38:17 34;55 37:18 37107 39:02 N_D
19 Tortillas naturales México 2= ) LA ND 38,12 ND ND
+ + + - - - -
20 Tortillas naturales México 36:99 37_'2 37125 37114 37:86 N_D N_D
D
2 Doritos recargados México 23,72 22,72 25,42 31,44 32,41 38,09 N
+ + + + + - -
22 Crujitos queso y chile México Y ) Sk ) S A2 A2
+ + + + = = -
23 Rancheritos México 24;75 23;99 27;47 30;95 34;33 N-D N-D
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Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

Fritos chile
Doritos pizzerolas
Nachitas
3D barbacoa
Fritos
Mix Bugles 3D’s
MixCheetos
Mix Doritos

Mixcheetos 2

Hojuelas de maiz
azucaradas

Hojuelas de maiz

Hojuelas de maiz

Hojuelas de maiz con
miel

Cornflakes
Copos de maiz
Copos con miel
Copos frutales

Copos de maiz

Copos de maiz
Azucarados

Copos de maiz

Copos de maiz
azucarados
Bolitas dulces
multicolor
Copos de avena y
miel

Copos con azucar
Copos sin azucar
Copos de chocolate

Copos de chocolate

Copos de maiz
tostado

México
México
EE.UU*
Argentina*
Espaina
Espafa
Espafia
Espafia
Espaina
Alemania*
Alemania*
Argentina*
Argentina*
Brasil*
Chile*
EE.UU*
Argentina*
Argentina*
Argentina*
Uruguay*
Uruguay*
Uruguay*
Argentina*
Argentina*
Argentina*
Alemania*
Argentina*

Alemania*

24,28
+

23,91
+

24,48
+

29,44
+

29,25
+

37,46

ND

28,88

ND

36,74

ND

38,4

38,38

37,73

36,93

35,07

29,36

36,91

ND

ND

28,55

30,00

30,16

33,23

35,58

37,19

28,71

36,81

23,11
+

23,29
+

23,98
+

28,39
+
35,1
+
ND

3;83
35,62
37,47
37,37
37,44
38,52
36,71
ND
3488
33,76
25,79
37,93
38,01
38,77
26,88
26,98
27,22
29,43
32,61
37,31
25,97

37,44

26,3
+

25,97
+

26,33
+

29,87
+

32,44
+

ND

ND

31,37

ND

ND

37,9

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

36,98

36,88

29,36

30,14

31,62

ND

ND

37,06

30,09

ND

29,98
+

30,51
+

35,55
+
37,18
30,48

+
39,66

ND
34@3
38,85
ND
ND
39,20
38,07
39,02
ND
ND
29,26
38,20
ND
ND
32,87
30,45
29,44
36,07
35,2
ND
28,91

38,0

34,28
+

33,78
+

38,77

38,59

ND

36,85

36,94

ND

38,28
ND
38,2

ND

ND

N-D
38_,9
36:99

33,78
+

ND
39:69
38,07
37,25
35,47

37,3
37,93
ND
ND

35,49

ND

39,00

ND

38,79

ND

ND

ND

39,12

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

37,02

37,89

38,28

ND
ND
ND

30,88

nd

31,51

35,86

39,52

ND

31,52

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
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Estos resultados fueron comparados con los obtenidos mediante el rastreo de OGM
utilizando el kit comercial de la empresa BIOTECON Diagnostics (Tabla 19). Para este
ultimo caso, se estudiaron un total de 40 muestras, correspondientes a los alimentos N°
12-51. Los resultados obtenidos del screening mediante las dos aproximaciones fueron
similares. Las muestras que resultaron negativas para la presencia del p35Sy del t-nos por
SYBR® Green, también resultaron negativas en el analisis con el kit comercial. Sin embargo,
para el caso de las muestras positivas, se observaron algunas diferencias, que se
atribuyeron a los limites de deteccion de ambas técnicas. A partir del analisis por gPCR
SYBR® Green las muestras n? 15, 17, 28, 31, 39 y 48, resultaron positivas para la presencia
del p35S y del t-nos (Tabla 18), sin embargo, mediante el andlisis por el kit comercial sélo
pudo detectarse la presencia del p35S o del t-Nos (Tabla 19). Cabe recordar, que en el
analisis por SYBR® Green el resultado negativo es considerado cuando no hay amplificacion
o cuando la misma ocurre a partir de un valor de Ct> 36,5, mientras que en el analisis por
el kit comercial el resultado negativo se define a partir de un Ct>35 (segun las
especificaciones del fabricante). Si se observa cuidadosamente, los resultados que difieren
entre ambas técnicas (Tabla 19, muestras coloreadas en naranja), coinciden con valores de
Ct cercanos al ciclo 35, lo que resulta positivo para el analisis por SYBR® Green y negativo
para el kit comercial.

Al mismo tiempo que el kit comercial detecta a los elementos p35S y t-Nos, también
busca otras dos secuencias comunes a diversos eventos de maiz. Estas son el promotor del
virus del mosaico del higo (FMV), y el gen bar que codifica para la proteina pat de
tolerancia a herbicidas. El resultado del analisis mostré que ninguna de las muestras
analizadas contenia la secuencia promotora del FMV (Tabla 19). Cabe destacar, que la
Unica linea transgénica liberada en el pais que contiene dicha secuencia, es el apilado
MON89034xTC1507xNK603, mas especificamente por contener el evento MON89034
(Tabla 11, pag. 94). A partir de este resultado se puede afirmar que ninguna de las
muestras analizadas presenta este evento, ni de forma individual, ni combinada con otras

construcciones génicas (apilado).
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Tabla 19. Resultados del analisis de screening de OGM en muestras de alimentos, utilizando el kit
comercial. (-) Resultado negativo, corresponde a la ausencia de la secuencia buscada (no se detecto
amplificaciéon (ND) o la misma mostré valores de Ct > 35); (+) Resultado positivo, corresponde a la
presencia de la secuencia buscada, definido para valores de Ct < 35. Los cuadros coloreados en naranja
indican una diferencia con el resultado obtenido tras el analisis por qPCR SYBR® Green. (*) Alimentos
comercializados en Uruguay.

Resultado Resultado Resultado Resultado
12 33,07 + 34,40 + ND - ND -
13 32,79 + ND = ND = ND -
14 32,80 + 34,19 + ND - ND -
15 33,86 + 35,69 - ND = ND =
16 32,09 + 31,80 + ND - ND -
17 31,07 + 36,27 - ND - ND -
18 30,79 + 39,90 - ND - ND -
19 30,86 + 31,63 + ND - ND =
20 ND - ND - ND - ND -
21 28,27 + 30,95 + ND - ND =
22 29,08 + 29,92 + ND - ND -
23 28,87 + 31,79 + ND 5 ND -
24 27,70 + 29,69 + ND - ND -
25 27,89 + 33,46 + ND - ND =
26* 28,09 + 33,84 + ND - ND -
27* 30,76 + 30,21 + ND . ND -
28 30,91 + 35,98 - ND - ND -
29 ND - ND - ND - ND -
30 ND - ND - ND - ND -
31 32,90 + 36,12 - ND = ND =
32 ND - ND - ND - ND -
33* ND - ND - ND - ND -
34* ND - 37,80 - ND - ND -
35% ND - ND - ND - ND -
36* 37,70 - ND - ND - ND -
37* ND - ND - ND - ND -
38* ND - ND - ND - ND -
39* 36,30 - 32,43 + ND - ND -
40* 31,76 + 34,27 + ND - ND -
41* ND - ND - ND - ND -
42* ND - ND - ND - ND -
43* 37,40 - ND - ND - ND -
a44* 30,70 + 31,78 + ND - ND -
45% 31,27 + 32,64 + ND - ND =
46* 32,51 + 33,98 + ND - ND -
47* 32,79 + 34,73 + ND - ND =
48* 35,75 - 33,67 + ND - ND -
49* ND - ND - ND - ND -
50* 31,90 + 32,74 + ND - ND -
51% ND - ND - ND - ND -

“Deteccién y cuantificacién de OGM en cultivos de maiz y en alimentos derivados mediante andlisis molecular
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Con respecto al gen bar, varios eventos liberados de maiz lo contienen en sus
construcciones, ya que es uno de los genes mas utilizados para conferir la tolerancia al
herbicida glufosinato de amonio (al igual que el gen pat presente p.ej., en el evento Bt11).
Este gen no se encuentra en ninguno de los eventos de maiz autorizados hasta la fecha en
Uruguay, sin embargo, se encuentra en la construccion del evento Bt176 (Tabla 11, pag.
94) autorizado en Argentina y EE.UU. Del analisis de las 40 muestras, ninguna resultd
positiva para la presencia del gen bar (Tabla 19). Como se discutird en el siguiente
apartado, este resultado coincide con el obtenido tras la identificacién del evento Bt176
mediante el analisis por qPCR (SYBR® Green).

Del andlisis de screening, se desprende que 32 muestras resultaron positivas para la
presencia de OGM, de las cuales 22 corresponden a alimentos comercializados fuera del
pais y 10 a alimentos distribuidos en Uruguay. Si se observan los resultados por tipo de
producto, se percibe que el 63,6% de las tortillas caseras (7 de 11), resulté positivo para la
presencia de material genéticamente modificado. Asimismo, resultaron positivas para este
analisis el 42,1% de los copos de maiz (8 de 19), y el 80,9% de las muestras de snacks (17
de 21). A partir de estos valores, se deduce que las muestras con mayor contenido GM,
corresponden a los alimentos mds procesados y comercializados, los productos copetin o
snacks.

Otra manera de observar los resultados es relacionando el porcentaje de muestras
positivas, con la procedencia de los alimentos. El 76% (16 de 21) de las muestras de origen
Mexicano resultaron positivas para la presencia de OGM, lo que resulta sorprendente ya
que este pais es considerado “centro de origen del maiz” y tiene prohibido el cultivo GM
para preservar la diversidad nativa de la especie. Sin embargo, debido a que el pais no
alcanza a cubrir la demanda de maiz con la produccion nacional, suele importar productos
desde paises como EEUU, Sudafrica y Brasil. Como se comentd, Estados Unidos es el mayor
proveedor de cultivos agrobiotecnolégicos a nivel mundial y es el mayor exportador de
maiz a México, alcanzando un 87,0% de las importaciones en el ano 2012 (71 Esto podria
explicar los resultados obtenidos para las muestras de México. A su vez, las dos muestras
de EE.UU, resultaron positivas para la presencia de OGM. Por otro lado, el 53,3% de las
muestras sudamericanas (8 de 15), provenientes de Argentina, Brasil, Chile y Uruguay,
presentaron el promotor 35S y/o el terminador t-Nos. Esto no resulta llamativo, debido a
que Brasil, Argentina y Uruguay se encuentran dentro de los diez paises con mayor

produccidén de cultivos GM a nivel mundial, y son los primeros tres en la lista de
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Sudameérica. Por ultimo, el 46,2% (6 de 13), de los alimentos de origen Europeo (Espafia,
Francia y Alemania), resultaron positivos para la presencia de las secuencias transgénicas.
De estos tres paises, Unicamente Alemania exhibié muestras negativas para la presencia
de transgenes. Estos resultados si resultan sorprendentes, debido a que la Unién Europea
tiene una politica estricta para la aprobaciéon de cultivos GM, y una reglamentacidon firme
con respecto al etiquetado de los mismos. Cabe destacar que ninguno de los productos
analizados incluia el roétulo de “contiene material genéticamente modificado”. No
obstante, el andlisis de screening de OGM no es de caracter cuantitativo, y la deteccién de
los mismos suele darse a nivel de trazas, por lo que la muestra pudo resultar positiva para
la presencia de OGM, pero no necesariamente con un porcentaje mayor al 0,9%
establecido por la UE para el etiquetado GM en alimentos (5] (ver mas adelante).

