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Resumen

La soya es un cultivo cuya producciéon nacional no es suficiente para suplir la
demanda nacional, por lo que se importa semilla de soya para siembra y soya en grano para
consumo de paises donde se ha aprobado el uso de soya transgenica, de modo que existe la
probabilidad del ingreso de este cultivo al territorio ecuatoriano.

En la presente investigacion, un método de deteccion y cuantificacion de soya
genéticamente modificada con tecnologia SYBR Green en el termociclador CFX96 Bio-
Rad fue estandarizado. Los primers utilizados para la amplificacion correspondieron a
secuencias especificas de los dos elementos recombinantes mas representativos en cultivos
geneticamente modificados, el promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (P35S) y
el terminador NOS del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens (TNOS), generando
amplicones de 200pb y de 69pb respectivamente. Los parametros a los cuales se obtuvo los
resultados deseados fueron 100ng de ADN de soya para la amplificacion y 58°C para el
anclaje de los primers P35S y 55°C para el anclaje de los primers TNOS.

El anélisis cuantitativo se realizd a partir de la generacion de una curva estandar en
base a la amplificacion de los primers mencionados en material de referencia certificado
con concentraciones de 0.01%, 0.1%, 1% y 10% de soya transgénica del evento GTS 40-3-
2. El limite de deteccion se establecié en 0.01%, mientras que el limite de cuantificacion
fue establecido en 0.1%. Aproximadamente el 7.7% (2/26) de las muestras de soya en
granos contienen mas del 0.1% de OGM. Se verifico, ademas, presencia adventicia en
varias muestras de soya en grano analizadas.

Debido a las regulaciones de OGMs que se contemplan en el Ecuador, este tipo de
analisis es importante para confirmar que OGM estan presentes en el territorio ecuatoriano
y evidencia la necesidad de contar con personal capacitado e instituciones especializadas
en la deteccion y analisis de organismos genéticamente modificados.
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Abstract

Soybean is a crop with a national production which is insufficient to meet its
demand; therefore soybean seeds and soya beans are imported from countries where the
use of transgenic soybean has been already approved, hence there is the probability that in
Ecuador we can find this type of soybean.

In this research, a detection and quantification SYBR Green-based method of
genetically modified soybean in thermal cycler CFX96 Bio-Rad has been standardized.
Primers used for the amplification corresponded to specific sequences of the two most
representative recombinant elements in GM crops. The 35S promoter from the Cauliflower
Mosaic Virus (P35S) and NOS terminator from Ti plasmid in Agrobacterium tumefaciens
(TNOS) generated 200bp and 69bp amplicons respectively. The parameters by which the
desired results were obtained were 100ng of soybean DNA for the amplification step and
58°C for the annealing temperature of P35S primers and 55°C for TNOS primers.

The quantitative analysis was performed once a standard curve based on the
amplification of the above mentioned primers was generated using certified reference
materials with 0.01%, 0.1%, 1% y 10% of GM soybean event GTS 40-3-2. The detection
limit was set at 0.01% while the quantification limit was set at 0.1%. Approximately 7.7%
(2/26) of soybean samples contained more than 0.1% of GMOs. Additionally, adventitious
GMO presence was verified in several soybean samples.

Due to Ecuadorian GMOs regulations, this kind of analysis has to be established in
order to determine if GMOs are present in Ecuador; and makes clear the need of trained
personnel and specialized institutions for GMO detection and analysis.
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1. Introduccién
1.1  Organismos genéticamente modificados. Impacto en la produccion.

Controversias.

En la actualidad existen 1.02 billones de personas malnutridas en el mundo, lo que
significa que casi 1/6 de toda la humanidad sufre de hambre (“More people than”, 2009).
El crecimiento de las ciudades lleva a un incremento en la demanda mundial de alimentos,
por lo que el reto actual es optimizar maneras de aumentar la eficiencia en la produccion de
alimento con el objetivo de aliviar la pobreza, el hambre y la malnutricion. Teniendo en
cuenta principios ecoldgicos esenciales que guien una produccién agricola sustentable y
que permita una mayor disponibilidad de alimentos tanto de origen vegetal como animal,
asi como, mejorar los sistemas de distribucion de los alimentos, se considera que la mejor
estrategia para lograrlo es combinar lo mejor de la tecnologia agropecuaria convencional
con lo mejor de las aplicaciones agrobiotecnolégicas (James, 2009). La biotecnologia es
una disciplina que ayuda a encontrar alternativas para generar alimentos mas nutritivos,
mejorar la productividad por hectarea, disminuir los costos de produccion y reducir la
huella ambiental de la agricultura (James, 2009).

Lamentablemente, el uso de las diversas biotecnologias modernas en la produccién
de alimentos (plantas y animales) ha sido objeto de un profundo debate publico y politico;
y un gran porcentaje de estas discusiones se ha centrado principalmente en los organismos
genéticamente modificados (OGMs). Estos organismos, que también son conocidos como
transgénicos, pueden tener caracteristicas particulares gracias a que se insertan
determinados genes de otros organismos en su codigo genético, se delecionan o se
silencian genes especificos, mediante la técnica de ADN recombinante, lo cual les confiere

la caracteristica deseada (Villalobos, 2008), tal como tolerancia a herbicida, que es la



caracteristica dominante en los cultivos transgénicos aprobados en varios paises;
resistencia a insectos, entre otras (James, 2009).

En la actualidad, los reportajes de los medios de comunicacién estdn cargados con
historias y noticias sensacionalistas con una representacion erronea de los aspectos reales
de los organismos genéticamente modificados. Existen muchos grupos que proporcionan
datos desacertados y, mediante sus distinguidas campafas publicitarias, logran llegar a la
mayoria de gente con informacién inexacta, provocando confusién y desconcierto con
respecto a los organismos genéticamente modificados. Ademas, varios paises no permiten
la investigacion, experimentacién, produccion o importacion de transgénicos a pesar de
que existe informacion confiable con bases cientificas sobre la inocuidad de los OGMs
(James, 2010; Villalobos, 2009). La aceptacion a estos cultivos todavia es muy limitada y
refleja la necesidad de mayor informacion sobre ellos. Es imperiosa una campafia de
concientizacion masiva para que se puedan abrir las puertas a estas nuevas alternativas y
tecnologias alimentarias. Los alimentos transgénicos, a pesar de la gran controversia
causada por su cultivo y consumo, ofrecen sustanciales beneficios econdmicos,
ambientales y sociales; ya que son creados, principalmente, para incrementar el
rendimiento en condiciones desfavorables, como altas o bajas temperaturas, sequia, plagas,
malezas, etc. Ademas, se podrian disminuir los costos de su produccion, ya que se pueden
obtener alimentos mas baratos y eficientes (Villalobos, 2009). Los consumidores podran
tomar las decisiones que les parezcan convenientes acerca de consumir o no alimentos
transgénicos pero tienen derecho a la informacion veraz y oportuna para, en base a ella,
sustentar sus decisiones.

El gran debate existente ha ejercido una gran imposicion para que los transgénicos
sean producto de una amplia y profunda evaluacion cientifica con el objetivo de determinar

potenciales riesgos a la salud humana o al medio ambiente antes de su liberacién



comercial. Es importante mencionar que no existe tecnologia con riesgo cero, todo
descubrimiento o adelanto cientifico implica riesgos y, es a través del analisis y regulacion,
que se logra minimizarlos y capitalizar toda la potencialidad que ofrece esta nueva
tecnologia. “Los cultivos biotecnoldgicos autorizados para su comercializacion producen
alimentos seguros para el consumo humano y animal. Se han estudiado intensivamente y
cumplen con las mas estrictas normas de seguridad alimentaria” (“,Qué es la
biotecnologia?”, n.f.).

Previa su salida al mercado, un transgénico debe pasar por un profundo proceso de
analisis de riesgo, para garantizar que su consumo sea inocuo. Se debe evaluar las medidas
y lineamientos de prevencién y control, asi como de mitigacion y remediacion de los
posibles impactos adversos a la salud humana y al ambiente que pudieran ocasionar 10s
cultivos transgénicos. Debido a que la evaluacion se basa en la liberacion al ambiente de
un evento particular, no se pueden hacer generalizaciones, lo que implica que los analisis
deben realizarse caso por caso, es decir, cada caso debe considerarse de manera
independiente (Villalobos, 2008). Un evento es “una recombinacion de ADN Unica que ha
tenido lugar en una célula vegetal y que después se ha utilizado para generar plantas
transgénicas enteras”. Las autoridades reguladores y los organismos internacionales
proponen los nombres de los eventos como identificadores Unicos para diferenciar unos de
otros (James, 2009).

Han transcurrido mas de 15 afios desde que estos productos fueron consumidos por
primera vez y no existen pruebas respaldadas cientificamente de efectos adversos ni para el
ambiente ni para la salud humana ni animal, derivados directamente del cultivo o consumo
de los OGMs. Esto, a mas de los beneficios demostrados permite afirmar que, si esta

tecnologia es utilizada apropiadamente, representa una alternativa, entre otras, para obtener



nuevas variedades que contribuyan a desarrollar una agricultura mas sustentable y, de esta
manera, mejorar la produccion y disponibilidad de los alimentos.
1.2 Situacion global de cultivos transgénicos

En el International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications
(ISAAA) se puede encontrar informacion detallada sobre la situacion mundial de la
comercializacion de cultivos transgénicos desde 1996 hasta el 2010. En 1996, el primer
afio en el que se comercializaron cultivos genéticamente modificados, fueron 6 paises los
que decidieron optar por esa tecnologia, mientras que en la actualidad son 29 paises
(James, 2010). En el afio 2010 se alcanzaron 148 millones de hectareas dedicadas a la
produccién de cultivos biotecnoldgicos en varios paises como Estados Unidos (66.8
millones de hectareas), Brasil (25.4), Argentina (22.9), India (9.4), Canada (8.8) y China
(3.5), entre otros. Ademas, 15.4 millones de agricultores han decidido utilizar estos
productos en los 29 paises (Anexo 1). En total, suman 964 aprobaciones que se han
concedido para 184 eventos en 24 cultivos en 59 paises. EI maiz es el cultivo con mayor
cantidad de eventos aprobados, cuenta con 60, seguido por el algodén con 35, canola con
15, mientras que la papa y la soya tienen 14 cada uno. La soya tolerante a herbicida
(evento GTS-40-3-2) es el cultivo que ha recibido aprobaciones en la mayoria de paises,
seguido por el maiz tolerante a herbicida (NK603) y el maiz resistente a insectos
(MONS810) (James, 2010).
1.3  El Protocolo de Cartagena

El Protocolo de Cartagena es el principal convenio internacional para temas
relacionadas con los organismos genéticamente modificados. A mas de reconocer el
potencial de la biotecnologia moderna, el Protocolo busca asegurar que los OGMs sean
manejados, transportados y usados de una manera segura y, ademas, establece ciertos

procedimientos para que los movimientos transfronterizos sean regulados. Recomienda que



se tenga en cuenta conocimientos especializados e instrumentos disponibles y que se tomen
las medidas administrativas y legislativas necesarias para cumplir con los distintos
articulos del mismo. Uno de los temas centrales del protocolo es la evaluacion de riesgo
para adoptar decisiones sobre organismos genéticamente modificados y para ello una
metodologia ineludible es la deteccién e identificacion de OGMs. (“Protocolo de
Cartagena”, 2000). El que un pais forme parte de este protocolo representa una demanda de
capacitacion de personal y de formacion de instituciones especializadas para llevar a cabo
esta tarea, lo que involucra contar por lo menos con una con metodologia especifica para la
deteccidn, identificacion y cuantificacién de OGMs.