Por dltimo cabe mencionar que las muestras que resultaron negativas para el
screening de OGM, no necesariamente carecen de material genéticamente modificado,
Unicamente se demostrd que no contienen el promotor 35S, ni el terminador nos. Es por
ello, que el resultado no debe ser informado de la forma “la muestra no contiene OGM o
estd libre de OGM”, sino que debe indicar que no presenta las secuencias transgénicas

buscadas.

2. Identificacion de eventos especificos

Luego de poner a punto el método de identificacién de eventos mediante PCR en
Tiempo Real, se procedié con el analisis de las muestras de alimentos. Los resultados
obtenidos para la busqueda de los eventos MON810, Btll, GA21, TC1507 y Bt176 se
resumen en la Tabla 18 de la seccion anterior. Las curvas de amplificacién y las
temperaturas de melting obtenidas para las muestras se ilustran en el Anexo IV (S2-56).

Todas las muestras positivas para el screening de OGM, presentaron alguno de los
eventos transgénicos buscados, a excepcidén de las muestras n? 11 y 39. Estas ultimas
pudieron contener otros eventos conteniendo las secuencias p35S y t-Nos, (p. e€j., el
evento NK603), o una combinacidn de eventos conteniendo una y otra secuencia (p. €j., la
linea T25 que contiene Unicamente el p35S y la linea MIR162 que contiene solamente el t-
Nos). En la mayoria de los casos, se encontré mas de un evento especifico por muestra. El
evento que predomind fue la linea Bt11, presente en un 75% de las muestras (24 de 32). El

evento MON810 se encontré en un porcentaje de 65,6% (21 de 32), el GA21 en un 31,2%
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(10 de 32), y el TC1507 en un 12,5% del total de las muestras GM (4 de 32) (Figura 26). El
evento Bt176 no fue detectado en ninguna de las muestras estudiadas. Cabe destacar, que
este resultado es consistente con la distribucion de las variedades de maiz GM a nivel
mundial. Segun el dltimo informe del Servicio Internacional para la Adquisicién de las
Aplicaciones Agrobiotecnoldgicas (ISAAA), los eventos de maiz mayormente cultivados,
son los que poseen resistencia a insectos, como el evento Bt11l y el MON810 Bl por otro
lado, el evento Bt176 ha sido desautorizado para su uso en varios paises (incluido

Uruguay), encontrandose aprobado Unicamente en algunos como Argentina y EE.UU.

( 100% A

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

o -
Bt11 Mon810 Ga2l TC1507
H % eventos 75% 65,60% 31,20% 12,50%

J

Figura 29. Porcentajes de los eventos especificos presentes en los alimentos estudiados. El evento
BT11 fue encontrado en el 75% (24 de 32) de las muestras positivas para la presencia de secuencias GM,
el evento MONB810 en un 65,6% (21 de 32), el GA21 en un 31,2% (10 de 32) y el evento TC1507 en un
12,5% (4 de 32). El evento no autorizado Bt176 no se encontrd en ninguno de los alimentos analizados.

Por otra parte, se evalud la coherencia entre los resultados obtenidos a partir del
screening y de la identificacidn de eventos especificos. De esta forma, cuando se encontré
en la muestra, un evento especifico conteniendo en su construccién al promotor 35S, se
evaluo el resultado obtenido tras el andlisis de screening de ese elemento. Como ejemplo,
siempre que se detectd el evento Btll, que contiene tanto al promotor 35S, como al
terminador nos, el screening de OGM debié resultar positivo para ambas secuencias. Esta
coherencia se observd en todas las muestras estudiadas. No obstante, en dos de los casos
que se detectd Unicamente al evento MONS810, que sélo contiene el p35S, el screening de
OGM dio positivo también para el terminador nos (muestras n? 19 y 27). Esto no supone
una contradiccidn, debido a que las muestras podrian contener otros eventos de maiz con

la secuencia terminadora, pero que no fueron analizados en este trabajo (p. €j., el evento
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MIR604, o el evento MIR162 aprobados en paises tales como Argentina, Mexico y EEUU).

A su vez (y como se comentd en la seccion anterior), los resultados de la deteccidn
del gen bar obtenidos a partir del screening de OGM por el kit comercial, deberian
coincidir con los resultados de la identificacién del evento Bt176 por gPCR (SYBR® Green).
Como se observa en la Tabla 18, ninguna de las 51 muestras analizadas presentd el evento
Bt176, lo que coincidié con lo observado tras el analisis por el kit comercial, el cual
evidencio la ausencia del gen bar en todas las muestras analizadas.

Para validar el ensayo de identificacion de eventos por gPCR, se compararon los
resultados con los obtenidos mediante la técnica de PCR convencional (datos no
presentados). Ambas técnicas lograron resultados semejantes, con algunas diferencias que
se explican por los limites de deteccién de cada una. Mediante la técnica de PCR
convencional se logré identificar al evento MON810 en 20 de las 51 muestras analizadas
por gPCR. No obstante mediante esta Ultima se detectaron 21 muestras positivas para este
evento. La muestra que resultd diferente fue la n°16, la cual amplificd con un valor de Ct
de 35,37 cercano al limite de deteccion de la técnica de gqPCR y apartado del limite de
deteccion de la técnica de PCR convencional (diez veces menor a la de Tiempo Real). El
evento Btl1, fue identificado en 20 de las 24 muestras que resultaron positivas para el
analisis por qPCR, (muestras n? 4, 7, 10 y 47). El evento GA21 se identificd en las 10
muestras que resultaron positivas para el analisis por SYBR® Green, y el evento TC1507 se
encontré en 3 de las 4 muestras analizadas (exceptuando la muestra n2 47). Las
discrepancias de los ultimos resultados también pueden explicarse debido a las diferencias

en los limites de deteccion de ambas técnicas.

3. Cuantificacion de OGM mediante qPCR

La cuantificacion de OGM se llevd a cabo mediante la técnica de gPCR, utilizando un
kit comercial con sondas especificas TagMan (para algunas muestras seleccionadas) vy
ademas mediante la aproximacion por SYBR® Green.

En ambos casos se realizaron dos curvas de calibracién, una para la cuantificacion del gen
enddgeno de maiz (gen de referencia) y una para la cuantificacién del promotor 35S. El
contenido de material GM en las muestras (en porcentaje), se determind siguiendo lo

establecido en la norma ISO 21570 (2005) de cuantificacion de OGM [138], dividiendo la
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cantidad de copias obtenidas del p35S, por la cantidad obtenida para el gen de referencia,
y multiplicando por 100.

Para cada reaccion de amplificacion (gen de referencia y OGM) se consideraron los
siguientes resultados: (i) No detectado: No hubo amplificacién en la muestra, o el valor de
Ct obtenido superé el ciclo 35 para el caso del kit, o el ciclo 36,5 para el analisis utilizando
SYBR® Green. (ii) No cuantificable: Se detectd amplificacion en la muestra, pero en una
cantidad inferior al ultimo punto de la recta de cuantificacién (menor concentracion), o
limite de cuantificacién (LOQ). Este limite fue definido para las dos aproximaciones en
0.1% del contenido de material GM. (iii) Cuantificable: Se detecté amplificacion en la
muestra, en una cantidad superior al limite de cuantificacién. El Ct obtenido fue
“interpolable” entre los valores de los puntos del material de referencia, por lo que el
resultado cuantitativo resultd fiable. EIl mismo, fue empleado para calcular el nimero de
copias experimentales de los dos genes blanco y el porcentaje de material GM en la
muestra.

La cuantificacion utilizando el kit comercial, se realizo sobre seis de las muestras de
alimentos que resultaron positivas para el screening de OGM (muestras n2 15, 23, 26, 40,
45 y 46) y sobre distintas concentraciones del material de referencia certificado de la linea
NK603 (5%, 1%, 0,1% y 0,01%). Las curvas de calibracion fueron construidas a partir de
diluciones seriadas de una solucidon estandar que portaba el kit. Las condiciones de

[169]

reaccion y ciclado, fueron establecidas siguiendo el protocolo del fabricante . Los

resultados obtenidos se detallan en la siguiente Tabla (Tabla 20).

Tabla 20. Resultado de la cuantificacion de OGM mediante qPCR utilizando el kit comercial. Se
detallan los valores de las curvas de calibracién para el gen de referencia y para el promotor 35S,
obtenidas a partir de las soluciones estandar del kit (a). Las mismas fueron utilizadas para estimar la
concentracion (* unidades arbitrarias segun instrucciones del kit) del gen de referencia y del p35S en las
distintas muestras y controles (b). El porcentaje de OGM, se calculé segin Concentracion p35S/
Concentracion gen de referencia x 100.

ESTANDAR GEN REFERENCIA GMO (Promotor 35S)
n-—

24,63 Pendiente 23,39 Pendiente
s2 25 26,72 -3,3940 25,66 -3,4802
S3 6,26 28,23 Eficiencia 27,58 Eficiencia
s4 1,56 30,88 97% 29,92 94%
S5 0,39 32,77 R2 31,74 R2
S6 0,098 34,40 0,994 34,12 0,998
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(b) MUESTRA GEN REFERENCIA GMO (Promotor 355) %GM Experimental

Conc Conc o

Doritos Francia 27,10 17,83 34,70 0,06 0,30
23 Rancheritos Mex. 26,40 28,68 29,30 2,11 6,66
26 Nachitas EEUU 25,16 66,51 30,60 0,89 1,21
40 Copos frutales Arg. 28,40 7,38 32,80 0,21 2,55
45 Bolitas dulces Uru. 25,60 49,34 31,82 0,40 0,73
46  Copos con miel Arg. 27,60 12,70 32,29 0,29 2,08
MRC NK603 5% IRMM 29,80 2,86 33,40 0,14 4,44
MRC NK603 1% IRMM 28,50 6,90 33,90 0,10 1,32
MRC  NK6030,1% IRMM 27,80 11,09 37,40 0,01 0,08
MRC NK603 0% IRMM 27,90 10,36 39,30 0,00 0,02
Kit C+ 24,60 97,24 23,40 104,53 97,34
PCR C- (sin ADN) ND - ND - -

Las curvas estandar obtenidas para el gen de referencia y para el promotor 35S
(OGM) utilizando este Kit, tuvieron eficiencias aceptables de 97% y 94% respectivamente,
por lo que fueron utilizadas para el calculo del porcentaje de OGM de las muestras de
alimentos y de las distintas concentraciones del MRC de la linea NK603.