Veinte y tres paises latinoamericanos y del Caribe (Antigua y Barbuda, Bahamas,
Barbados, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Cuba, Republica Dominicana, Ecuador,
El Salvador, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay, Peru,
San Cristobal y Nevis, Suriname, Trinidad y Tobago y Venezuela) han ratificado el
Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio sobre la
Diversidad Biologica (“Partes del Protocolo”, 2011) pero no todos tienen un marco
regulatorio especifico establecido en este tema.

1.4  Situacion en Latino América de cultivos transgénicos

Diez paises latinoamericanos han aprobado el cultivo de transgénicos (soya, maiz,
algodon y canola) en su territorio. Brasil y Argentina, después de Estados Unidos, son los
paises con mayor area dedicada al cultivo de OGMs en el mundo con 25.4 y 22.9 millones
de hectareas respectivamente, por lo que lideran la produccién de transgénicos en América
Latina. Brasil, en el afio 2010 registro un incremento de 4 millones de hectareas dedicadas
a los cultivos biotecnoldgicos mas que en 2009. Los otros paises latinoamericanos son

Paraguay (2.6 millones de hectareas), Uruguay (1.1), Bolivia (0.9), México (0.1),



Colombia, Chile, Honduras y Costa Rica con menos de 0.1 millones de hectareas (James,
2010).
1.5  Situacion de cultivos transgénicos en Ecuador

El Ecuador, a pesar de haber ratificado el Protocolo de Cartagena el 30 de enero de
2003 (“Partes en el Protocolo”, 2011), no tiene regulaciones especificas en cuestion de
Bioseguridad. EI Ministerio del Ambiente ha estado trabajando durante afios para
establecer un Marco Regulatorio sobre Seguridad de la Biotecnologia y los OGMs pero
hasta el momento no ha sido concluido (“Biosafety Expert”, 2009). Existen leyes
ecuatorianas donde ciertos articulos establecen procedimientos sobre el manejo y
etiquetado de OGMs pero ninguna de ellas se cumple en la actualidad. La ley de Defensa
del Consumidor establece que los productos derivados de OGMs deben ser etiquetados de
manera resaltada (Congreso Nacional, n.f.), mientras que la Ley Organica de Salud aclara
que la Autoridad Competente del pais (Ministerio del Ambiente (“Ley de Gestioén
Ambiental”, 1999)), deberd coordinar con organismos especializados y, con ellos,
demostrar la inocuidad y seguridad de alimentos o productos GM tanto para la salud
humana como para el medio ambiente, mediante estudios técnicos y cientificamente
avanzados (Congreso Nacional, 2006). A pesar de los esfuerzos e interés en la creacion de
una legislacion sobre los organismos genéticamente modificados en el Ecuador, las leyes
contempladas en la actualidad no son cumplidas y no existe un organismo capaz de
regularlas.

Ademas, en el 2008 una nueva Constitucion del Ecuador fue aprobada, la misma
que declara al pais libre de semillas y cultivos transgenicos, lo que implica la no existencia
de organismos genéticamente modificados en el territorio ecuatoriano (“Constitucion del
Ecuador”, n.f.). Este articulo es contundente y, a la vez, tajante al aseverar que no ha

ingresado semillas o cultivos transgénicos al pais. Para el cumplimiento de estas



regulaciones y para asegurar la declaracion de pais libre de OGMs, es necesaria la
implementacién de medios y recursos especializados para este tema vy, entre ello,
estandarizar una metodologia para la deteccion de organismos genéticamente modificados
seria uno de los procedimientos principales.
1.6 Situacion de soya en el Ecuador

La soya (Glycine max L) pertenece al grupo de las oleaginosas y tiene un alto valor
nutritivo, por lo que tiene varios usos tanto para el consumo humano (carne, leche o harina
de soya), como animal (alimentos balanceados). El sector con mayor demanda de este
cultivo es el de avicultura ya que la torta de soya constituye cerca del 15-20% de la
composicién de los alimentos balanceados para aves (“El cultivo de soya”, 2010). En
nuestro pais el cultivo de esta especie se encuentra distribuido en Guayas, con
aproximadamente el 2.6% de la produccion, y Los Rios, con el 97.4% de la produccion
total (“IIT Censo Nacional”, 2000). En el afio 2008, la produccion total de soya a nivel
nacional fue de 90,396 toneladas, mientras que en el afio 2009, fue de 101,887 toneladas
(SIGAGRO, 2010). A pesar de esta cantidad de soya producida en nuestro pais, en el 2008
se import6 3,425.99 toneladas de soya de 3 paises; para consumo desde Chile (91.21%),
para siembra desde Colombia (8.61%) y para siembra y consumo desde Estados Unidos
(0.17%). Mientras que en el 2009, se importd 207 toneladas de semilla de soya para
siembra de Colombia y 8.01 toneladas de soya en grano para consumo de Estados Unidos
(“Consulta de Totales”, 2010). Estos valores son relativamente bajos comparados con las
cantidades de pasta de soya importadas, ya que en el 2008, se importé 470,208.48
toneladas de paste de soya, cuyo 94.95% del total corresponde a Argentina y Estados
Unidos, mientras que en el 2009, 469788.47 toneladas de pasta de soya fueron importadas,
y el 92.64% del total corresponde a los 2 paises mencionados. En Estados Unidos el 91%

de la soya cultivada es transgénica (“World Statistics”, 2010), y Colombia, a pesar de no



cultivar soya GM, tiene aprobacion de importacion y uso directo como alimento humano o
animal o para procesamiento de este cultivo (SEABA, 2005). Es por esta razdn que existe
la posibilidad de que soya genéticamente modificada esté ingresando al Ecuador sin una
debida autorizacion, legislacion o control.

La soya GM, evento GTS 40-3-2 desarrollado por Monsanto Canada Inc, se
caracteriza por presentar tolerancia al glifosato, ingrediente activo del herbicida Roundup,
usado para el control de las malezas. Esta linea de soya GM contiene en su genoma una
forma modificada del gen que codifica la enzima EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintasa), extraida de la cepa CP4 de la bacteria Agrobacterium tumefaciens, que permite
que este evento sobreviva la aplicacion letal de glifosato, ya que el gen introducido
codifica una version bacteriana de la enzima EPSPS tolerante al herbicida, pero que
participa adecuadamente en la produccién de los aminoacidos aromaticos: fenilalanina,
tirosina y triptéfano (Querci y Mazzara, Sesion 7, n.f.; “MON-04032-6 (GTS 40-3-2)”,
2009). La via metabolica de aminoacidos aromaticos no esta presente en mamiferos, aves o
formas de vida acuatica, por lo que el glifosato no tiene efectos tdxicos en estos
organismos (“MON-04032-6 (GTS 40-3-2)”, 2009).

La secuencia codificadora de CP4 EPSPS fue introducida mediante la técnica de
transformacion denominada biolistica en la variedad comercial A5403 de la Compafiia
Asgrow Seed, esta variedad presenta un potencial de alto rendimiento y, ademas,
resistencia a las razas 3 y 4 del nematodo Heterodera glycines que infecta a la soya, asi
como tolerancia a varias enfermedades de hojas y tallo. La expresion de este gen,
introducido en copia Unica, esta regulado por el promotor 35S del virus del mosaico de
coliflor (CaMV), contiene ademas el CTP4 (chloroplast transit peptide) codificado en

Petunia hybrida que destina la enzima al cloroplasto, y el elemento transcripcional de



terminacion NOS 3’ (Nopaline Synthase) de Agrobacterium tumefaciens (“MON-@4@32-
6”,2010; “MON-@4@32-6 (GTS 40-3-2)”, 2009).

En el Centro para la Evaluacion de Riesgo Ambiental del International Life
Sciences Institute (Estados Unidos), se presenta el analisis de riesgo del evento GTS 40-3-
2, que incluye:

e Caracterizacion molecular y Expresion Génica (sitios de insercion,
estabilidad genética de la secuencia introducida, expresién del gen CP4
EPSPS, Evaluacion del segmento de 250pb de CP4 EPSPS proximo al
terminador NOS, evaluacion del segmento de 72pb de CP4 EPSPS)

e Consideraciones de seguridad ambiental (morfologia, rendimiento,
caracteristicas de germinacion, susceptibilidad a enfermedades e insectos,
cruzamiento, potencialidad de convertirse en maleza, tiempo de floracion,
efectos adversos a organismos no blancos y el impacto en biodiversidad)

e Consideraciones de seguridad como alimento (informacion nutricional,
exposicion dietética, potencialidad de efectos pleiotropicos, toxicidad,
alergenicidad) (Monsanto, 2000).

Estos andlisis de riesgo se han realizado en todos los paises donde el evento GTS
40-3-2 ha sido aprobado (Anexo 2).

1.7 Métodos de deteccion

Los organismos geneticamente modificados pueden ser identificados detectando el
gen insertado, el mRNA transcrito, la proteina codificada, el metabolito o el fenotipo del
evento. A pesar de que en la actualidad se estan desarrollando nuevas técnicas de analisis
de OGMs, como espectrometria de masa, cromatografia, chips de ADN, entre otros;
aquellas basadas en la amplificacion del material genético insertado mediante PCR

(Reaccién en Cadena de la Polimerasa) ha sido el método generalmente aceptado para
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propositos regulatorios (Libeck, n.f.). La PCR es una técnica molecular que permite la
amplificacion de un segmento especifico de ADN presente en baja concentracion en una
mezcla con otras secuencias de ADN. La amplificacion es posible gracias a dos pequefias
secuencias o primers que se hibridan con su secuencia complementaria en las hebras de
ADN del gen de interés. La ADN polimerasa es la enzima encargada de la amplificacion
exponencial de la secuencia diana, multiplicando varias veces la concentracion de la
secuencia situada entre el par de primers (Querci, n.f.).

Es posible diferenciar tres etapas en el proceso de deteccion. La deteccion en si, o
deteccidn cualitativa, cuyo fin es establecer la presencia o ausencia de ADN o proteinas
asociadas a eventos GM conocidos. La identificacion, cuyo objetivo es determinar
especificamente el o los eventos presentes para asi permitir clasificar los aprobados. Y la
cuantificacién, cuyo propoésito es establecer el contenido porcentual de OGM en una
muestra dada para determinar si los umbrales de contenido transgénico son cumplidos
(LUbeck, n.f.). Estos umbrales difieren mucho de una region a otra. En Japon, por ejemplo,
un alimento debe ser etiquetado solo si el porcentaje de OGM sobrepasa el 5%, mientras
que en la Union Europea, el umbral es de 0.9% de OGM (Buh et al, 2010).