Los porcentajes de material GM obtenidos para las distintas concentraciones del
MRC NK603, resultaron similares a los valores reales. Para el MRC 5% GM, se obtuvo un
porcentaje de 4,44%, para el MRC 1%, 0,1% y 0% GM, se obtuvieron porcentajes de 1,32%,
0,08% y 0,02% respectivamente. Asimismo, el control positivo del kit presentd un
porcentaje experimental de 97,34% de material GM, similar al valor real de 100%. Estos
resultados validan el método de cuantificacién y permiten estimar de manera fiable el
contenido de OGM en las muestras problema.

La muestra que presentd mayor contenido de material GM, fue la n° 23,
correspondiente a un snack comercializado en México (6,66% GM). El menor porcentaje
de OGM, se encontrd en la muestra n° 15, correspondiente a un snack comercializado en
Francia (0,30%). La muestra n° 45 comercializada en Uruguay, presentd un porcentaje de
0,73%, mientras que las muestras 26, 40 y 46, también distribuidas en el pais,
sobrepasaron el limite umbral de 1% propuesto para el nuevo etiquetado de alimentos
GM en Montevideo.

Por otro lado, se realizé la cuantificacion de todas las muestras que resultaron
positivas para la presencia del promotor 35S en el screening de OGM (32 alimentos),

utilizando la aproximacién con el agente intercalante SYBR® Green. Los resultados de este
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analisis se muestran a continuacion (Tabla 21). Las curvas de calibracion, las curvas de

amplificacion y las de melting obtenidas en el ensayo, se ilustran en el Anexo IV (S7,S8).

Tabla 21. Resultado de la cuantificacion de OGM en muestras de alimentos mediante qPCR utilizando
el agente intercalante SYBR® Green. Se detallan los valores obtenidos para las curvas estandar del gen
de referencia (hmga) y del promotor 35S, construidas a partir del MRC de la linea NK603 5%. Se
determind el n2 de copias del gen de referencia y del p35S para cada muestra y se calculd el porcentaje
de OGM, segun la ecuacidn: n° copias p35S/ n° copias del gen Referencia x 100. (*) Muestras
comercializadas en Uruguay.

ESTANDAR GEN REFERENCIA (hmga) GMO (Promotor 35S)

. n° ‘ n° .
CRM Concentracion Ct . Curva estandar Ct . Curva estandar
Copias Copias

NK603 5% 100ng 2410 36697 Pef‘:’i:;te 2589 1835 Pei‘;f:te
NK603 5% 50ng 26,31 18348 Eficiencia 28,22 917,5 Eficiencia
NK603 5% 10ng 27,99  3669,7 95% 30,00 183,5 95%
NK603 5% ing 31,84 366,97 R2 33,71 18,3 R2
NK603 5% 0,1ng 34,82 36,7 0,989 36,64 0,986

MUESTRA GEN REFERENCIA (hmga) (c])"[e] (Promotor 355) %GM exp.
e el & Toee I & Toes e

Tortilla de maiz Mex. 27,13 7067,01 33,85 13,82 0,20
4 Tortilla de maiz Mex. 30,13 958,43 34,64 8,16 0,85
5 Tortilla de maiz Mex. 31,21 465,69 35,03 6,27 1,35
6 Tortilla de maiz Mex. 30,21 903,91 30,68 115,58 >5%
7 Tortilla de maiz Mex. 30,72 647,08 36,17 2,91 0,45
10 Tortilla de maiz Mex. 28,02 3904,77 35,75 3,87 0,10
11 Tortilla de maiz Mex. 26,88 8354,89 29,48 257,69 3,08
12 Chitos Mex. 31,49 387,40 33,32 19,77 >5%
13 Topitos queso Mex. 26,36 11800,51 30,96 95,79 0,81
14 Fritos Mex. 30,63 684,47 33,09 23,01 3,36
15 Doritos Francia 26,81 8747,22 32,54 33,25 0,38
16 Tortillas chili Francia 31,93 288,45 32,53 33,40 >5%
17 3D Francia 25,35 23148,05 30,21 158,50 0,68
18 Tortillade maiz  Francia 28,038 3859,03 32,58 32,36 0,84
19 Tortillas Mex. 28,15 3587,11 30,82 105,34 2,94
21 Doritos Mex. 24,72 35228,03 25,15 4708,21 >5%
22 Crujitos Mex. 28,91 2163,605 29,31 288,98 >5%
23 Rancheritos Mex. 26,11 13956,13 27,44 1017,44 >5%
24 Fritos Mex. 26,74 9142,98 27,43 1012,65 >5%
25 Doritos pizzero Mex. 24,52 40269,46 24,89 5597,42 >5%
26 Nachitas EE.UU* 24,02 56172,82 27,79 802,46 1,43
27 3D barbacoa Arg. * 25,96 15469,62 28,95 367,94 2,38
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MUESTRA GEN REFERENCIA (hmga) GMO (Promotor 35S) %GM exp.

28 Fritos Espafia 24,49 41026,63 28,92 375,13 0,91
31 Mix Doritos Espafia 25,21 25412,18 29,75 215,74 0,85
39 Coposconmiel EE.UU* 31,20 469,63 36,16 2,94 0,63
40 Copos frutales Arg. * 26,96 7941,41 29,74 216,55 2,73
44 Copos de maiz Uru.* 29,33 1631,90 28,99 358,02 >5%
45 Bolitas dulces Uru. * 25,55 20258,99 30,24 155,35 0,77
46 Copos de avena Arg.* 26,98 7810,12 30,04 177,63 2,27
47 Coposcon azuicar Arg.* 31,03 525,47 35,87 3,57 0,68
48 Copos s/azucar Arg.* 27,76 4659,20 35,24 5,43 0,12
50 Copos de choco Arg.* 27,83 4418,33 29,24 302,75 >5%
C+ Kit BIOTECON 25,67 18701,65 23,11 18477,47 98,80
C- Sin ADN ND - ND - -

Como se observa en la tabla, las curvas de calibracion para la amplificacién del gen
de referencia (hmga) y para el promotor 35S utilizando el agente SYBR® Green, mostraron
eficiencias aceptables de 95%, con valores de R’ mayores a 0,98. Utilizando estos valores,
se realizaron los cdlculos de porcentajes de OGM en los alimentos. El contenido de
material GM detectado en todas las muestras analizadas fue cuantificable, encontrandose
en cantidades superiores al LOQ de 0,1%, definido para la técnica.

Los porcentajes de material GM encontrados en las muestras resultaron muy
variables, observandose cantidades cercanas al limite inferior de la curva de cuantificacidon
(0,1%), y cantidades que sobrepasaron el 5% ensayado para el limite superior de la misma.
En 18 de las 32 muestras analizadas, el porcentaje de la secuencia promotora 35S
sobrepasd el valor umbral de 1% establecido para el etiquetado GM en Montevideo. Este
valor representd el 56,25% del total de las muestras positivas para la presencia de
transgénicos (32), y el 35,3% del total de las muestras analizadas (51). En lineas generales,
los productos que presentaron mayores cantidades de material GM fueron los snacks, con
una mayor cantidad de muestras sobrepasando el valor de 5%. Como se muestra en la
Tabla 22, mas del 84% de los productos de copetin analizados presentaron las secuencias
transgénicas buscadas, y mas de la mitad (52,6%) lo hicieron en porcentajes superiores al
1%. En orden decreciente le siguieron las tortillas y los cereales, en donde el 30,7% y el

21,1% respectivamente, sobrepasé el valor umbral para el etiquetado GM.
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Tabla 22. Resultado del analisis de 51 muestras de alimentos elaborados a base de maiz. Se especifica
el tipo de matriz alimentaria, el nUmero de muestras positivas para el analisis de screening; y el nimero
de muestras con contenido GM >1%, respecto al tipo de matriz y en el total de muestras analizadas. (*)
Muestras comercializadas en Uruguay.

N2 de muestras Muestras positivas para la
MATRIZ . Contenido GM > 1%
EREIVELEN presencia de CaMVp35S y t-Nos

Tortillas y granos 8 61,5% 30,7 %
Snacks 19 16 84,2 % 10 52,6%
Cereales 19 8 42,1% 4 21,1%
Total 51 62,7% 18 35,3%
| wuesma |
Resultado Requiere Resultado | Requiere
Origen | Screening Etiqueta Origen | Screening Etiqueta
1 Granos Negativo NO 27 3D* Arg. Positivo S|
2 Granos Mex Negativo NO 28 Fritos Esp. Positivo NO
3 Tortilla Mex Positivo NO 29 Bugles Esp. Negativo NO
4 Tortilla Mex Positivo NO 30 Cheetos Esp. Negativo NO
5 Tortilla Mex Positivo S| 31 Doritos Esp. Positivo NO
6 Tortilla Mex Positivo SI 32 cheetos Esp. Negativo NO
7 Tortilla Mex Positivo NO 33 Hojuelas*  Alem. Negativo NO
8 Tortilla Mex Negativo NO 34 Hojuelas*  Alem. Negativo NO
9 Tortilla Mex Negativo NO 35 Hojuelas* Arg. Negativo NO
10 Tortilla Mex Positivo NO 36 Hojuelas* Arg. Negativo NO
11 Tortilla Mex Positivo S| 37 Copos* Brasil Negativo NO
12 Cheetos Mex Positivo Sl 38 Copos* Chile Negativo NO
13 Topitos Mex Positivo NO 39 Copos* EE.UU Positivo NO
14 Fritos Mex Positivo N| 40 Copos* Arg. Positivo S|
15 Doritos Fran. Positivo NO 41 Copos* Arg. Negativo NO
16 T.Chile Fran Positivo Sl 42 Copos* Arg. Negativo NO
17 3D Fran. Positivo NO 43 Copos* Uru. Negativo NO
18 T. snack Fran. Positivo NO 44 Copos* Uru. Positivo S
19 Tortillas Mex Positivo S| 45 Bolitas* Uru. Positivo NO
20 Tortillas Mex Negativo NO 46 Copos* Arg. Positivo S|
21 Doritos Mex Positivo Sl 47 Copos* Arg. Positivo NO
22 Crujitos Mex Positivo Sl 48 Copos* Arg. Positivo NO
23 Ranch. Mex Positivo Sl 49 Copos* Alem Negativo NO
24 Fritos Mex Positivo Sl 50 Copos* Arg. Positivo S|
25 Doritos Mex Positivo Sl 51 Copos* Alem. Negativo NO
26  Nachitas* EE.UU Positivo Sl

Por otro lado, para validar el ensayo de cuantificacion utilizando la quimica de SYBR®
Green, los resultados obtenidos para las muestras n° 15, 23, 26, 40, 45 y 46 fueron
comparados con los obtenidos con el kit comercial (quimica TagMan®). Los porcentajes de

OGM calculados por ambos métodos resultaron similares. Los desvios observados entre
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los porcentajes de las muestras se encontraron dentro de los valores aceptados por las
normas de referencia I1SO 24276 y 5725 (<35%) (1401431 para todas las muestras analizadas,
se observaron valores de desvios por debajo del 20%. Estos resultados hacen confiable el
método de cuantificacion de OGM utilizando la quimica de SYBR® Green y lo habilitan para
ser utilizado como método de rutina en un laboratorio de control.