Las pruebas de identificacion de transgénicos son importantes para cumplir varios
objetivos:

e Determinar el origen del evento GM con el objetivo de establecer reclamos
de propiedad intelectual.

e Rastrear la localizacion y ademas garantizar el limite de zonas donde haya
habido una liberacidn accidental de un OGM.

e Confirmar la declaracion de un OGM durante su movimiento

transfronterizo.
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e Atender los requerimientos de contenido maximo de ciertos paises que
poseen pautas de etiquetado. En la Union Europea, por ejemplo, el
etiquetado es obligatorio en casos donde mas del 0.9% de los ingredientes
analizados son transgénicos (Elenis et al, 2008).

El método de cribado, elaborado por Pietsch et al en 1997 (Lipp et al, 1999), se
basa en la deteccion de elementos comunes en varios cultivos GM, como el promotor 35S
del Virus del Mosaico de la Coliflor (conocido como CaMV por sus siglas en inglés) y el
terminador NOS del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. La utilizacion de estos
primers permiten la deteccion de material vegetal transgénico en la mayoria de organismos
genéticamente modificados aprobados en el mercado mundial (Tozzini et al, 2000; Querci
y Mazzara, Sesion 8, n.f.).

1.8  PCRen tiempo real

El PCR en tiempo real o PCR Cuantitativa es una técnica molecular centrada no
solo en la amplificacion y deteccion sino también en la cuantificacion del producto
amplificado. En la PCR en tiempo real la especificidad es uno de los factores mas
significativos, y ésta depende del tipo de sustancias utilizadas para generar la
fluorescencia, depende de si se usa sondas marcadas con agentes fluorescentes (sondas
TagMan, sondas FRET, balizas moleculares, Scorpions y sondas TagMan Minor Groove
Binder) o si solo se usa agentes fluorescentes o colorantes de intercalacion (bromuro de
etidio, SYBR Green I) (Weighardt, n.f.).

Los métodos de deteccion validados por la Union Europea son principalmente
cuantitativos, especificos para cada evento, mediante PCR en tiempo real con la tecnologia
TagMan utilizando una gran variedad de primers especificos para la amplificacion de ADN
presente en los OGMs (“Status of Dossiers”, 2010) y sondas marcadas con agentes

fluorescentes reporteras especificas también para cada evento. La tecnologia se basa en la
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excitacion de los colorantes fluorescentes presentes en las sondas TagMan. La deteccion
del producto amplificado es cuantificado ya que el agente reportero emite fluorescencia
solo cuando el agente “quencher” es eliminado del fragmento durante el ciclo de extension
en la PCR (“TagMan Principles”, n.f.), de esa manera, la cuantificacion se realiza después
de cada ciclo. Ventajosamente, existe otro método de deteccion mas econdmico basado en
la presencia de un agente intercalante llamado Sybr Green | que se une a todo ADN de
doble cadena (Barbau-Piednoir et al, 2009) en el surco menor de la hélice (Weighardt, n.f.)
pero que no es tan especifico pues se intercala a cualquier ADN, sin importar si es el ADN

diana.

1.8.1.1 PCR en tiempo real mediante SYBR Green

La reaccion de la PCR se lleva a cabo en presencia del colorante SYBR Green que
fluoresce cuando se intercala en la hélice del ADN. Se une solamente a ADN de doble
cadena. El SYBR Green es un compuesto muy estable ya que solo el 6% de su actividad se
pierde después de 30 ciclos. La fluorescencia se incrementa con la cantidad del producto
de PCR y es por esta razon que el equipo fue disefiado para realizar la cuantificacion
cuando cada ciclo se completa (Roche, 2008).

Una de las principales limitaciones de un sistema de deteccion basado en el SYBR
Green | es la carencia de especificidad al momento de monitorear el producto amplificado,
por lo que el instrumento cuantifica todas las moléculas de ADN de doble cadena presentes
en la reaccidn, tanto productos de PCR especificos como no especificos, y los dimeros de
primers. Para solucionar este problema se desarroll6 el analisis de curva de disociacion. La
temperatura de disociacion, o Tm (Temperatura de melting), del producto de PCR se define
como la temperatura en la que el 50% de las hélices se disocian (Barbau-Piednoir et al,

2009). Debido a que el ADN se funde en un rango de temperatura, en lugar de a una
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temperatura especifica, la Tm permite distinguir entre amplificacion especifica y no
especifica y asi cuantificar los componentes que tienen la misma temperatura de

disociacion (Weighardt. n.f.; Buh et al, 2010).

1.8.1.2 Cty Material de Referencia Certificado

El ciclo en el que la fluorescencia excede un umbral de deteccién, el Ct (por sus
siglas en inglés Cycle Threshold), se correlaciona con la cantidad de producto amplificado
(Barbau-Piednoir et al, 2009). El incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un
aumento proporcional de la fluorescencia emitida. En general para que sea valida esta
técnica se requiere realizar con las mismas condiciones y en paralelo una curva patron o
estandar con concentraciones conocidas del producto a amplificar para conocer la cantidad
total de ADN diana presente en las muestras a analizar. Se compara entonces los Ct de las
muestras estandares con los Ct de las muestras analizadas (Buh et al, 2010).

Los materiales de referencia certificados son elementos con propiedades estables y
uniformes autenticadas por una institucion reconocida especializada, que contienen una
concentracion determinada del ADN diana, en este caso un porcentaje de OGM
establecido. La institucion, después de varios analisis asegura que la concentracion en cada
muestra estdndar o de referencia es la correcta para ser utilizada en la calibracién de
métodos de analisis (Departamento Agricultura FAO, 1996). Varios autores han
comprobado que la concentracion de ADN diana amplificado en reacciones de PCR en
tiempo real es proporcional al namero de ciclos de la PCR durante la fase exponencial. Por
lo que, si se puede determinar el nimero de ciclos que le toma a una muestra alcanzar un
punto determinado en su curva exponencial (mediante el valor de su Ct), es posible
calcular el contenido exacto de ADN genéticamente modificado al comparar con los

resultados obtenidos por las muestras de la curva estandar (Llbeck, n.f.).
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1.8.1.3 Limite de Deteccidn y Limite de Cuantificacion

Existen dos parametros que son importantes en un laboratorio de deteccion y
cuantificacion de OGMs y en un método de deteccidon. El primero es el Limite de
Deteccion que, segun el Compendio de Métodos de Referencia para Anélisis de OGMs, es
la cantidad o concentracion mas baja en una muestra que puede ser confiablemente
detectada con un nivel aceptable de precision y exactitud. ElI segundo es el Limite de
Cuantificacion que es la cantidad o concentracion mas baja en una muestra que puede ser
confiablemente cuantificada con un nivel aceptable de precisién y exactitud (Joint
Research Centre, 2010). El limite de deteccion en la mayoria de métodos validados en
Europa es 0.01%. Este valor ha sido calculado por la cantidad de ADN que se coloca en la
reaccion. Al especular que en una reaccion, pueden estar presentes 10000 genomas de una
especie y si esa muestra tiene 0.01% de OGM, el nimero de genomas GM sera
aproximadamente 1. A pesar de que puede variar dependiendo del tamafio del genoma y la
concentracion de ADN, este valor siempre serd detectable pero muy bajo para ser
cuantificado. La amplificacion de muestras como estas resultard en grandes diferencias en
la intensidad de la sefial por lo que el limite de cuantificacion establecido en varios
laboratorios llega a ser 0.1% (10 veces el limite de deteccion) (Lubeck, n.f.). En Argentina,
por otro lado, el limite de deteccion es 0.05% vy el limite de cuantificacion es de 0.1%
(““Analisis de Deteccidon”, 2002).

En la presente investigacion se realizd la estandarizacién de un método de
deteccién y cuantificaciébn de soya transgénica mediante PCR en tiempo real con
tecnologia SYBR Green. Veinte y cuatro muestras de soya en grano y 1 muestra de pasta
de soya fueron analizadas para verificar la presencia o ausencia de OGMs. Este analisis se
llevé a cabo mediante la amplificacion de dos pares de primers especificos para el

promotor 35S y el terminador NOS como elementos presentes Unicamente en eventos
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transgenicos y ausentes en organismos convencionales (Barbau-Piednoir et al, 2009). Los
resultados positivos de la amplificacion de las muestras analizadas fueron comparados con
los resultados de la amplificacion del material de referencia certificado para obtener el

porcentaje de transgénico presente en las muestras positivas.

2. Justificacion

Como se menciond anteriormente, la estandarizacion de un protocolo para la
detecciéon de OGMs representa uno de los principales procesos para verificar el
cumplimiento de las regulaciones existentes en el Ecuador. Este estudio pretende
establecer la presencia o ausencia de soya transgénica en muestras de soya en grano
colectadas en distintos lugares del Ecuador y, verificar asi, si la declaracion de pais libre de
semillas y cultivos transgénicos es cumplida a pesar de ser un pais importador de semillas
de paises productores de cultivos GM.

La carencia de personal capacitado e instituciones especializadas en este tema
refleja la importancia de la estandarizacion de un protocolo para la evaluacion de
organismos genéticamente modificados y asi contribuir con una metodologia de laboratorio
precisa y confiable para la deteccion de OGMs en el pais, cuyos resultados serviran de

apoyo para el cumplimiento de las regulaciones vigentes en la actualidad.

3. Objetivo General
El objetivo principal de esta investigacion radica en la estandarizacion de una
metodologia para la deteccion y cuantificacion de soya transgénica mediante PCR en

tiempo real.
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4. Objetivos Especificos
e Determinar la presencia de soya transgénica mediante la amplificacion de
secuencias especificas del promotor 35S y del terminador NOS en 26 muestras de
granos de soya colectados en 4 provincias del Ecuador.
e Cuantificar la cantidad de soya GM presente en las muestras positivas para la
presencia del promotor 35S y terminador NOS.
e Determinar el protocolo estandarizado para la extraccion de ADN mediante

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA)

5. Areade Trabajo

El presente estudio fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y el
Laboratorio de Biologia Molecular del Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales de la
Universidad San Francisco de Quito en el campus de Cumbaya.

Las muestras de semillas de soya fueron colectadas en la provincia de Los Rios y
Guayas, mientras que las muestras de soya en grano fueron colectadas de las provincias de
Azuay, Guayas y Cotopaxi. Una muestra de paste de soya importada desde Argentina fue
colectada en Pichincha y una muestra de soya en grano importada de Peru fue colectada en

Guayaquil.

6. Materiales

6.1  Procesamiento y molienda de muestras
e 24 muestras de 1Kg de soya en grano de Los Rios, Guayas, Azuay y Cotopaxi
e 1 muestra de 1Kg de pasta de soya importada de Argentina

e 1 muestra de 1Kg de soya en grano importada de Peru



1 muestra de soya transgénica del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
de Argentina
Material de Referencia Certificada (evento GTS 40-3-2, linea AG5602 RR) del
Instituto de Medidas y Materiales de Referencia (IRMM) de Bélgica
Molino metdlico manual Victoria
Triturador eléctrico Sunbeam
Extraccién, cuantificacion y dilucion de ADN
Balanza analitica LA230S Sartorius
300mg de polvo fino de 26 muestras de soya
DNeasy Plant Mini Kit. Qiagen
Camara de arena Multi-Blok. Thermo Scientific
Espectrofotdmetro NanoDrop 1000. Thermo Scientific
Agua libre de ARNasas y ADNasas.
Amplificacién mediante PCR en punto final
Camara de flujo laminar Horizontal Clean Bench Labconco
Agua libre de ARNasas y ADNasas
ADN de soya transgénica
ADN de plasmido pB1121 como control positivo
ADN de naranjilla como control negativo
ADN de soya de las 26 muestras analizadas
Buffer de reaccion de PCR 10X Invitrogen
dNTPs Invitrogen
Primers Forward y Reverse para amplificacion de P35S y TNOS Invitrogen.

P35S Forward GAAGGTGGCTCCTACAAATGC
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P35S Reverse TAGTGGGATTGTGCGTCATCC
TNOS Forward GATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAA
TNOS Reverse TTATCCTAGGTTGCGCGCTATATTT

MgCl; Invitrogen

ADN polimerasa Invitrogen

Termociclador T Personal Biometra

Camara de electroforesis MGU-502T C.B.S. Scientific Co.
Fuente de poder EPS-300 Il C.B.S. Scientific Company
Agarosa SeaKem

TBE 10X

Colorante SYBR Safe Invitrogen

Buffer de carga BlueJuice Invitrogen

Marcador de peso molecular 100bp Tracklt Invitrogen

Fotodocumentador Gel Doc XR BIO-RAD

6.4 Deteccion y Cuantificacion mediante PCR en tiempo real

Camara de flujo laminar
QuantiTect SYBR Green PCR Qiagen

Primers Forward y Reverse para amplificacion de P35S y TNOS Invitrogen

P35S Forward GAAGGTGGCTCCTACAAATGC

P35S Reverse TAGTGGGATTGTGCGTCATCC

TNOS Forward GATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAA
TNOS Reverse TTATCCTAGGTTGCGCGCTATATTT

ADN de material de referencia certificado IRMM

ADN de plasmido pBI121 como control positivo
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e ADN de naranjilla como control negativo
e ADN de soya de las 26 muestras analizadas
e Agua libre de ARNasas y ADNasas

e Termociclador CFX96 BIO-RAD

7. Metodologia
7.1 Obtencion de muestras.

La evaluacion se realizo en un total de 26 muestras de granos de soya obtenidos de
varias fuentes (Tabla 1). Las muestras de los centros de acopio fueron obtenidas mediante
el contacto del Ing. Julio Valenzuela de PRONACA, quien las tomé y etiquetd para ser
enviadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal para su analisis. Las demas muestras
fueron obtenidas mediante la compra directa del material en distintas ciudades del pais,
tanto en mercados como en supermercados. Vale la pena precisar que una muestra fue
pasta de soya importada de Argentina proporcionada por PRONACA.

La muestra de soya transgenica usada como control positivo fue enviada desde
Buenos Aires, Argentina por la Dra. Dalia Lewi, directora del area de Transformacién
Genética para el Mejoramiento Vegetal del Instituto de Genética del INTA (Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria).

Para el desarrollo y validacion del método de PCR cuantitativo, ademas de las
muestras a analizar, se adquirié Material de Referencia Certificado molido con diferentes
fracciones (0.01%, 0.1%, 1% y 10%) de masa de soya Roundup Ready™ (evento GTS 40-
3-2, linea AG5602 RR) mezclado con polvo fino de soya no GM, el mismo que fue
importado directamente del IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements)

de la Comisién Europea de la JRC (Joint Research Centre).
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7.2  Preparacion de muestras.
7.2.1 Limpieza

Una vez recibidas, las muestras de soya en grano fueron lavadas con agua corriente
con el objetivo de eliminar impurezas o suciedad externa, luego fueron colocadas sobre
papel toalla por un lapso de 24 a 48 horas para que se sequen por completo, tiempo en el
que se elimino cualquier material que no correspondiera a granos de soya. La pasta de soya
no requirio preparacion ya que es un alimento procesado (soya cocida molida).

7.2.2 Molienda.

Las muestras adquiridas en el 2008 fueron molidas tres veces mediante un molino
metalico manual ya que después de la tercera molienda el resultado era un polvo
suficientemente manejable para el proceso de extraccion de ADN. Las muestras obtenidas
en el 2009 y 2010 fueron molidas usando un triturador eléctrico, a manera de una licuadora
cerrada. Debido al resultado de la molienda obtenido por el molino metalico, se decidié
moler nuevamente las muestras adquiridas en el 2008 usando el triturador eléctrico. Los
residuos de harina de soya que quedaban en la pared del molino o del asistente fueron
recogidos con una cucharita estéril y colocados en un tubo eppendorf estéril para la
posterior extraccion de ADN.

7.3  Procesamiento de ADN
7.3.1 Extraccion de ADN.

Se tom6 3 submuestras de cada kilo de harina de soya con el objetivo de hacer la
extraccion por triplicado en caso de obtener insuficiente cantidad de ADN en alguna
muestra. La extraccion de ADN se realizo a partir de aproximadamente 100mg de polvo
fino de granos de soya, mediante la utilizacion del DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA)

siguiendo el protocolo Purification of total DNA from Plant Tissue (Mini protocol)
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indicados en el manual DNeasy Plant Handbook de Julio 2006. Se realizaron algunas
modificaciones en el procedimiento, las mismas que se mencionan a continuacion.

La extraccion de ADN se inicia al agregar 4ul de solucién stock de ARNasa
(100mg/ml) y 400ul de Buffer AP1 que, a diferencia a lo que el manual establece, fue
precalentado a 65°C en el tubo eppendorf con 100mg de polvo fino de soya molida. El
tiempo de incubacion de las muestras a 65°C fue extendido de 10 a 15 minutos para tener
mayor tiempo de lisado de las células vegetales. El tiempo de incubacion de las muestras
en hielo se aument6 de 5 a 8 minutos, para que exista mayor tiempo de precipitacion de
detergentes, proteinas y polisacaridos, y el tiempo de centrifugacién del lisado a 20000 x g
se aumentd de 5 a 7 minutos para poder observar una diferencia notoria entre el
sobrenadante y el precipitado.

7.3.2 Cuantificacion de ADN

El ADN obtenido fue resuspendido en el buffer de elucién proporcionado en el kit.
El material genético fue guardado a -20°C en un congelador y dias posteriores fue
cuantificado mediante el uso del Espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
USA).

7.3.3 Dilucion de ADN

Para posteriores analisis, las muestras fueron diluidas en agua libre de ARNasas y
ADNasas hasta obtener una concentracion de aproximadamente 50ng/ul para PCR
convencional y de 25ng/ul para PCR en tiempo real.

7.4 Amplificacion mediante PCR en punto final

El protocolo de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) fue desarrollado
para la deteccion del promotor 35S del virus del mosaico de coliflor y del terminador NOS
del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens que son elementos frecuentemente usados

en el desarrollo de OGMs. Los primers utilizados (Tabla 2) fueron sintetizados por
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Invitrogen y fueron tomados de dos investigaciones publicadas. Los primers para la
amplificacion del terminador NOS fueron tomados de un estudio realizado en Bruselas,
Bélgica (Barbau-Piednoir et al, 2009), cuyo amplicon tiene un tamarfio de 69pb (Tabla 2).
Para la amplificacion del promotor 35S, se tomd en cuenta el estudio realizado por
Tozzini et al (2000). A continuacion se presenta un segmento del gen del promotor 35S del
plasmido pBlI121, donde se observa resaltado en amarillo los sitios de hibridacion de los
primers usados en este estudio y en letras de color rojo los sitios de hibridacion de los

primers usados en la publicacion de Tozzini et al (2000).

P355-F de este estudio

P335-F de Tozzini

5521 ctgtcacttt attogtgaaga tagtggaaaa ggaaggbgoc toctacaaat gocatcattg
5581 cgataaagga aaggccatcg ttgaagatge ctcoctgocogac agtggtcoca aagatggaco
5641l cccacccacg aggagcatcy tggadaaaga agacgttcca accacgtbctt caaagcaagt
2701 ggattgatgt gatatctcca ctgacqgtaagq ggatgacgcoca caatcccact aAtccttcogea

P355-F de Tozzini
P355-R. de este estudic

Los primers fueron modificados de manera que el primer forward incluyera 7
nucleotidos corriente arriba y el primer reverse se movilizara dos nucle6tidos corriente
arriba e incluyera una base mas en la misma direccion, dando como resultado un amplicén
de 200pb.

La mezcla de las reacciones de amplificacién fue preparada dentro de una cdmara
de flujo laminar Purifier Clean Bench (Labconco, USA). En un volumen final de 10ul de
mezcla de reaccion, se agreg6 buffer de PCR a una concentracion final de 1X, 1.5U de
enzima Taq Polimerasa, 2mM de MgCl,, 0.5mM de dNTPs, 0.5uM de cada primer
(Invitrogen Corporation, California, USA) y 200ng de ADN (Tablas 3 y 4). El
termociclador T-Personal Combi (Biometra, Alemania) fue programado para la

amplificacion del promotor 35S con un paso de desnaturalizacion inicial de 4 minutos a
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94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, anclaje de primers a
58°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto, terminando con un paso de
extension final a 72°C por 10 minutos. Por otro lado, el programa de amplificacion del
terminador NOS se inici6 con desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, anclaje de primers a 55°C por 1 minuto y
extension a 72°C por 1 minuto y terminando con una extension final a 72°C por 10
minutos. A mas de las muestras analizadas, se us6 ADN de naranjilla con la misma
concentracion como control negativo ya que en su genoma no existen las secuencias
complementarias a los primers usados en ese estudio, y una dilucion del plasmido pBI121,
el mismo que contiene el p35S y el tNOS, como control positivo.

A los productos de la PCR se agrego 2ul de Buffer de Carga BlueJuice (Invitrogen,
USA) y fueron analizados mediante la técnica de resolucién electroforética en geles de
agarosa. Durante esta investigacion, los geles generados se prepararon al 2% de agarosa
con buffer TBE 1X, tefiido con Sybr Safe ADN gel stain (Invitrogen, USA), y se uso el
marcador de peso molecular Tracklt 100bp (Invitrogen, USA). Los resultados fueron
evaluados por exposicion directa a luz UV mediante el fotodocumentador Gel Doc XR
(Bio-Rad, Canada), donde se pudo observar la presencia o ausencia de las bandas
correspondientes a los amplicones analizados.
7.5  Deteccion y Cuantificacion mediante la amplificacion por PCR en Tiempo

Real

Para la amplificacion de las dos secuencias de interés (P35S y TNOS) mediante
PCR en tiempo real se uso el kit QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen, USA). La mezcla
de las reacciones de amplificacion fue preparada en una camara de flujo laminar
previamente esterilizada con luz UV. En un volumen final de 20ul de mezcla de reaccidn

se agregd 1X de Buffer QuantiTect SYBR Green, que contiene las concentraciones
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adecuadas de MgCl,, dNTPs, Taq polimerasa y SYBR Green, se agrego ademas 0.5uM de
cada primer y 100ng de ADN de soya. Para la amplificacion del promotor 35S, el
termociclador CFX96 (Bio-Rad, Canadd) fue programado con un paso de
desnaturalizacion inicial a 95°C por 15 minutos, seguido de 43 ciclos de amplificacion, con
una desnaturalizaciéon a 95°C por 10 segundos, anclaje de primers a 58°C por 20 segundos
y extension a 72°C por 12 segundos; y para terminar se realizé un analisis de curva de
disociacion en un rango de temperatura desde 70°C a 95°C con un incremento de 0.5°C
cada 15 segundos. Para la amplificacion del terminador NOS, se us6 el mismo programa
que para la deteccion del P35S, con la Unica variacion en la temperatura de anclaje de los
primers de TNOS que fue de 55°C y en el andlisis de curva de disociacion en la que la
temperatura vario desde 60°C a 85°C con un incremento de 0.5°C cada 15 segundos.