Como se comento anteriormente, el empleo de la cuantificacion de OGM mediante
la deteccidn del promotor 35S, no siempre es aconsejable, sobre todo si se van a analizar
alimentos. Esto es debido a que un alimento puede contener varios ingredientes, por
ejemplo maiz y soja genéticamente modificados, cuyas construcciones se han realizado
con la misma secuencia promotora. Por lo tanto y para ese caso, la deteccién del p35S
estaria dando un resultado sobreestimado de la cantidad de OGM. Lo mismo ocurriria si
existiera mas de una copia del promotor 35S por evento, ya sea por tratarse de un una
construccion con mas de un promotor, o por provenir de un evento apilado. Asimismo,
existen algunos eventos que no contienen el p35S, por lo que estarian escapando a este
analisis. Para evitar este conflicto, se recomienda recurrir a la cuantificacion a través de
métodos de deteccidn evento-especificos, prosiguiendo con la sumatoria de todas las
construcciones encontradas en la muestra. No obstante, este método es laborioso y muy
costoso en términos econdmicos, debido a que requiere de la deteccidn y cuantificacion
de cada uno de los eventos transgénicos presentes en la muestra. Para el caso de maiz,
esta deteccidon ascenderia a un centenar de andlisis, puesto que existen mas de 130
eventos liberados para maiz a nivel mundial B4 cabe hacer notar gue hasta la fecha, no se
han publicado trabajos en los que se detecte a la totalidad de los eventos de maiz
disponibles en el mercado. Por otra parte, la cuantificacion mediante este método (al igual
que el método evento especifico) no logra distinguir entre eventos apilados, por lo que si
se llegara a presentar alguno en la muestra, se estaria sobreestimando el valor real de
OGM (si las inserciones que conforman el apilado presentaran una o mas copias del p35S).

Considerando los distintos escenarios y conociendo las limitantes de la
cuantificacidn, parece razonable elegir el método de deteccidn del p35S para llevar a cabo
la primera estimacion de la cantidad de OGM en muestras de alimentos. Este método ha
sido implementado en mas de 40 laboratorios independientes y oficiales de control.
Ciertos trabajos argumentan que el reconocimiento de este método por las organizaciones
internacionales, podria contribuir de manera significativa a la armonizacién del comercio

. . 135
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4.1 Estudio de Flujo génico entre cultivos de maiz

Se conoce que en condiciones reales de coexistencia del cultivo de maiz, la
polinizacién cruzada trae como consecuencia la presencia accidental de transgénicos en
cultivos no-GM %8381 pago que la legislacién nacional adoptd en el afio 2008 la politica
de coexistencia regulada entre los distintos cultivos de maiz en el territorio (organico, GM
y no-GM) [70], resulta indispensable poner a punto las metodologias que permitan detectar
una posible contaminacion por flujo génico.

En este contexto, el trabajo experimental | de la tesis tuvo como objetivo general,
emplear técnicas moleculares de deteccion de OGM para evaluar la frecuencia con la que
ocurre el flujo de transgenes entre cultivos de maiz GM y no-GM en Uruguay. Este trabajo
se enmarcé en el Proyecto CSIC (I+D) del afio 2011 “Flujo de transgenes entre cultivos
comerciales de maiz en el Uruguay” (Responsable Dra. ML. Franco-Fraguas) en el cual
participaron las Facultades de Quimica, Agronomia y Ciencias de la UdelaR 0]

Para llevar a cabo el estudio, los integrantes de la contraparte por Facultad de
Agronomia y Quimica recorrieron un total de 53 chacras comprendidas entre los
Departamentos de Lavalleja, San José, Colonia, Canelones, Soriano y Rocha, en donde
finalmente se identificaron 9 casos de cultivos de maiz no-GM con potencial riesgo de
polinizacién cruzada con cultivos de maiz GM (situaciones que admitian una distancia
maxima de 1500 metros entre los bordes mas cercanos de los cultivos y no mas de dos
semana de diferencia en las fechas de siembra). De estos 9 casos se tomaron espigas de
los cultivos no-GM para la produccién de plantines y para el posterior analisis de presencia
de transgénicos por DAS-ELISA y por PCR en punto final. El analisis por DAS-ELISA estuvo a
cargo del Lic. Pablo Galeano de la Catedra de Bioquimica de la Facultad de Quimica y el
analisis por PCR fue realizado en el marco de esta tesis, en el Laboratorio de Trazabilidad

Molecular Alimentaria.
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4.1.1 Deteccién de transgenes en la descendencia por PCR
convencional

La deteccion de transgenes por PCR se llevd a cabo en dos etapas: en primera
instancia se realizd6 un ensayo de screening de OGM basado en la busqueda de dos
secuencias génicas (promotor 35S y Terminador nos) presentes en las construcciones de
los eventos de maiz cultivados en Uruguay [61]; posteriormente se realizaron ensayos
evento especificos para confirmar la identidad de los eventos involucrados. En todos los
casos se busco el evento Bt11 y el evento MON810 (lineas GM mayormente cultivadas en
el pais), para luego comparar los resultados con las identidades de los cultivos GM mas
cercanos.

Los resultados de los andlisis por PCR en punto final revelaron la presencia de
transgenes (presencia del p35S) en las progenies de los cultivos no-GM, en 4 de los 9 casos
de estudio. El andlisis evento especifico confirmé la presencia del evento MON810 en los 4
casos positivos para la presencia del promotor. Este resultado coincidié con la identidad
GM de los cultivos vecinos, lo que permitid confirmar la fuente de contaminacién por
polen transgénico. Cabe destacar que el analisis de DAS-ELISA realizado, detecta a la
proteina crylAB presente en los eventos autorizados de maiz MON810 y Bt11, pero no es
capaz de discriminar entre uno u otro. Por el contrario, la estrategia empleada en la PCR es
especifica para cada evento, permitiendo inferir cual de los cultivos GM vecinos fue la
fuente de flujo de transgénicos. Como ejemplo, se muestra el caso N2 1 del trabajo
experimental (Tabla 9, Figura 18), el cual consistid en un cultivo de maiz no-GM cercano a
dos cultivos GM, uno correspondiente al evento MON810 y otro al evento Btll. A partir
del analisis por PCR se pudo evidenciar que la contaminacion con transgenes resulté desde

el campo sembrado con la variedad MON810 y no desde plantado con la linea Bt11.

4.1.2 Estimacion de la frecuencia de flujo génico

En lineas generales los resultados observados de presencia accidental de transgenes
en los cultivos de maiz no-GM se ubicé en valores de entre 0,3 y 5%. Cabe mencionar que
la frecuencia estimada en este trabajo, corresponde a la presencia de transgenes en las
progenies no-GM y no propiamente a la frecuencia de interpolinizacién. Esta ultima

deberia ser mayor dado que el maiz hibrido GM del cual provino el polen parental, es
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hemicigoto para el transgén [85], por lo cual no todos los granos de polen producidos en el
cultivo GM portaron el transgén.

Al igual que lo reportado en la bibliografia consultada, el porcentaje de
transgénicos encontrado fue disminuyendo a medida que aumentaron las distancias entre
los cultivos y las diferencias en las fechas de siembra 9 se encontré que en 2 de los 4
casos, las distancias entre los cultivos superaron los 250 metros recomendados
actualmente en Uruguay, para evitar la contaminacidn por flujo génico en maiz (61

Estos resultados sugieren que, para evitar que el intercambio de polen GM por flujo
génico supere el 1% establecido para la presencia accidental de transgenes, la distancia de
aislamiento deberia superar los 420 metros y la diferencia en las fechas de siembra
deberia ser de dos semanas. Estas distancias podrian minimizar el efecto de otros factores
gue aportan a la contaminacidn por transgénicos, tales como la mezcla de semillas durante
la siembra, la cosecha y el almacenamiento. No obstante, la implementacién de esta
politica en zonas similares a las estudiadas parece dificil, debido a que actualmente no se
respetan las zonas de amortiguacion de 250 metros recomendadas (89l
Por otro lado, la estrategia basada en la sincronia de la floracién deberia ser un

instrumento eficaz para garantizar la coexistencia, pero su aplicacion esta limitada por las

condiciones climaticas especificas del cultivo de maiz.

4.1.3 Extraccion y amplificacion de ADN de un grano de polen de
maiz

Se compararon distintas estrategias para extraer y estudiar el ADN proveniente de
un grano de polen de maiz. Todas ellas siguieron tres diferentes etapas: (i) aislamiento del
grano de polen bajo lupa desde una soluciéon de H,0 y polen, (ii) extraccion del ADN
mediante el empleo de soluciones de lisis a temperaturas elevadas (iii) andlisis del ADN
mediante PCR con cebadores especificos para secuencias enddgenas de maiz (ivr y hmga),
cebadores especificos para detectar al promotor CaMVp35S transgénico y para amplificar
el evento especifico MON810.

El protocolo 6ptimo de extraccién de ADN consistié en una etapa de lisis de la
envoltura del grano, a partir de la incubacién a 652C por 15 minutos con una solucién de
KOH (0,1M) y una posterior incubacion a 952C por 10 minutos con Tris-HCl (100mM); y un

paso de centrifugacién en donde se purifico el ADN de proteinas y otros contenidos




Discusion General

celulares. Este protocolo modificado, basado en el método de Chen y colaboradores del
afio 2008 [161], no solo resulta eficiente para extraer ADN de granos de polen de una
panoja de maiz, sino que también resulta éptimo para extraer ADN del polen presente en
muestras de miel. Este Ultimo ensayo que aqui no se presenta, ha sido comprobado por
nuestro grupo de trabajo en el marco de otros proyectos de investigacion del LaTraMa.
Para la deteccion de las distintas secuencias blanco por PCR en punto final, se

siguieron las condiciones de ciclado del método de Chen [161]

, ¥ se utilizaron los cebadores
descritos en el Compendio de métodos de Referencia del JRC (1421 ‘Todas las condiciones
del ensayo, incluidas las temperaturas de reaccién, el nimero de ciclos, y los tamafos de
amplicones resultantes, debieron evaluarse previamente de forma especial para poder
detectar la cantidad minima de ADN extraido. La utilizacién de cebadores disefiados para
amplificar secuencias cortas de ADN (menores a los 205 pares de bases) y el nimero
elevado de ciclos de reaccion, aportaron al éxito del andlisis.