Para la amplificacién del promotor 35S y del terminador NOS, a mas de las
muestras analizadas por duplicado, se incluyé ADN de naranjilla como control negativo ya
que su genoma carece de las secuencias diana de amplificacion, 4 muestras por duplicado
del material de referencia certificado para la generacion del curva estandar, dilucion del
plasmido pBI1121 como control positivo y una reaccion sin ADN como control de
contaminacion. Los analisis incluidos en cada corrida tanto para la amplificacion del
promotor 35S como del terminador NOS fueron la curva de amplificacion, curva estandar,

y picos de disociacion.

8. Resultados
8.1 Obtencidn, preparacion y molienda de muestras.

Se obtuvo un total de 26 muestras de soya en grano para el analisis de deteccion de
soya transgénica mediante la amplificacion de secuencias especificas del promotor 35S y

del terminador NOS: 16 muestras de semillas de soya de centros de acopio de Los Rios en
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los afios 2008, 2009 y 2010 y 10 muestras de soya comercializada que fueron adquiridas en
el afio 2009. A mas de las muestras a analizar, se obtuvo una muestra de soya transgénica
molida importada del INTA de Argentina como control positivo y 4 muestras de material
de referencia certificado importado del IRMM para la obtencion de la curva estandar en el
analisis de la PCR en tiempo real. ADN de naranjilla proporcionado por el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la USFQ fue usado como control negativo y ADN de plasmido
pBI1121 proporcionado por el mismo Laboratorio como control positivo.

La molienda de las muestras de soya en grano mediante el triturador eléctrico
resulté en un polvo de soya molida mucho mas fino que el obtenido mediante el molino
manual, lo que permitié una mayor cantidad y mejor calidad de ADN.

8.2 Extraccion y Cuantificacién de ADN.

El proceso de extraccion resulto exitoso. Las modificaciones realizadas al protocolo
de extraccion Purification of total DNA from Plant Tissue (Mini protocol) del DNeasy
Plant Handbook citadas en la seccion 7.3.1 dieron los mejores resultados no solo en
cantidad de ADN sino también en calidad y pureza. Los valores de las cuantificaciones del
ADN obtenido tras la extraccion de las 26 muestras variaron desde 20.2ng/pl hasta
1920.2ng/ul. Los resultados de cuantificacion de ADN para las 26 muestras extraidas se
presentan en la Tabla 5.

8.3 Deteccion mediante PCR en punto final

Se estandarizd el programa de amplificacion del promotor 35S y del terminador
NOS, para lo cual fue necesaria la variacion de concentracion inicial de ADN desde 40ng
por reaccion hasta obtener los mejores resultados con 200ng de ADN por reaccion de
amplificacion. Se realizaron amplificaciones cuya temperatura de anclaje del par de
primers P35S varié desde 57°C hasta 58°C y del par de primers TNOS desde 53°C hasta

60°C.
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Como resultado de la PCR en punto final y la separacion en gel de agarosa de los
productos de amplificacion del promotor 35S y del terminador NOS, se logré observar
bandas del tamafio esperado de los amplicones correspondientes al promotor 35S (200pb) y
al terminador NOS (69pb) en el control positivo y en 2 muestras de las 26 analizadas. La
primera muestra positiva era de soya en grano de Latacunga de la empresa Cereales la
Pradera comprada en un supermercado en Quito (muestra 22) y la segunda de pasta de
soya importada de Argentina (muestra 23) (Figuraly 2).

8.4 Deteccion y Cuantificacion mediante PCR en Tiempo Real

Se estandarizé un protocolo de deteccion de OGMs para granos de soya mediante
PCR en tiempo real utilizando las temperaturas establecidas en la amplificacion mediante
PCR en punto final. La concentracion inicial de ADN en la reaccion de PCR en tiempo real
varid desde 40ng por reaccidn hasta obtener la amplificacién con mejores resultados con
100ng de ADN por reaccion.

Los resultados obtenidos en la amplificacion por PCR en tiempo real del promotor
35Sy del terminador NOS en las 26 muestras coincidieron con los resultados obtenidos en
la amplificacion por PCR en tiempo final.

En la Figura 3 se aprecian las curvas de amplificacion del promotor 35S de todas
las muestras y sus valores Ct respectivos. Mientras menor es el valor de Ct, mayor es la
concentracion de ADN diana. Se puede observar que el control positivo es la primera
muestra que amplifica, su Ct es 8.94 lo que indica su alta concentracion de ADN diana. La
muestra 23 tiene un Ct cerca de 21 y las muestras del material de referencia certificada de
10%, 1% y 0.1% de soya GM son las muestras con menor valor en el Ct (desde 23.5 hasta
29) después de las ya mencionadas, seguidas de la muestra 22 con un Ct cerca de 30. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en la amplificacion por PCR en punto final, ya que

tanto la muestra 22 como la muestra 23 tiene suficiente ADN amplificado para ser
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detectado por la tecnica de resolucion electroforética en geles de agarosa. Es posible
apreciar, ademas, que las muestras restantes tienen amplificacion pero en un ciclo
demasiado tardio lo que demuestra presencia adventicia de semillas GM, que puede ser
definida como “la presencia no intencional, en un lote o envase, de bajos niveles de
semillas que no sean de la variedad o hibrido que estd siendo comercializado” (Teichert y
André, 2009).

En la Figura 4 se presentan las curvas de amplificacion del terminador NOS junto a
los Ct correspondientes de cada muestra. Es posible observar que el control positivo tiene
un Ct cerca de 10, la muestra 23 un Ct cerca de 26, las muestras del material de referencia
certificada con contenido de 10%, 1% y 0.1% tienen Ct desde 29 a 35 y la muestra 22 tiene
un valor de 36 en su Ct. Estos resultados coinciden con aquellos obtenidos en la
amplificacion del promotor 35S mediante PCR en tiempo real.

En la Figura 5y en la Figura 6, se presenta la curva estandar de la amplificacién del
promotor 35S y del terminador NOS respectivamente. Se aprecia que la mayoria de
muestras se encuentran en la curva en niveles menores a 0.1% de soya GM e incluso
algunas se encuentran muy por debajo de la muestra que contiene 0.01% de OGM,
mientras que la muestra 22 se encuentra hacia la derecha de la muestra estandar que
contiene 0.1% y la muestra 23 contiene mayor cantidad de producto amplificado que la
muestra estandar con 10% de soya GM.

La curva estandar generada en la amplificacion del promotor 35S demuestra una
eficiencia del 87.6% y un coeficiente de correlacion (R*2) de 0.943 (Figura 5), mientras
que para la curva estandar de la amplificacion del terminador NOS indica una eficiencia de
76.8% y un R™2 de 0.981 (Figura 6).

En la amplificacién del promotor 35S, la temperatura de disociacion fue de 81°C y

en la amplificacion del terminador NOS, la Tm fue de 71.5°C, esta diferencia es notoria
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debido a la diferencia entre el tamafio del amplicon del promotor (200pb) y el tamafio del
amplicon del terminador (69pb) (Figura 7 para amplificacion del promotor 35S y Figura 8

para la amplificacion del terminador NOS).

9. Discusion
9.1 Obtencidn, preparacion y molienda de muestras.

Vale recalcar que PRONACA facilit6 la obtencion de las muestras de soya en grano
colectadas en los centros de distribucién de la provincia de los Rios, cuya produccién de
soya es fundamental para suplir el mayor porcentaje de demanda de este cultivo en el pais.
Estas muestras son las mas importantes ya que son muestras de soya cultivadas en el
territorio ecuatoriano, a diferencia de las otras muestras que son consumidas pero no
necesariamente sembradas. Esta diferencia es importante ya que el pais fue declarado libre
de semillas y cultivos transgénicos y no de productos que contienen material
genéticamente modificado.

En el Manual de procedimientos de laboratorio para deteccion de OGMs,
formulado por el Instituto de Investigaciones Alexander Van Humboldt de Colombia, se
aclara que el muestreo y la preparacion de las muestras son pasos muy importantes en el
proceso de analisis de transgénicos y que es crucial que la muestra sea suficientemente
representativa del lote que se quiere analizar (Alvarez, Castellanos y Maldonado, 2007).
En este estudio, las muestras fueron proporcionadas por el Ing. Valenzuela, contacto de
PRONACA, por lo que el procedimiento de muestreo no forma parte de la metodologia de
este estudio y no se podria asegurar la manera en que fueron colectadas. Por otro lado, las
muestras compradas en distintos mercados y supermercados de Ecuador, al venir
previamente empacadas, no es posible certificar que las muestras sean representativas del

lote al que pertenecian.
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En esta investigacion se decidié seguir la metodologia propuesta en el Laboratorio
de Deteccion de OGMs del Instituto de Biotecnologia de Buenos Aires, el mismo que
especifica que la cantidad minima necesaria para el analisis de evaluacion de presencia de
OGMs es de 3000 granos ya que tal cantidad asegura los limites de deteccion y de
cuantificacion (“Analisis de Deteccion”, 2002). En este estudio se procesé muestras de
1Kg de semilla de soya o0 soya en grano que equivale a aproximadamente a 4500 granos.

Con respecto a la preparacion de las muestras, fue indispensable el lavado con agua
corriente y la seleccion del material ya que muchas contenian granos de maiz y arroz,
tierra, pedazos de ramas, entre otras cosas, lo que habria dificultado el procesamiento de
las muestras al extraer ADN no Gnicamente de soya (bacterias y hongos en la tierra, maiz y
arroz) y por presencia de nucleasas en la tierra.

Los resultados obtenidos a partir de la molienda con el triturador eléctrico fueron
significativamente mejores al comparar con el material molido obtenido después de la
molienda con el manual metalico manual.

9.2 Extracciony Cuantificacion de ADN.

Debido a que la extraccién de ADN representa la primera etapa de la mayoria de
analisis moleculares, el método de extraccion es uno de los factores mas importantes
(Kodama et al, n.f.; Tengel et al, 2001; Cankar et al, 2006). Por esta razén, al elegir el
método para esta investigacion se tomé en cuenta publicaciones previas y los resultados
mas convenientes para lograr el objetivo planteado. La extraccién de ADN mediante el
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA) permiti6 obtener acido nucleico de buena calidad y
sin la presencia de inhibidores de la reaccion en cadena de la polimerasa con el objeto de
evitar los falsos negativos. Este kit de extraccién es el predilecto en varias investigaciones
de deteccion y analisis de OGMs (Tengel et al, 2001; Uri et al, 2007; Karudapuram y

Batey, n.f.). Corbisier et al (2005), concluyen en su estudio que el nivel de fragmentacién
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de ADN depende exclusivamente del método de extraccion. Los resultados obtenidos en
esta investigacién demuestran que el método de extraccion fue el adecuado.

La extraccion de ADN a partir de pasta de soya resultd ser la mas dificil ya que, al
ser un alimento procesado, la cantidad de ADN es menor y el nivel de degradacion es
mayor (Tengel et al, 2001). Fue necesario realizar tres intentos de extraccion de ADN con
pequefias variaciones en el protocolo como en el tiempo de incubacién en buffer AP1 a
65°C de 15 a 17 minutos para tener un mayor tiempo de lisado de las células y el tiempo de
centrifugacion final de 7 a 9 minutos para obtener una diferencia notoria entre el
sobrenadante y el precipitado de la muestra de pasta de soya.

Se demostré que la molienda con el asistente de cocina dio los mejores resultados al
momento de extraccion ya que la cantidad de ADN obtenido a partir del polvo fino fue
mayor al compararlo con la extraccién de ADN de las muestras molidas con el molino
metalico manual, por lo que se decidi6 repetir la molienda de las muestras cuyos residuos
no eran polvo fino y posteriormente realizar nuevas extracciones.

9.3 Deteccion de soya genéticamente modificada mediante PCR

Dentro del proceso de estandarizacion del protocolo de deteccion de soya
transgenica mediante PCR, existieron diversos inconvenientes que ocasionaron la toma de
distintas decisiones a lo largo de la investigacion. Las amplificaciones se iniciaron con dos
pares de primers distintos a los mencionados anteriormente. Los primers usados en un
principio correspondian a investigaciones sobre deteccién de OGMs pero después de una
serie de pruebas de PCR en punto final, los resultados obtenidos no fueron los esperados,
por lo que se decidié cambiar de pares de primers, cuyos resultados fueron presentados en
la seccion Resultados. Se lleg6 a la conclusién de que los primers fueron mal sintetizados
ya que después de varias amplificaciones con variaciones en temperatura de anclaje de

primers, concentracion de MgCl, y concentracion de ADN no se pudo obtener producto
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amplificado ni siquiera en el control positivo. Las condiciones de amplificacion con los
primers especificados en la Tabla 2 fueron estandarizadas de una manera mas sencilla, ya
que Unicamente se probo variaciones en la temperatura de anclaje de primers y la
concentracion inicial de ADN. Al inicio del proyecto en el afio 2009, se logré
amplificacion de las muestras positivas en reacciones con 40ng de ADN, pero al final del
proyecto, cuando ya las condiciones fueron completamente estandarizadas, no se logro
resultados satisfactorios con tal cantidad de ADN, por lo que se decidid realizar pruebas de
amplificacion variando la concentracién hasta obtener resultados dptimos con 200ng de
ADN para la PCR en punto final y 100ng de ADN para la PCR en tiempo real.

Debido a que es importante comprobar mediante controles positivos la eficiencia y
calidad de la extraccion y amplificacion de ADN, se uso una dilucion del plasmido pBI121
como referencia de la presencia del amplicon tanto del promotor 35S como del terminador
NOS. Ya que puede darse contaminacion durante el proceso de aislamiento del ADN y
preparacion de la reaccion de PCR, se usé ADN de naranjilla como referencia de ausencia
de la secuencia diana de amplificacion. Ambos resultados fueron los esperados ya que no
se observ6 contaminacion del control negativo en ninguna corrida y la presencia de una
Unica banda del tamafio esperado para el promotor y una Unica banda también del tamafio
esperado para el terminador en el control positivo demostro la eficiencia de la reaccion de
PCR en punto final.

La razén por la que se realizé una evaluacion preliminar mediante PCR en punto
final fue porque es la técnica mas simple también validada para la deteccion de organismos
genéticamente modificados. Varios estudios de analisis de OGMs se han estandarizado en
PCR en punto final (Tozzini, et al, 2000; Tengel et al, 2001; “The Polymerase Chain”, n.f.;
“Analisis de Deteccion”, 2002). Porque la eficiencia de la PCR en punto final varia de una

reaccion a otra e incluso en ciclos sucesivos de una misma reaccion, provocando que la
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amplificacion se de en manera no exponencial y a una velocidad de reaccion no conocida
(Weighardt, n.f.; Lubeck, n.f.), esta PCR carece de informacion cuantitativa exacta, por lo
que esta investigacion se centra principalmente en el desarrollo de un método de deteccidn
mediante PCR en tiempo real.

A pesar de que esta investigacion se centra Unicamente en analisis de granos de
soya, se decidio incluir la muestra de pasta de soya por ser importada de Argentina. En ese
pais, en el 2009 la produccidn biotecnoldgica de soya represent6 el 98.9% de la produccion
nacional (“World Statistics”, 2010), por lo que la probabilidad de que la pasta de soya sea
transgénica era muy alta. Los resultados de este estudio confirman esa probabilidad, ya que
se demostré que la pasta de soya contenia en su ADN las secuencias del promotor 35S y
del terminador NOS. La pasta de soya al ser alimento procesado ya no se considera ni
semilla ni cultivo, por lo que este resultado no representa un conflicto con el articulo 401
de la Constituciéon del Ecuador ya que unicamente se especifica que el pais es libre de
semillas y cultivos transgénicos. Sin embargo, al tener resultados positivos en la pasta de
soya se demuestra que la Ley de Defensa del Consumidor y la Ley Orgéanica de Salud no
son cumplidas ya que mencionan que los productos derivados de alimentos genéticamente
modificados deben ser etiquetados.

Con respecto al método de deteccién mediante PCR en tiempo real, es importante
mencionar que se estandariz6 un protocolo para la deteccion y cuantificacion de soya
genéeticamente modificada, cuyas condiciones fueron especificadas en la seccion 7.5, un
proceso fundamental para la evaluacion de productos y organismos GM. Es trascendental
mencionar, por ejemplo, que en Brasil el cultivo de soya genéticamente modificada no
estaba permitido, pero este cultivo ingres6 de manera ilegal desde paises vecinos como
Argentina, por lo que el Estado debio realizar evaluaciones de los cultivos de soya vy, al

constatar que existian cultivos de soya GM, decidié aprobar este evento en su pais
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(“Soybeans”, 2008). Este es un ejemplo que demuestra que la prohibicion no es la
solucion, mas bien la regulacién es la medida necesaria y suficiente para el control y
manejo seguro de los organismos genéticamente modificados.

Los resultados obtenidos de las muestras 22 (Muestra de soya en grano de
Latacunga de la Empresa Cereales La Pradera) y 23 (muestra de pasta de soya importada
de Argentina) (Figuras 1 y 2) demuestran la presencia de soya genéticamente modificada
en nuestro pais, 1o que representa una necesidad urgente de realizar evaluaciones con un
namero de muestras mas amplio y ademas incluir otras especies que sean importadas de
paises donde cultivos genéticamente modificados han sido aprobados.

Basandonos en la publicacion de Libeck (n.f.), se decidid establecer el limite de
deteccion en 0.01% vy el limite de cuantificacion en 0.1%. Las dos muestras positivas
analizadas se encuentran sobre el valor de 0.1% por lo que se pudo determinar la
concentracion de ADN genéticamente modificado. La muestra positiva de soya en grano
de Latacunga (muestra 22 en todas las figuras) tiene un porcentaje un poco mayor a 0.1%,
mientras que la muestra de pasta de soya (muestra 23 en todas las figuras) se encuentra
muy por encima del valor de 10% de OGM.

En las figuras 7 y 8, se puede observar que varias muestras tienen amplificacion
que corresponde tanto al promotor 35S como al terminador NOS. Estos resultados no
pueden ser considerados positivos a pesar de tener producto de amplificacion ya que la
cuantificacion de él nos indica que es menor al valor del limite cuantificacion, 0.1% de
OGM. Sin embargo, este resultado evidencia la presencia adventicia de semillas de soya
transgénica presentes en lotes de semillas convencionales. Generalmente, la presencia
adventicia no esta relacionada con la bioseguridad, ya que el cultivo GM debié haber sido
evaluado previamente por instituciones gubernamentales, pero en un pais donde no existen

tales instituciones, la presencia adventicia demuestra la presencia de granos de soya
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transgenica que no han sido sometidos al proceso de andlisis de riesgo por las razones
mencionadas anteriormente.

La mayoria de paises en la actualidad tienen métodos de deteccion validados y
laboratorios certificados para estos objetivos. La validacion de un método de deteccion es
un proceso que demuestra que el conjunto de los procedimientos tanto de extraccion de
ADN, preparacion de la muestra y corrida, y analisis de los resultados obtenidos presentara
informacidn precisa, confiable, reproducible y veraz. Las caracteristicas de un protocolo
para ser validado deben representar excelente precision, eficiencia, exactitud,
reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. Un nuevo método para ser validado debe ser
ensayado en varios laboratorios para verificar la calidad de sus resultados (Lubeck, n.f.).
En Europa, por ejemplo, existe la Union Europea de Laboratorios de Referencia para
alimentos y piensos modificados genéticamente, compuesta por mas de 100 laboratorios
especializados en analisis de OGMs y, que ademas, es responsable, entre otras cosas, de
proveer a los laboratorios de referencia nacionales de métodos analiticos y reproducibles
para la deteccion de organismos genéticamente modificados. En el Compendio de Métodos
de Referencia para Analisis de OGMs se presenta 48 métodos cuantitativos y 31 métodos
cualitativos (Joint Research Centre, 2010). Estos métodos se basan en la deteccion de
varios tipos de secuencias de ADN. Las secuencias especificas al
promotor/gen/caracteristica son secuencias que se limitan a una determinada entidad
molecular, como el promotor 35S; las secuencias especificas a un constructo son
secuencias de ADN que abarcan dos entidades moleculares, como una parte del promotor y
una parte del gen de interés insertado; las secuencias especificas a eventos son secuencias
que contienen parte del genoma ligado a la secuencia insertada, y las secuencias
especificas a la especie o0 al taxdn son secuencias, que como su nombre lo indica, se limitan

a una taxon o especie (Joint Research Centre, 2010; Libeck, n.f.).
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De los 48 métodos cuantitativos presentados en este compendio, todos fueron
estandarizados con la tecnologia TagMan. Como se mencioné en la introduccion, este es el
mas preciso y mas fiable de los métodos, pero también el mas costoso. Muchos autores han
usado esta tecnologia para estandarizar los protocolos de deteccion. Corbisier et al (2005),
evaluaron la precision del PCR en tiempo real mediante sondas TagMan en alimentos
procesados, al someter polvo de granos de soya Roundup Ready a diferentes procesos de
fragmentacion de ADN. Por otro lado, Vaitilingom et al (1999), estandarizaron un proceso
de deteccién de maiz Maximier y Soya RR mediante PCR en tiempo real con sondas
TagMan. Sin embargo, Buh et al (2010), en su estudio realizan una comparacién entre 9
diferentes métodos de PCR en tiempo real. Se menciona que las tecnologias mas
comunmente usadas son TagMan y SYBR Green, pero que al comparar las 9, ninguna
parece ser significativamente mejor que las otras. Ellos especifican que el método de
deteccidn basado en SYBR Green, a pesar de presentar una alta tendencia a inhibir la PCR,
puede funcionar igual que las otras metodologias pero que requiere una optimizacion
previa del protocolo. Estos resultados fueron evidenciados en esta investigacion ya que,
una vez estandarizado el protocolo, se comprob6 que la tecnologia basada en SYBR Green
permite buena deteccion y cuantificacion de las muestras positivas. La razon por la que se
eligi6 SYBR Green es debido a que el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad San Francisco de Quito cuenta con el termociclador para PCR en tiempo real
que funciona con esta tecnologia.