Aunque la técnica de PCR en punto final acoplada a la electroforesis en
poliacrilamida resulta muy sensible para el andlisis del ADN, actualmente el método
elegido para la deteccion de bajas cantidades de material genético es la PCR en Tiempo
Real. La misma posee un limite de deteccion (LOD) de 1 a 10 copias de ADN, diez veces

" . 107
menor que la observada para la técnica de PCR convencional 1071

4.2 Deteccion de transgenes en alimentos.

Debido a que los requisitos legales para el uso y la comercializacién de OGM varian
entre los diferentes paises, la aplicaciéon de la trazabilidad en un producto terminado
resulta diferente para cada uno de ellos. Una linea transgénica puede estar autorizada
para el consumo en un pais, pero no necesariamente en el vecino, por lo que el control
sobre un alimento derivado puede resultar diferente. Asimismo, cada estado puede definir
un limite umbral para el etiquetado de OGM, lo que significa que un producto que no
requiere etiquetado en el lugar de origen, puede sobrepasar los limites de contenido GM
implementado en el pais de destino.

A su vez, aportando a la complejidad del control de los alimentos GM, se encuentra
que no existe a nivel regional e internacional, una armonizacién de la metodologia
analitica para la deteccién y cuantificaciéon de OGM. El empleo de los métodos de analisis

depende de la capacidad técnica y econdmica de cada pais y de cada laboratorio de
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control. Un paso importante para intentar resolver esta dificultad, fue la creacion del
Laboratorio Comunitario de Referencia para Alimentos y Piensos Genéticamente
Modificados (CRL-GMFF) de la Unién Europea, conocido como Centro Comun de
Investigacion de la Comisiéon Europea 6 European Commission’s Joint Research Centre
(JRC). Este centro tiene como principal cometido validar y publicar nuevos métodos de
analisis de OGM para su aplicacion internacional.

La eleccién del método para detectar y cuantificar OGM en los alimentos constituye
un reto por varias razones; primeramente, existen mds de 250 variedades de cultivos
transgénicos a nivel mundial, que pueden estar presentes en los ingredientes de un
alimento. Para el caso de maiz actualmente se encuentran autorizados para consumo, un
total de 131 eventos con diferentes caracteristicas agrondmicas (41 eventos simples y 90

) 541 El método elegido debe ser capaz de detectar a la mayoria de las

eventos apilados
variedades GM presentes, ademds de poder identificarlos y cuantificarlos. A su vez, para
poder obtener resultados reproducibles deben utilizarse materiales de referencia
adecuados, que no siempre se encuentran disponibles. Por otro lado, los alimentos
procesados han sufrido tratamientos que llevan a la degradacién del ADN, lo que dificulta
su obtencién para los posteriores ensayos de detecciéon. Es necesario contar con
protocolos de extraccién que rindan ADN de buena calidad y sin inhibidores a partir de una
amplia gama de matrices alimentarias procesadas.

Para llevar a cabo el andlisis de OGM se aconseja el empleo de técnicas sensibles de
deteccion de ADN, tales como la PCR en Tiempo Real (qPCR). Esta mide la cantidad de
moléculas de ADN producidas durante cada ciclo de amplificacién, utilizando agentes
fluorescentes de union al ADN como el SYBR® Green, o utilizando sondas especificas
acopladas a fluoréforos. Esta técnica resulta ideal para el andlisis de OGM, debido a que
tiene la capacidad de detectar hasta 2 copias de ADN (1041

La nueva normativa para el etiquetado de alimentos GM en Montevideo, demanda
que existan programas de vigilancia por parte de los organismos gubernamentales, para
asegurar el cumplimiento del Decreto N2 34.901"%?, L3 entidad asignada para este control
es la Intendencia de Montevideo a través de la Unidad Laboratorio de Bromatologia (LB-
IM). Para llevar a cabo esta funcion, el LB-IM establecié un convenio con la Facultad de
Ciencias (Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria), cuyo cometido fue la
transferencia tecnoldgica y la puesta a punto de los métodos de rutina para la deteccion y

M [103]

cuantificacién de OG . En el marco de este convenio se llevd a cabo el Trabajo
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experimental Il de la tesis, que tuvo como objetivo principal la estandarizacién de una
metodologia basada en la técnica de PCR en Tiempo Real (SYBR® Green), para detectar,
identificar y cuantificar transgénicos en alimentos procesados a base de maiz. Esta
metodologia fue verificada y comparada con las plataformas comerciales disponibles en
formato de Kits validados.

Cabe mencionar que en Uruguay, solamente dos laboratorios se encuentran
empleando andlisis de deteccién de OGM. En el &mbito publico-privado, el Laboratorio de
Técnicas Moleculares del Instituto Nacional de Semillas (INASE) se encarga del control de

los granos GM que se importan y exportan del pais (1731

, mientras que el Departamento de
Bioprocesos y Biotecnologia del Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU), es quien
realiza los analisis cualitativos de deteccién de OGM en granos de arroz que se exportan
desde Uruguay (1781 Hasta la fecha, ningun laboratorio publico o privado, realiza el analisis
de deteccion de OGM en los alimentos por gPCR, salvo el Laboratorio de Bromatologia

quien recientemente ha comenzado a implementar este tipo de metodologias.

4.2.1 Obtenciéon de ADN

En los alimentos los compuestos inhibidores de las reacciones de PCR tales como las
proteinas, grasas, polisacdridos y azUcares son muy frecuentes, por ello la etapa de
extracciéon del ADN resulta critica para lograr el éxito de los posteriores analisis
moleculares de deteccién de OGM **¥!, Para extraer ADN de los alimentos procesados, se

158 -
) [ 1 el cual utiliza una

empled una modificacidon del protocolo de Doyle & Doyle (1974
solucién de detergente bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) y solventes organicos,
especialmente recomendados para eliminar polisacaridos y compuestos polifendlicos.
Mediante el empleo de este método fue posible extraer ADN en buena cantidad y sin

inhibidores, de todas las matrices alimentarias estudiadas.

4.2.2 Puesta a punto del analisis de OGM por qPCR (SYBR® Green).

4.2.2.1 Screening de OGM

Para la puesta a punto del screening de las secuencias transgénicas CaMVp35s y

Terminador nos por gPCR, se evaluaron distintos parametros de rendimiento tales como la
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especificidad, selectividad y eficiencias de amplificacién de los cebadores, y la sensibilidad
y el limite de deteccidon de la técnica. Los resultados de la evaluacién demostraron que el
método de deteccion por qPCR (SYBR® Green) posee una alta sensibilidad, presentando un
limite de deteccion (LOD) de 0,01% de material GM, lo que equivale a 2 copias de ADN
transgénico. Este valor supera en diez veces al LOD de la PCR en punto final. El rango
dinamico fue evaluado entre 0,01% y 5% de material GM, obteniendo resultados precisos
con desvios menores a 10% (valor aceptado por las normas estdndar de verificacién de
métodos de deteccion de OGM [133]). A su vez, los cebadores elegidos para la deteccidon
(tomados del Compendio de Métodos de Referencia del JRC) resultaron selectivos y
especificos, exhibiendo sefiales de amplificacién Unicamente en los controles conteniendo
la secuencia diana. Por ultimo, las eficiencias de amplificacién para ambas secuencias
transgénicas se ubicaron cercanas al 100%, lo que demuestra que el método es adecuado

para la deteccién del Promotor-35S y del Terminador-nos.

4.2.2.2 Identificacidon eventos especificos de maiz

El método de identificacion de eventos especificos por qPCR (SYBR® Green) fue
evaluado segln los pardmetros de validacién mencionados con anterioridad. Se utilizaron
distintos juegos de cebadores especialmente disenados por el JRC para la deteccidon de las
lineas transgénicas de maiz MON810, Bt11l, GA21, TC1507 y Bt176. Los resultados de los
ensayos indicaron que los cebadores empleados fueron selectivos y especificos,
mostrando curvas de disociacion (melting) con picos Unicos y caracteristicos para cada
evento. A su vez, las eficiencias de amplificacién para todas las secuencias blanco se
ubicaron cercanas al 100%. El limite de deteccion de la técnica se ubicd en un valor de
0,01% de material GM, equivalente a 2 copias de ADN transgénico. Estos resultados
demuestran que el método de identificacion evento especifico por gPCR (SYBR® Green)
puede ser empleado para el analisis de ADN de maiz transgénico. Si bien para la
identificacion de los eventos especificos es recomendable el uso de sondas de hidrdlisis del
tipo TagMan®, la aproximaciéon mediante la quimica de SYBR® Green, junto a la utilizacion
de cebadores especificos y el andlisis de las curvas de disociacidn, resulté ser tan especifica

y sensible como la primera.
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4.2.2.3 Cuantificaciéon del Promotor CaMVp35S

El método elegido para llevar a cabo la cuantificacion de OGM en maiz, se basd en la
deteccién del promotor CaMV-35S y su posterior normalizacion con un gen enddgeno de
referencia hmga. Este método presentd eficiencias de amplificacion del 95% y parametros
de rendimiento acordes a lo establecido por las normas de referencia ISO 21568-140, ISO
24276 13549 |5 desviacién estandar entre las réplicas se ubicé por debajo del 35%
(definido en las normas ISO de cuantificacion de OGM) en todo el rango dindmico de
cuantificacion (0,1%-5% material GM), el limite de deteccién (LOD) fue fijado en 0,01% vy el
limite de cuantificacién (LOQ) en 0,1% de material GM. Ambos limites se encuentran muy
por debajo del umbral establecido para la presencia accidental de organismos
genéticamente modificados en alimentos (de 1%), por lo que se concluyé que este método
puede utilizarse como una primera aproximacion para la cuantificacion de OGM en
muestras que presentan la secuencia promotora (p35S).