Hasta el momento no existe un método validado que sea capaz de determinar de
manera sobresaliente todos los eventos transgenicos en una manera rapida y de bajo costo.
Es importante mencionar, ademas, que las regulaciones de algunos paises son mas

demandantes que otras, por lo que los métodos de deteccion pueden llegar a ser muy
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costosos. Mientras mas exacto se desea un protocolo, mayor es el costo y mayor es el
tiempo necesario para la obtencion de sus resultados (Lubeck, n.f.).

El protocolo de deteccion de OGMs mediante PCR en tiempo real con tecnologia
SYBR Green estandarizado en este estudio ha sido usado en varios laboratorios. Barbau-
Piednoir et al (2009), por ejemplo, compararon dos pares de primers para la deteccion del
promotor 35S y dos pares de primers para la deteccion del terminador NOS y analizaron
las diferencias en los resultados obtenidos con cada uno de los 4 métodos comparados.
Uno de los pares de primers usados en ese estudio fue elegido para esta investigacion.
Siew-Ping, Yoke-Kqueen y Son, (2011) realizaron una evaluacion de soya genéticamente
modificada en 122 muestras de alimentos y concluyeron que el método de amplificacion
mediante SYBR Green produce resultados rapidos, reproducibles y estadisticamente
sensitivos para la gran cantidad de muestras analizadas. Ademas aclararon que Malasia, a
partir de los resultados obtenidos en el estudio, implementara regulaciones de etiquetado
de alimentos que contienen ingredientes provenientes de OGMs y que el protocolo
estandarizado facilitara el proceso de deteccion de OGMs a mayor escala.

Este estudio se basé en secuencias especificas al promotor y terminador vy, al ser
estas secuencias comunes para varios OGMs, es necesario que los eventos de las muestras
positivas sean identificados. Es muy posible que la soya positiva para la presencia de los
elementos analizados pertenezca al evento GTS 40-3-2, ya que es el evento predominante
en los paises de donde se importa soya al Ecuador; sin embargo, James (2010) menciona
que existen 14 eventos de soya GM aprobados en distintos paises, pero en la bibliografia se
encuentran 10 eventos aprobados (“Status of Dossiers”, 2010 y “Listing of Query Results”,
n.f.) (Anexo 3) y no todos contienen los elementos amplificados en este estudio. Por
ejemplo, el evento A2704-12 producido por la empresa Bayer CropSciences tiene

promotor 35S pero no tiene terminador TNOS, el evento MON-89788 no tiene el promotor
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35S ni el terminador NOS (Barbau-Piednoir et al, 2009). Lo importante de esta
informacidn es que se demuestra que 6 de los 10 eventos aprobados pueden ser evaluados
mediante la metodologia estandarizada en este estudio, pero los resultados obtenidos tras la
PCR en tiempo real demuestra que las muestras de soya GM pueden pertenecer a dos
eventos distintos: MON 04032 o DD 026005-3 ya que las dos transformaciones contienen
tanto el promotor 35S como el terminador NOS.

A partir del material de referencia certificada, se realizaron diluciones seriadas,
como se menciona en la investigacion realizada por Cankar et al (2006). Es importante
aclarar que, debido a la variacion entre corridas, las muestras estandares fueron incluidas
en cada analisis por duplicado para verificar la eficiencia y posibilitar la cuantificacion de
las muestras positivas. Este es un factor de gran relevancia ya que se pudo observar que, a
pesar de usar las mismas diluciones varias veces y las mismas condiciones, la eficiencia de
la reaccion varié de una corrida a otra. Puede deberse a errores en el pipeteo de los
reactivos 0 a las condiciones ambientales externas al equipo, como la temperatura del
laboratorio. Es primordial aclarar que el instrumento, donde se lleva a cabo la reaccion de
PCR en tiempo real, toma el aire del laboratorio y lo interioriza para los pasos de
enfriamiento y calentamiento de las muestras, por lo que si la temperatura ambiental es
muy alta, el equipo tardara méas tiempo para enfriarse o la eficiencia de la reaccion de
amplificacion podria disminuir (Bio-Rad, n.f.). En las pruebas preliminares realizadas para
la estandarizacion del protocolo para la deteccion de OGMs mediante PCR en tiempo real,
se pudo observar que la eficiencia de la reaccion de amplificacion variaba constantemente,
a pesar de que las condiciones del programa y de la mezcla de la reaccion eran las mismas
en todas las corridas.

Debido a que los eventos de soya genéticamente modificada tiene 1 sola copia del

promotor, gen EPSPS y del terminador, la cuantificacion mediante la amplificacion de los
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elementos promotor y terminador es un método viable y conveniente, a diferencia del maiz
que existen ciertos eventos que pueden llegar a tener hasta 4 copias del promotor. Los
resultados de la realizacion de métodos de cuantificacion mediante amplificacion del
promotor en ese caso, podrian sobreestimar la cantidad de OGM presente en la muestra
analizada (LUbeck, n.f.).

Cuando un producto alimenticio, tras su evaluacion en busca de OGM, da positivo,
los pasos a seguir son verificar mediante PCR en tiempo real a qué evento transgénico
pertenece para asi comprobar si se cumple la legislacion vigente (si la modificacién
genética ha sido aprobada en el pais donde se realiza el analisis y si la cantidad autorizada
de OGM presente en el alimento es cumplida). Para que este tipo de evaluaciones puedan
ser realizadas en el pais, es primordial instaurar instituciones especializadas en andlisis de
deteccidn y de identificacion de eventos especificos.

Vale la pena recalcar que la soya de Cereales La Pradera que resulto positiva para
la presencia de elementos presentes en organismos genéticamente modificados (P35S y
TNOS) al no tener una etiqueta de producto GM no cumple con la Ley de Defensa del
Consumidor y la Ley Organica de Salud, por lo que es importante que se realicen analisis
de deteccion para que el cumplimiento de esta ley sea verificado. Es trascendental
mencionar que el etiquetado es simplemente una forma de garantizar libertad de eleccién
para los consumidores que desean 0 no consumir organismos genéticamente modificados.
Los umbrales que se han establecido en varios paises han servido para diferenciar la
presencia involuntaria de OGMs en lotes convencionales, como producto de la mezcla
entre distintos campos y cultivos durante el transporte y produccion, y la presencia
intencional de OGMs en un producto o cultivo. Este argumento es esencialmente social y
politico, ya que la presencia de OGM en mayor o menor cantidad en un cultivo o producto,

cientificamente no tiene ningun efecto indeseable en la salud humana o en el ambiente.



39

Después de la evaluacion de cultivos transgénicos en nuestro pais, serd necesario
realizar un analisis de la legislacion existente y plantear nuevos y sensatos objetivos que
tengan coherencia y que representen las necesidades de la sociedad ecuatoriana de acuerdo
al contexto actual para no solo cumplir con una regulacion validada de la manipulacion de
estos organismos, sino también una plan que especifique los limites de deteccion y de
cuantificacion, de acuerdo a los métodos internacionalmente validados y a la realidad del
pais.

Finalmente, los resultados de este estudio demuestran que las leyes sobre el
etiquetado de OGMs no se cumplen en el pais debido a que dos muestras de las veinte y
seis analizadas son positivas para la presencia del P35S y del TNOS, y no presentaban
etiqueta de OGMs como la regulacion ecuatoriana lo especifica. Ademas, los resultados
evidencian la presencia de semillas GM en el territorio ecuatoriano al tener en cuenta la
presencia adventicia en varias muestras evaluadas. Adicionalmente, es importante destacar
que la metodologia estandarizada dio excelentes resultados, los mismos que fueron
confirmados mediante PCR en punto final y PCR en tiempo real. Con la evidencia de la
presencia de soya transgénica en el territorio nacional, se genera la necesidad de desarrollar
un equipo de gente especializada en el tema de bioseguridad y con la capacidad de
detectar, identificar y cuantificar organismos genéticamente modificados en cultivos y

alimentos.

10. Conclusiones

Se logré estandarizar un protocolo de deteccion de soya transgénica mediante la
amplificacion de secuencias especificas del promotor 35S y del terminador NOS mediante
PCR en tiempo real, cuyas condiciones de la reaccion y del programa de amplificacion son

especificadas en la seccion 7.5.
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El método de deteccion de OGM en granos de soya mediante PCR en tiempo real
permitio monitorear el incremento en fluorescencia durante la amplificacion y asi, estimar
la presencia del producto especifico en las muestras positivas.

Los resultados positivos obtenidos en la deteccion por PCR convencional fueron
confirmados por los resultados obtenidos en la deteccién mediante PCR en tiempo real, ya
que las 2 muestras (la muestra 22, soya en grano de Latacunga de la empresa Cereales la
Pradera comprada en un supermercado en Quito, y la muestra 23, pasta de soya importada
de Argentina) demostraron la presencia de las secuencias amplificadas en los dos tipos de
PCR.

De las 26 muestras analizadas, 2 muestras (la muestra 22, soya en grano de
Latacunga de la empresa Cereales la Pradera comprada en un supermercado en Quito, y la
muestra 23, pasta de soya importada de Argentina) contienen un porcentaje mayor a 0.1%
de OGM.

Se demostro la presencia adventicia de semillas de soya GM en varias muestras
analizadas, indicando la presencia de soya genéticamente modificada en el territorio
nacional.

11. Recomendaciones

Realizar un estudio basado en esta metodologia incluyendo la mayor cantidad de
muestras posibles, no solo de centros de acopio de Los Rios, ya que, a pesar de ser la
provincia con mayor produccion en el Ecuador, el Guayas también tiene cultivos
importantes de soya, e incluir, ademas, muestras comercializadas en todo el territorio
nacional y productos derivados de este cultivo para comprobar si la Ley de Defensa del
Consumidor y la Ley Organica de Salud se cumplen.

Analizar mediante PCR en tiempo real otros cultivos que son importados de paises

donde eventos transgénicos han sido aprobados.
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Estandarizar un protocolo de deteccion de OGMs mediante PCR en tiempo real
basado en amplificacion de primers especificos para cada evento para realizar una
identificacion de los eventos existentes en nuestro territorio.

El Ecuador debe establecer un marco regulatorio del manejo de organismos
genéticamente modificados e instituir un organismo especializado en controlar y hacer

cumplir las regulaciones establecidas en el pais.
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13. Tablas

Tabla 1. Lista de muestras de semillas de soya, soya en grano y pasta de soya analizadas
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Contacto Lugar Variedad Fecha _o!e
obtencion

1|Andrés Lertora Buena Fe. Los Rios P34 |07/10/2008
2|Luis Arteaga Baba - Isla Bejucal. Los Rios 306 07/10/2008
3|Francklin Mueckay |Valencia. Los Rios P34 |07/10/2008
4[José Luis Vera Febres Cordero. Mata Cacao. Los Rios 306 07/10/2008
5|Rafael Ortiz Quevedo. Los Rios P34 07/10/2008
6|Vilme Espinoza Mocache. Los Rios P34 |07/10/2008
7|Marco Acosta Montalvo. Los Rios 306 07/10/2008
8|MAGAP Unidad Nacional de Almacenamiento 18/09/2009
9 Soya peruana comprada en Guayaquil. Guayas 21/6/2009
10 Chunchi. Azuay 21/6/2009
11 Babahoyo. Los Rios 21/6/2009
12 Soya nacional comprada en Guayaquil. Guayas 21/6/2009
13|José Macias AGRIPAC. Guayaquil. Guayas P34 |03/09/2009
14 Recinto Mata de Cacao. Babahoyo. Los Rios Jupiter | 19/10/2009
15 Montalvo. Babahoyo. Los Rios P34 |19/10/2009
16 Bucay. Guayas 14/10/2009
17 Soya importada por Importadora Granos del Campo 19/1/2009
18 Babahoyo. Los Rios P34 |21/10/2009
19 Babahoyo. Los Rios 307 21/10/2009
20[INIAP Pichilingue. Los Rios 307 10/01/2010}
21 Soya de Lasso comprada en Centro Naturista Quicentro. | 19/1/2009
22 Soya de Latacunga de Cereales La Pradera 19/1/2009
23 Pasta de soya importada de Argentina. PRONACA 06/10/2009
24 Soya de Riobamba comprada en Bucay. Guayas 14/10/2009
25 Ventanas Pueblo Viejo. Los Rios P34 19/10/2009
26|INIAP Pichilingue. Los Rios 308 10/01/2010}|

Tabla 2. Primers utilizados en esta investigacion para la amplificacion de P35S y TNOS y tamafio de

amplicones.
Nombre de L. . . Tamaio de
. Secuencia Diana Secuencia de Primer L,
Primer amplicén
P35S-F Promotor 355 CaMV GAAGGTGGCTCCTACAAATGC 200pb
P35S-R TAGTGGGATTGTGCGTCATCC
TNOS-F . GATTAGAGTCCCGCAATTATACATITITAA
Terminador NOS 69pb
TNOS-R TTATCCTAGGTTGCGCGCTATATTT
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Tabla 3. Concentraciones Reaccién PCR Promotor 35S

PCR 35S Concentraciéon en Rxn
Agua -

Buffer 1X

MgCl, 2mM

dNTPs 0.5mM
Primers 35S 0.5uM

Taq polimerasa 1.5U

DNA 200ng

Tabla 4. Concentraciones Reaccién Terminador NOS

PCR tNOS Concentracion en Rxn
Agua ----

Buffer 1X

MgCl, 2mM

dNTPs 0.5mM
Primers 35S 0.5uM

Taq polimerasa 1.5U

DNA 200ng




Tabla 5. Cuantificacion de ADN de muestras analizadas. EI nUmero de muestras corresponde al

numero de muestras de la Tabla 1.

Muestras Cantidad Muestras Cantidad Muestras Cantidad Muestras Cantidad
de ADN de ADN de ADN de ADN
la 34.9 8a 51.9 15a 66.4 22a 38.9
1b 345 8b 48 15b 54.8 22b 51.7
1c 49.5 8c 48.7 15c 22 22c 439
2a 39.1 9a 28.7 16a 24.6 23a 117.7
2b 28.7 9b 19.66 16b 19.2 23b 56.6
2c 43.8 9c 22.2 16c 28.6 23c 213
3a 42.1 10a 24.6 17a 20.8 24a 44.7
3b 38.4 10b 20.2 17b 28.5 24b 1920.2
3c 28.5 10c 13.7 17c 32.8 24c 264.2
4a 23 11a 38.5 18a 41.2 25a 38.5
4b 28.7 11b 47.2 18b 311 25b 36.6
4c 44.6 11c 45.8 18c 28.1 25c 24.7
5a 21.9 12a 35.9 19a 48 26a 52.1
5b 33.8 12b 233 19b 31.9 26b 26.1
5¢ 36.4 12c 24.8 19c¢ 35.6 26¢ 384
6a 26.9 13a 39.8 20a 449
6b 234 13b 75 20b 24.4
6¢c 225 13c 45.8 20c 35.6
7a 333 14a 66.4 21a 36.1
7b 42.5 14b 28.2 21b 21.6
7c 45 14c 435 21c 33.9
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14. Figuras
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Figura 1. Resultados de amplificacién del promotor 35S mediante PCR en punto final. Tamafio de
amplicén de 200pb. Muestras positivas: Control positivo, muestra 22 y muestra 23. (MPM = Marcador
de Peso Molecular; B = Blanco; C- = Control negativo y C+ = Control positivo).
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Figura 2. Resultados de amplificacion del terminador NOS mediante PCR en punto final. Tamafio de
amplicén de 69pb. Muestras positivas: Control positivo, muestra 22 y muestra 23. (MPM = Marcador
de Peso Molecular; B = Blanco; C- = Control negativo y C+ = Control positivo).
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Figura 3. Curvas de Amplificacion del promotor 35S mediante PCR en tiempo real. Mientras menor es
el valor del ciclo en el que la curva de amplificacion sobrepasa el umbral (linea horizontal de color
verde), mayor es la cantidad inicial de ADN diana. C+, muestra 23, muestras estdndares con 10%, 1%

y 0.1% de soya GM y muestra 22 son las muestras con cantidad de producto amplificado detectable y
cuantificable. (RFU = Unidades de Fluorescencia)
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Figura 4. Curvas de Amplificacion del terminador NOS mediante PCR en tiempo real. Mientras
menor es el valor del ciclo en el que la curva de amplificacion sobrepasa el umbral (linea horizontal de
color verde), mayor es la cantidad inicial de ADN diana. C+, muestra 23, muestras estandares con

10%, 1%y 0.1% de soya GM y muestra 22 son las muestras con cantidad de producto amplificado
detectable y cuantificable. (RFU = Unidades de Fluorescencia)
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Figura 5. Curva estandar de amplificacion del promotor 35S mediante PCR en tiempo real. Los
circulos representan el material de referencia certificada (0.01%0, 0.1%, 1%y 10%), Las X
representan a las 26 muestras por duplicado
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Figura 6. Curva estdndar de Amplificacion del terminador NOS mediante PCR en tiempo real. Los
circulos representan el material de referencia certificada (0.01%, 0.1%, 1%y 10%), Las X
representan a las 26 muestras por duplicado
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Figura 7. Picos de Disociacion de Amplificacion del promotor 35S mediante PCR en tiempo real.
Temperatura de disociacion de producto diana amplificado: 81°C. Dimeros de primer y producto

inespecifico con temperaturas desde 73°C hasta 78°C.
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Figura 8. Picos de Disociacion de Amplificacion del terminador NOS mediante PCR en tiempo real.

Temperatura de disociacién del producto diana amplificado: 71.5°C. Dimeros de primer con

temperatura desde 64°C hasta 68°C.
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15. Anexos

Anexo. 1. Area Global de Cultivos Transgénicos de 2010: por pais (millones de

hectareas)
) Area (millones de . -
Pais i Cultivos transgénicos
hectareas)
. Maiz, soja, algoddn, colza, remolacha,
1 Estados Unidos 66,8
azucarera, alfalfa, papayay calabaza
2 Brasil 25,4 Soja, maiz y algoddn
3 Argentina 22,9 Soja, maiz y algoddn
4 India 9,4 Algodon
5 Canada 8,8 Colza, maiz, sojay remolacha azucarera
6 China 35 A.Igo‘dén, tomate, dlamo, papayay
pimiento dulce
7 Paraguay 2,6 Soja
8 Pakistan 2,4 Algoddn
9 Sudafrica 2,2 Maiz, soja y algoddn
10 Uruguay 1,1 Sojay maiz
11 Bolivia 0,9 Soja
12 Australia 0,7 Algoddn, Colza
13 Filipinas 0,5 Maiz
14 Myanmar 0,3 Algoddn
15 Burkina Faso 0,3 Algododn
16 Espafia 0,1 Maiz
17 Mexico 0,1 Algoddn y soja
18 Colombia <0.1 Algoddn
19 Chile <0.1 Maiz, sojay canola
20 Honduras <0.1 Maiz
21 Portugal <0.1 Maiz
22 Republica Checa <0.1 Maiz y patata
23 Polonia <0.1 Maiz
24 Egipto <0.1 Maiz
25 Eslovaquia <0.1 Maiz
26 Costa Rica <0.1 Algoddn y soja
27 Rumania <0.1 Maiz
28 Suecia <0.1 Patata
29 Alemania <0.1 Patata
TOTAL 148

(James, 2010)
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Anexo 2. Lista de paises donde se han realizado aprobaciones regulatorios del evento

GTS 40-3-2.
; . Alimento humanoy Alimento Alimento o
Pais Ambiente . ) Comercializacion

animal humano animal

Argentina 1996 1996 1996

Australia 2000

Brazil 1998 1998 1998

Canada 1995 1996 1995

China 2004

Colombia 2005

Czech Republic 2001 2001 2001

European Union 2005 1996

Japan 1996 1996 1996

Korea 2000 2004

Mexico 1998 1998 1998

Paraguay 2004 2004

Philippines 2003 2003

Russia 1999 1999

South Africa 2001 2001 2001

Switzerland 1996 1996

Taiwan 2002

United Kingdom 1996 1996

United States 1994 1994

Uruguay 1997 1997 1997

(“MON- @4032-6 (GTS 40-3-2)", 2009)
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Anexo 3. Lista de eventos de soya en el mundo y presencia de P35Sy TNOS

Evento Empresa productora Estado de Validaciéon P35S TNOS
1 A2704-12 Bayer CropScience Completo Si No
2 MON 04032-6 Monsanto Completo Si Si
3 MON 89788 Monsanto Completo No No
4 A5547-127 Bayer CropScience Completo Si No
5 DP-305423-1 Pioneer Hi-Bred Completo No No
6 DP-356043-5 Pioneer Hi-Bred Completo No No
7 DP-305423 x MON 40-3-2 Pioneer Hi-Bred Reporte en proceso Si Si
8 BPS-CV-127-9 BASF Plant Sciences Reporte en proceso No No
9 MON 87701 Monsanto Reporte en proceso No No
10 MON 87701 x MON 89788 Monsanto Reporte en proceso No No
Pruebas
11 MON 87769 Monsanto experimentales en No No
proceso
12 MON 87705 Monsanto Evaluacion Clentifica -\,
en proceso

13 DD 026005-3

14 ACS-GMO003-1

15 OT96-15

16 ACS-GMO001-8

DuPont Canada
Agriculture Products
Bayer CropScience Completo Si No
Agriculture and Agri-
Food Canada
Bayer CropScience Completo Si No

Completo Si Si

Completo No No

(Modificado de “Status of Dossiers”, 2010 y “Listing of Query Results”, n.f.)