Cabe recordar que para evitar errores en la cuantificacién de OGM, la misma debe
realizarse normalizando la cantidad de secuencias GM con una secuencia enddgena de la
especie. De esta manera, aunque el ADN se degrade durante el procesamiento de la
muestra (en especial cuando se trata de alimentos procesados), las cantidades relativas de
la secuencia transgénica a la secuencia de referencia seguird siendo la misma, por lo que el
porcentaje de material GM no se vera afectado (101 gy gen enddgeno ademas sirve como
control de la calidad del ADN extraido; si este gen no es amplificado durante la PCR, se
deduce que la muestra contiene inhibidores de la reaccién, o que el ADN extraido se
encuentra muy degradado [134]

Finalmente y como se ha mencionado, para la cuantificacion de OGM es
recomendable el uso de estrategias de deteccién evento especificas. Mediante esta
estrategia, dirigida hacia el sitio Unico de union entre el transgén y el ADN de la planta, se
evita la sobreestimacién del porcentaje de OGM en el caso de ocurrir inserciones dobles o
duplicaciones de secuencias en el proceso de transformacidon. La cuantificacién mediante
la deteccién de secuencias comunes como promotores, terminadores u otras secuencias
transgénicas, pueden resultar en la sobreestimacion, si el evento de transformacién tiene
varias copias de esa secuencia en su construccién, o incluso si existen diferentes
ingredientes GM conteniendo esas mismas secuencias. Al mismo tiempo, este método

puede dar un resultado subestimado del porcentaje, siempre que se encuentren en la
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muestra, eventos que no contienen la secuencia buscada. No obstante, cualquiera de las
dos estrategias descritas para la cuantificacion (evento-especifica o de deteccidén de
secuencias comunes) dara lugar a un porcentaje sobrestimado de material GM, cuando se
encuentren en la muestra eventos apilados [148]

Por otra parte, aunque los métodos especificos de eventos son los mas adecuados
para la cuantificacién, la informacidén requerida para diseiiar este tipo de metodologia no
siempre se encuentra disponible en los laboratorios. Los métodos de deteccion y las
secuencias génicas de los nuevos eventos no siempre se encuentran publicados, y los
Materiales de Referencia Certificados no siempre estdn disponibles ni desarrollados.

La puesta a punto de la identificacidn y cuantificacién de cada uno de los eventos, es
laboriosa y requiere de infraestructura y de personal capacitado. El costo de estos analisis
se encarece enormemente cuando se analizan alimentos, debido a que existen cientos de

. . . 54
eventos autorizados para consumo a nivel mundial 541

. Es por esta razdén que actualmente
mas de 40 laboratorios de analisis de OGM en alimentos en el mundo, eligen los métodos
de cuantificacidon de secuencias comunes en los eventos liberados (por ejemplo el p35Sy

el t-Nos), asegurando la practicidad y la reduccion de los costos [135]

4.2.3 Analisis de screening, identificacion y cuantificacién de OGM
en alimentos mediante qPCR- SYBR® Green.

Luego de poner a punto la metodologia de rastreo, identificacién y cuantificacién de
OGM por qPCR (SYBR® Green), se prosiguidé con la deteccion de maiz transgénico en
alimentos disponibles en el mercado. Se analizaron un total de 51 alimentos conteniendo
maiz (tortillas, cereales y productos de copetin (snacks)), de diferente procedencia
incluyendo a Uruguay, Argentina, Brasil, Chile, México, EEUU, Francia, Espafia y Alemania.

Los resultados de los analisis indicaron que 32 de los 51 productos presentaron la
secuencia del promotor 35S y del terminador t-Nos. Este valor revelé que el 62,7% de los
alimentos analizados contenian maiz GM. Tras el analisis de identificacién de los eventos
MONS810, Bt11, GA21, TC1507 y Bt176, se encontrd que el 75% de las muestras contenian
el evento Bt11, el 65,5% el evento MON810, el 31,2% el evento GA21 y el 12,5% el evento
TC1507. Se pudo descartar la presencia del evento no autorizado Bt176 en todas las
muestras analizadas. Estos resultados aportan al conocimiento de cudles son los eventos

de maiz mayormente distribuidos en los alimentos que se comercializan en el mercado,
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mostrando una relaciéon coherente al uso y liberaciéon de los mismos a nivel nacional e
internacional .

Por ultimo se llevé a cabo la cuantificacion de OGM a través de la deteccién del
promotor CaMVp35S. Como resultado se encontré que el 53,3% de los alimentos
sobrepasaron el limite umbral del 1% establecido para el etiquetado de maiz GM en
alimentos en Montevideo. Respecto a los 21 alimentos muestreados en el mercado
Uruguayo, se observd que diez resultaron positivos para la presencia del elemento p35Sy
del t-NOS, representando el 47,6% del total. Seis de estos, presentaron valores de OGM
mayor al 1%, lo que representé un 28,6% del total. Esto muestra que probablemente
muchos de los alimentos que contienen maiz y se comercializan en la capital,
proximamente deberan estar etiquetados para la presencia de transgénicos.

Finalmente todos los resultados conseguidos mediante la metodologia de deteccion
y cuantificacién de OGM por gPCR (SYBR® Green), fueron comparados con los obtenidos
tras la utilizacion de kits comerciales de tecnologia TagMan® validados en Alemania
(BIOTECON Diagnostics). Para este caso no se observaron diferencias entre los métodos,
consiguiendo resultados muy similares tanto para el screening de OGM como para la
cuantificaciéon del promotor 35S en los alimentos a base de maiz. Esta evaluacién resulté
importante debido a que permitié validar la nueva metodologia desarrollada,
permitiéndonos asumir que este método, mas robusto y econdmico, puede utilizarse de

manera confiable para la deteccién y cuantificacién de OGM en alimentos.
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5 Conclusiones y Perspectivas

El presente trabajo buscé estudiar la situacion actual de Uruguay respecto al uso de
la biotecnologia agricola, tanto a nivel de los cultivos GM en el campo, como a nivel de los
alimentos derivados que se comercializan.

Siguiendo con la hipdtesis de la existencia de flujo de transgenes entre cultivos de
maiz GM y no-GM, el trabajo experimental | de la tesis tuvo como principal objetivo
emplear técnicas moleculares de deteccién de OGM, para evaluar la frecuencia con la que
ocurre dicho fenédmeno en Uruguay. Para poder llevar a cabo este fin, se ided un sistema
de trazabilidad molecular capaz de evidenciar la presencia de transgenes en la
descendencia de los cultivos de maiz no-GM con potencial riesgo de contaminaciéon con
polen de cultivos GM.

A partir del uso de métodos de rastreo de OGM por PCR en punto final, se pudo
detectar y confirmar la presencia de transgenes en las progenies de los cultivos no-GM
proximos a los cultivos GM. Este fendmeno fue observado en cultivos convencionales
cuyos vecinos GM se encontraron a distancias de hasta 420 metros, en frecuencias de
entre 0,3 y 5%. Los resultados de este estudio indican que al menos en las condiciones del
ensayo, la distancia necesaria para mantener el umbral de contaminacién con transgenes
(por flujo génico) por debajo del 1%, no deberia ser menor a 420 metros y las diferencias
en las fechas de siembra no menor a las dos semanas.

Mediante el empleo de estrategias de PCR evento especificas, se pudo confirmar la
identidad del evento involucrado en cada progenie no-GM, permitiendo identificar la
fuente responsable de la transferencia de transgenes.

Asimismo, se logré poner a punto un método de extraccién de ADN y amplificacidon
por PCR capaz de detectar e identificar el ADN transgénico de un grano de polen de maiz.
Esta metodologia no solo tiene el potencial de evaluar la ocurrencia de flujo de transgenes,
a través del seguimiento de los granos de polen individuales, sino que puede aportar al
estudio de los alimentos que los contienen, tales como la miel.

Se entiende que los resultados de este estudio podrian contribuir a redefinir las
politicas de coexistencia en Uruguay, mostrando que las distancias de aislamiento entre

los cultivos GM y no-GM resultan fundamentales para conservar la identidad de los
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mismos, y para asegurar valores de presencia accidental de transgenes, por debajo del
umbral establecido para el etiquetado de OGM en los alimentos derivados del maiz.

Como perspectivas de este trabajo, se prevé analizar las progenies de los cultivos no-
GM mediante técnicas de cuantificacion de OGM mas sensibles, tales como la PCR en
Tiempo Real. Para este propdsito deberan ponerse a punto las técnicas de cuantificacién
de los eventos especificos Btll y MON810, que tendrdn como antecedentes al trabajo

experimental Il de esta tesis.

En lo que respecta al trabajo experimental I, el objetivo general consistié en
estandarizar una metodologia, basada en la técnica de PCR en Tiempo Real (SYBR® Green),
para detectar, identificar y cuantificar maiz GM en alimentos procesados. Este objetivo fue
alcanzado satisfactoriamente, permitiendo evaluar la situacidn actual de los productos de
maiz que se comercializan.

En el marco de este trabajo se logré ajustar un protocolo de extraccion de ADN
basado en el método de CTAB, capaz de rendir ADN de buena calidad a partir de varias
matrices alimentarias complejas, permitiendo asegurar el éxito de los ensayos de
deteccion de OGM por PCR.

A su vez, se logré poner a punto un método de screening de transgénicos, basado en
la deteccién de las secuencias del promotor CAMVp35s y del Terminador Nos (t-Nos),
capaz de rastrear a todos los eventos liberados hasta la fecha en Uruguay. Esta
metodologia basada en los Métodos de Referencia validados por la Unién Europea, resulté
ser robusta y especifica, mas sensible que la PCR en punto final y mas econdmica que la
gPCR utilizando sondas de hidrdlisis o de hibridacion.

Por otro lado, se ajustaron protocolos de identificacién evento-especificos, que
utilizan cebadores especificos acoplados al analisis de las curvas de melting, y permiten
identificar a varios de los eventos de maiz autorizados en el pais (MON810, Bt11, GA21,
TC1507) y en la regién (Bt176).

Ademads, se consiguid ajustar un protocolo para la cuantificacion de OGM en
alimentos que contienen maiz, mediante la deteccion del promotor CaMVp35S y su
normalizacion con un gen enddgeno de referencia, hmga de maiz. El mismo presenté
eficiencias de amplificacion y pardmetros de rendimiento aceptados por las normas de
referencia para el andlisis de OGM. El limite de deteccién (LOD) fue fijado en 0,01% (2

copias de ADN transgénico) y el limite de cuantificaciédn (LOQ) en 0,1% de material GM.
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Ambos limites se encuentran por debajo del umbral establecido en Montevideo para el
etiquetado de organismos genéticamente modificados en alimentos (definido en 1%), por
lo que se concluye que este método puede utilizarse de manera conveniente para la
cuantificacion de OGM en productos que contienen maiz. Esta metodologia resultd ser
robusta y rdpida, mas sensible que la PCR en punto final y mas econdmica que la qPCR que
utiliza sondas especificas. Este método de cuantificacion obtuvo parametros de
especificidad y sensibilidad similares al método de cuantificacion con sondas especificas
del tipo TagMan®, lo que legitima su utilizacidn para el analisis de OGM en los alimentos.

Por otra parte, utilizando esta metodologia se analizaron 51 productos a base de
maiz, de los cuales 32 presentaron las secuencias transgénicas buscadas a través del
screening de OGM. Este valor representd al 62,7% de los alimentos muestreados. De estos
32 alimentos, 22 correspondieron a alimentos comercializados fuera del pais y 10 a
alimentos distribuidos en Uruguay. El evento mayormente representado en estas muestras
fue el evento Bt11, seguido del MON810, el GA21 y el TC1507. El evento no autorizado
Bt176 no fue encontrado en ninguno de los alimentos analizados.

Tras la cuantificacion del promotor 35S se encontré que 18 de las 32 muestras que
presentaron esta secuencia, lo hicieron en porcentajes mayores al limite umbral de 1%,
establecido en el nuevo Decreto Departamental de Montevideo (Decreto N2 34.901,
2013), para el etiquetado de OGM en alimentos. Este valor representd un 56,25% de las
muestras positivas para la presencia de transgénicos, y un 35,3% del total de las muestras
analizadas.

Los resultados de este estudio aportan al conocimiento de la situacién sobre el uso y
la comercializacién de los OGM en el pais, a través del estudio de algunos casos especificos
de alimentos que contienen estas variedades, y determinando las cantidades en que se
encuentran presentes. Cabe destacar que este trabajo resulta innovador respecto a la
puesta a punto de las metodologias de deteccidn y cuantificacion de OGM en alimentos en
Uruguay, representando el primer estudio de cuantificacion de OGM por qPCR en el pais.

Como consideracién final este estudio aporta al cumplimiento del objetivo del
convenio vigente N° 3061/93 entre la Unidad Laboratorio de Bromatologia de la
Intendencia de Montevideo y La Facultad de Ciencias, ayudando a fortalecer las
capacidades y el conocimiento respecto a las técnicas de deteccién de OGM de los

técnicos de la Unidad. De esta forma quedd a disposicion del mismo, una metodologia
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capaz de hacer cumplir con la reglamentacion establecida para el etiquetado de los
alimentos GM en el departamento de Montevideo.

Como perspectiva de este estudio y para seguir con la finalidad del convenio
marco, y el nuevo proyecto CSIC Vinculacién Universidad - Sociedad vy
Produccion Modalidad 2: “Identificacién y cuantificacion de especies animales y vegetales
—incluyendo Organismos Genéticamente Modificados en alimentos de la Unidad
Laboratorio de Bromatologia, Intendencia de Montevideo” (Responsable Dr. Claudio
Martinez Debat), se comenzara a realizar la puesta a punto de los métodos para cuantificar
los eventos de maiz autorizados en Uruguay, MON810, Bt11, GA21, TC1507, NK603 y para
cuantificar las variedades de soja MON40-3-2 (RR), MON89788 (RR2Y) y A2704-12. Para
ello, se seguiran los protocolos validados por el Joint Research Centre de la Unidn Europea
y se contemplaran los parametros de validacién/verificacion presentados en este trabajo.

Luego de poner a punto y verificar estos métodos, se prevé realizar ensayos de
interlaboratorio con Laboratorios de deteccion de OGM en alimentos, como por ejemplo,
el Laboratorio Comunitario de Referencia para Alimentos y Piensos Genéticamente
Modificados de la Unién Europea (CRL-GMFF), la Red Nacional de Laboratorios de
Deteccidn, ldentificacién y Cuantificacion de Organismos Genéticamente Modificados de
México (RNLD-OGM), el Centro Gen@k para la Bioseguridad de Noruega, el Laboratorio de
Genética Molecular, Desarrollo y Evolucidon de Plantas del Instituto de Ecologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y con Laboratorios nacionales que
estén realizando este tipo de andlisis, tales como el Instituto Nacional de Semillas (INASE) y

el Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU).
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Anexos B8

7 Anexos

Anexo l. Protocolo modificado de Doyle & Doyle (1987) para extraccion
de ADN de alimentos de origen vegetal.

1. Toma de muestra: Con una pinza esterilizada, tomar aproximadamente 2 gramos del
alimento y colocarlos en un mortero limpio para realizar la pulverizacién con
Nitrégeno liquido. Pesar 100 mg del pulverizado y colocarlo en un tubo de 2.2ml.

Agregar 1000 ul de Buffer de extraccion precalentado a 65°C.
Mezclar bien: Invertir el tubo varias veces.
Incubar a 65°C durante 1 hora. Agitar cada 15 minutos.

ik wn

Desproteinizar con 500 uL de Cloroformo: Octanol (24:1). Mezclar por inversion
enérgica durante 5 minutos.

6. Centrifugar 5 minutos a 12.000 g.

7. Tomar con cuidado la fase acuosa (superior) y colocarla en un tubo de 2.2 ml.

8. Repetir los pasos 4-6 (re-extraccion).

9. Centrifugar 10 minutos a 12000 g.

10. Tomar el sobrenadante y transferirlo a otro tubo de 2.2 ml.

11. Agregar 0,8 voliumenes de isopropanol frio (i-PrOH).

12. Invertir el tubo varias (10) veces.

13. Centrifugar durante 5 minutos a 12000 g

14. Descartar el sobrenadante con cuidado.

15. Lavar con 1000 ulL de EtOH 70%.

16. Centrifugar un minuto a 12000 g.

17. Descartar el sobrenadante con cuidado. Secar en vacuosecador rotatorio (Speed Vac).
18. Resuspender en 100 ul de H,0 mQ. Redisolver durante 10 horas en hielo

Composicion Buffer Extraccion (CTAB)

Tris.HCI 100 mM pH 8.0
EDTA 50 mM pH 8.0
NacCl 0.7M

CTAB 2%

B-ME 140 mM



Anexos BV

Anexo Il. Electroforesis en gel de poliacrilamida 12% - Tincion con Nitrato

de Plata

Electroforesis en gel de acrilamida 12%

1. En un tubo Falcon de 15ml mezclar: 10 ml de acrilamida 12%, 10ul de APS
(persulfato de amonio) 10% y 10ul de TEMED (N,N,N’,N" tetrametiletilendiamina).

2. Mezclar suavemente y colocar entre los vidrios de la cubeta de electroforesis
vertical. Colocar el peine. Dejar solidificar durante 15+5 minutos.

3. Retirar el peine, colocar el buffer de corrida TBE y limpiar los pocillos de posibles
restos de acrilamida.

4, Preparar las muestras colocando 5ul del producto de PCR junto con un 1pul de de
carga (azul de bromofenol).

5. Cargar las muestras con una micropipeta en el orden de numeracién de los tubos.
Sembrar un marcador de peso molecular adecuado.

6. Dejar migrar a 100 V hasta que el buffer de carga alcance el extremo inferior del
gel.

Revelado con solucidn de nitrato de plata

7. Desmontar los vidrios de la cuba de electroforesis y pasar los geles a un recipiente
de plastico.

8. Cubrir el gel con 200ml de solucidn fijadora y agitar durante 5 minutos.

9. Retirar la solucidn fijadora y agregar 200ml de solucion de Nitrato de Plata. Agitar
durante 8 minutos.

10. Retirar la soluciéon de plata y enjuagar con abundante agua destilada.

11. Por ultimo, colocar 200ml de solucidén reveladora y agitar hasta que las bandas de

ADN resulten visibles.

Solucion de acrilamida 12% (100ml):

Acrilamida 30:08 40ml formaldehido 0,66 mL
Buffer TBE 5X 20ml H,O0 mRo c.s.p. 200 mL
H,O0mRo 40ml

Solucion fijadora (200ml):
Solucion de TBE 5X (500ml): EtOH 95% 20 mL
Tris base 27g AcOH imL
Acido bérico 13.75g H,O mRo c.s.p. 200mL

EDTAO0,5M,pH8,0 10 ml
H,0mRo c.s.p. 500m

Solucion reveladora (200ml):
NaOH 6g

Solucion colorante de plata (200ml):
H,O mRo 200 mL
AgNO3 0,45g



Anexos XS

Anexo lll. Muestras de alimentos y Materiales de Referencia

Tabla S1. Productos analizados en el estudio de deteccion, identificacion y cuantificacion de OGM en
alimentos. Se detalla el nombre, el origen, y los ingredientes de cada alimento. *Todos los productos
fueron analizados previo a las fechas de expiracion. Ninguno de estos declaraba en su etiqueta la
presencia de material GM.

Comercializado
“ PRODUCTO m INGREDIENTES EN URUGUAY

Granos de maiz blanco

México Granos de maiz cocidos
nativo
2 Granos de maiz México Granos de maiz cocidos NO
3 Tortllla”de malz”blanco México Harina de maiz, agua, sal NO
Tlalpan
Tortill maiz azul ,
4 ° E, a de ma ,,a ! México Harina de maiz, agua, sal NO
Juan Angel
Tortill Maiz Tol ..
5 ortilla ’c:,le 2 ” oluca México Harina de maiz, agua, sal NO
copro
Tortilla de Maiz Toluca , . . ,
6 “ ” México Harina de maiz, agua, sal NO
El puente
Tortilla de maiz azul . ) .
7 “ ” México Harina de maiz, agua, sal NO
Tlalpan
Tortilla de Maiz blanco ‘s
8 “ " México Harina de maiz, agua, sal NO
Tlalpan
Tortilla de Maiz blanco , . ) ,
9 " N México Harina de maiz, agua, sal NO
San Angel
Tortilla de maiz
10 . México Harina de maiz, agua, sal NO
“Tortilleria DF” J
Tortilla de maiz Toluca . ) .
11 " " México Harina de maiz, agua, sal NO
El 10
Cereal de maiz, aceite vegetal, condimento,
Cheetos Torciditos - maltodextrina, sal yodada, suero de leche, mezcla
12 . México - . NO
queso chile de chiles, proteina de leche, mezcla de quesos,

saborizantes, colorantes

Harina de maiz, aceite vegetal, suero de leche,

maltodextrina, sal yodada, harina de trigo, queso
Meéxico deshidratado, tomate, cebolla, mantequilla, NO

saborizantes naturales y artificiales, ajo, especias,

colorantes, fosfato de sodio, acido citrico, aztcar

Maiz nixtamizado, aceite vegetal, condimento,
14 Fritos de chile y limén Meéxico mezcla de chiles, saborizantes, jugo de limén, NO
colorante, achiote
maiz, aceite de palma, derivados de leche, harina de
trigo, queso en polvo, tomate en polvo,
aromatizantes, aceite de girasol, cebolla en polvo,

13 Topitos queso

15 Doritos dipas sweet Francia . . NO
hili suero de mantequilla en polvo, cloruropotasico,
chili potenciador del sabor, ajo en polvo, dextrosa, 4cido
citrico, colorantes especias, azucar, sal.
. - . Maiz molido, aceite de palma, aroma natural, chili
16 Tortillas chili Francia - v NO
otros aromas naturales
3D . Harina de maiz, aromatizantes, azlcar, sal
17 . , Francia - . . ’ ! NO
( conitos de maiz) glutamato monosaddico, harina de trigo, colorantes

Harina de maiz, harina de gluten, aceite vegetal,
18 Tortillas de Maiz Francia saborizantes, sal, dextrosa, emulsionantes, NO
acidificantes

Tortillas de maiz .. ,
19 Meéxico Harina de maiz, agua, sal NO
naturales (Tlayudas)

Tortillas de maiz .. ,
20 México Harina de maiz, agua, sal NO
naturales (Tlayudas)

Maiz nixtamizado, aceite vegetal, condimento, dcido
México citrico, glutamato monosédico, almidén, azucar, NO
chile, jugo de limédn, colorantes, saborizantes

21 Doritos recargados
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

Crujitos queso y chile

Rancheritos

Fritos chile y limon

Doritos pizzerolas

Nachitas
(Tortillas Chips)

3D barbacoa

Fritos

Mix Bugles 3D’s

Mix Cheetos

Mix Doritos

Mix cheetos

Hojuelas de maiz
azucaradas

Hojuelas de maiz
Hojuelas de maiz
Hojuelas de maiz con
miel
Cornflakes

Copos de maiz

Copos con miel

Copos frutales

México

México

México

México

EE.UU

Argentina

Espafia

Espafia

Espana

Espafia

Espana

Alemania
Alemania

Argentina

Argentina

Brasil

Chile

EE.UU

Argentina

Harina de maiz nixtamizado de grano entero, aceite
vegetal, azucar, sal, sélidos de leche, mezcla de
chiles, maltodextrina, mezcla de quesos, acido
citrico, glutamato, mezcla de especias, bicarbonato
de sodio, saborizantes

Maiz nixtamizado, aceite vegetal, condimento, sal ,
maltodextrina, azlcar, trigo, almidén, proteina
hidrolizada de carne, saborizantes, jugo de limdn,
achiote, colorantes.

Maiz nixtamizado, aceite vegetal, condimento,
mezcla de chiles, saborizantes, jugo de limodn,
colorante, achiote

Maiz nixtamizado, aceite vegetal, condimento,
sélidos de leche, sal, maltodextrina, especias,
glutamato monosddico, chile, quesos, acido citrico,
dextrsoa, colorantes, achiote.

Maiz, aceite vegetal, fibre vegetal, queso cheddar,
sal , mantequilla, polvo de tomate, azlcar, acido
citrico, ajo, cebolla, colorantes, saborizantes

Harina de maiz, aromatizantes, azucar, sal,
glutamato monosddico, harina de trigo, colorantes
Maiz nixtamizado, aceite vegetal, condimento,
mezcla de chile, saborizantes, jugo de limodn,
colorante, achiote

Sémola de maiz, aceite de maiz, aroma de queso y
bacon leche en polvo, queso en polvo, sustancias
aromatizantes, potenciadores del sabor, acidulante
(acido citrico), colorante, aroma de humo, azucar,
sal

Sémola de maiz, aceite de maiz, aroma a queso,
lactosa, potenciadores del sabor, sustancias
aromatizantes, cloruro potasico, proteinas de leche,
colorante, pimenton, sal.

Maiz, aceite de palma, condimento con sabor a
queso, derivados de leche, harina de trigo, queso
en polvo, tomate en polvo, aromatizantes, aceite de
girasol, cebolla en polvo, mantequilla en polvo,
potenciador del sabor, ajo en polvo, regulador de
acidez, colorantes, especias, azucar, sal

Sémola de maiz, aceite de maiz, aroma a queso,
lactosa, potenciadores del sabor, sustancias
aromatizantes, cloruro potasico, proteinas de leche,
colorante, pimentdn, sal.

maiz (64%), azlcar, sal, malta de cebada, vitaminas,
hierro

maiz, azucar, sal, malta de cebada, hierro y
vitaminas

maiz, azlcar, sal, extracto de malta, monogliceridos
de acidos grsos, BHT-BHA

maiz, azlcar, jarabe de maiz, miel, sal, extracto de
malta, monocgliceridos de acidos grasos,
saborizante artificial y antioxidantes

maiz, azucar, malta, acido ascorbico, naciamina,
hierro, zinc, vitaminas

Granos de cereal, harina integral de maiz, semolina
de maiz, azlcar, almidén de maiz, jarabe de
glucosa, cacao en polvo, aceite de palma, sal,
carbonato de calcio, aromatizante

maiz, azucar, jarabe de maiz, miel, sal, saborizante
artificial y antioxidantes extracto de malta

Azlcar, harina de trigo (fortificada con hierro y
acido félico), harina de maiz, harina de arroz, harina
de avena, jarabe de glucosa, malto dextrina, sal,
emulsionante, aromatizantes colorante,
antioxidantes

Anexos
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Copos de maiz Argentina Maiz, azlcar, sal, extracto de malta
Copos de maiz . , ,
42 P Argentina Maiz, azlcar, glucosa, sal, extracto de malta Sl
azucarados
, Maiz, azlcar, sal, extracto de malta, emulsionante:
43 Copos de maiz Uruguay T L S|
mono glicéridos de acidos grasos y antioxidantes
g Maiz partido pelado, azlcar, extracto de malta, sal
Copos de maiz pa P PETTEY o
44 d Uruguay aromatizantes, saborizante natural: caramelo, Sl
GZUCAlaton emulsionante, antioxidante
45 Bolitas dulces de maiz Urugua Harina de maiz, agua, glucosa, aromatizado artificial S|
multicolor guay tuti fruti, colorantes
Harina de avena, harina de maiz, azucar, harina de
. . arroz, miel, glucosa, almendras trozadas, melaza de
46 Copos de avena y miel Argentina = E S|
cafia, leche en polvo descremada, sal, colorante,
estabilizante, emulsionante aromatizante
47 Copos con azucar Argentina Maiz, azlcar, sal, malta de cebada, vitaminas SI
48 Copos sin azucar Argentina Maiz, azlcary sal SI
Azucar, semolina de maiz, harina de trigo, harina de
49 Copos de chocolate Alemania arroz, cacao desgrasado en polvo, aceite vegetal, SI
dextrosa, fructosa, sal, vitaminas, aroma, hierro.
Hharina de maiz, azucar, jarabe de glucosa, cacao
en polvo, sal, vitamina B3, hierro reducido, oxido de
. zinc, vitaminas, acido félico, saborizante: idéntico al
50 Copos de chocolate Argentina ! ! § e - S
natural chocolate, sabor artificial vainilla,
colorantes, emulsionante, estabilizantes vy
antioxidantes.
, . Maiz , azlcar, cloruro sddico, extracto de malta de
51 Copos de maiz tostado Alemania Sl

cebada
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Tabla S2. Materiales de Referencia Certificados utilizados para la puesta a punto de los métodos de
andlisis de OGM en alimentos. Se especifica el nombre, el codigo, y el valor certificado en g/kg de cada
uno. * Importados desde el Instituto de Materiales y Medidas de Referencia de la Unién Europea (Geel,
Bélgica)

(g/kg)

oo ERM-BF411a IRMM Bt-176 MAIZE (blank) <014
i ERM-BFA11f IRMM Bt-176 MAIZE (level 5) 50.0
o em ERM-BF412a IRMM Bt-11 MAIZE (blank) <012
o ERM-BFA412f IRMM Bt-11 MAIZE (level 5) 48.9
P ERM-BF413ak IRMM MON 810 MAIZE (blank) <09
oot ERM-BF413gk IRMM MON 810 MAIZE (level 3) 99

ot o ERM-BF414a IRMM GA21 MAIZE (blank) <08
ot ERM-BF414f IRMM GA21 MAIZE (level 5) 42.9
Hpy ERM-BF415a IRMM NK603 MAIZE (blank) <04
ot oy ERM-BFA15f IRMM NK603 MAIZE (level 5) 49.1
fivpd ERM-BF418a IRMM TC1507 MAIZE (blank) <05
Te1507 ERM-BF418d IRMM TC1507 MAIZE (level 5) 98.6

10% GM
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Anexo IV. Curvas de amplificacién y Temperaturas de disociacién (Tm)

Figura S1. Ejemplo de curvas de amplificacion y de disociacion (melting) obtenidas en el screening de
OGM mediante qPCR (SYBR® Green) en las muestras de alimentos. Superior: Curvas obtenidas para la
amplificacién del promotor CaMVp35S (izquierda) y del Terminador nos (derecha). Inferior: Curvas de
disociacién correspondientes a los productos de amplificacién utilizando los cebadores CaMVp35S F/R
(izquierda) y los cebadores t-Nos F/R (derecha). Para ambos casos se observan picos Unicos de Tm,
caracteristicos de las secuencias diana (CaMVp35S Tm=80+1; t-Nos Tm= 73+1)
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Figura S2. Ejemplo de curvas de amplificacion y disociacion obtenidas para las muestras de alimentos
en la identificacion del evento MONB810. /zquierda: Curvas de amplificacion (Representacion
logaritmica). Derecha: Curvas de melting obtenidas con los cebadores MON810 F/R. Se observa un pico

Unico de Tm, caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm= 79+1).
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Figura S3. Ejemplo de curvas de amplificacidn y disociacion obtenidas para las muestras de alimentos
en la identificacion del evento Btll. /zquierda: Curvas de amplificacion (representacién logaritmica).
Derecha: Curvas de disociacién obtenidas con los cebadores Btl1 F/R. Se observa un pico Unico de Tm,

caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm= 72+1).
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Figura S4. Curvas de amplificacion y disociacién obtenidas para las muestras de alimentos en la
identificacion del evento GA21. lzquierda: Curvas de amplificacion (representacidon logaritmica).
Derecha: Curvas de disociacién obtenidas con los cebadores Btl1l F/R. Se observa un pico Unico de Tm,

caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm= 86+1).
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Figura S5. Ejemplo de curvas de amplificacion y disociacion obtenidas para las muestras de alimentos
en la identificacion del evento TC1507. Izquierda: Curvas de amplificacién (representacién logaritmica).
Derecha: Curvas de disociacidon obtenidas con los cebadores TC1507 F/R. Se observa un pico Unico de
Tm, caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm= 78+1).
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Figura S6. Ejemplo de curvas de amplificacidn y disociacion obtenidas para las muestras de alimentos
en la identificacion del evento Bt176. lzquierda: Curvas de amplificacion (representacion logaritmica).
Derecha: Curvas de disociacion obtenidas con los cebadores Bt176 F/R. Se observa amplificacion
Unicamente para el control positivo (MRC), con una Tm caracteristica = 80+1.
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Figura S7. Curvas de calibracion obtenidas para la cuantificacion de OGM en muestras de alimentos.
Se representan las curvas estandar de la amplificacion del Promotor 35S (azul) y de la amplificacion del
gen de referencia hmga (rojo). Las eficiencias calculadas fueron de 94,7% para el gen hmga y 95,5%
para el promotor 35S
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Figura S8. Ejemplo de curvas de amplificacion y de disociacion obtenidas en el ensayo de
cuantificacion de OGM en las muestras de alimentos. Izquierda: Curvas obtenidas para la amplificacidon
del gen endégeno hmga (superior) y para el Promotor 35S (inferior). Derecha: Curvas de disociacién de
los productos de amplificacion obtenidos con los cebadores HMGA F/R (Tm= 71#1) y los cebadores
CaMVp35S F/R (Tm=80+1).
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