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RESUMEN

Desde la introduccidn de los cultivos gené-
ticamente modificados (GM), ha habido un cre-
cimiento continuo en adopcioén de la tecnologia
y en la comercializacion de alimentos y piensos
derivados de cultivos GM alrededor del mundo.
Gobiernos y organizaciones han desarrollado
métodos para detectar rdpidamente y con alto
rendimiento los alimentos y piensos derivados de
cultivos GM, y asi verificar el cuamplimiento de
las regulaciones dirigidas a proveer informacién
al consumidor. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de secuencias de ADN
derivadas de maiz y soya GM, en una gama de
piensos y alimentos, sin procesar y procesados,
comercializados en Costa Rica, un mercado sin
regulaciones que indiquen contenido transgénico
en el etiquetado. Se empled el método cualitativo
estandar, de reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR) en punto final, para la detecciéon de
material GM a partir las regiones comunes del
promotor 35S y el terminador NOS, seguido de la
deteccion especifica de los eventos de maiz Btl1,
MONS810, GA21 y NK603, asi como el evento de
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ABSTRACT

Molecular detection of transgenic
DNA sequences in human food and animal
feed in Costa Rica. Since the introduction
of genetically modified (GM) crops, there has
been a continuous growth in adoption of the
technology and in commercialization of food
and feed products derived from GM crops
worldwide. Governments and organizations have
developed methods for rapid and high throughput
screening of GM-derived foods and feeds, to
verify compliance with labelling regulations
aimed at providing information to consumers.
The objective of this study was to determine
the presence of DNA sequences, derived from
GM maize and soy, in a range of unprocessed
and processed foods and feeds commercialized
in Costa Rica, a market without regulations
to indicate transgenic content in the labelling.
The standard end-point qualitative method of
polymerase chain reaction (PCR) was used for
detection of GM material, the common regions
of the 35S promoter and the NOS terminator,
followed by the specific detection of maize Btll,
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soya GTS 40-3-2, en una seleccion de alimentos
y piensos disponibles en Costa Rica. Los resul-
tados generales de la deteccién de secuencias
derivadas de cultivos GM fueron: 86% para el
promotor 35S, 72% para el terminador NOS vy
40% para los eventos identificados. Los eventos
mds frecuentemente detectados fueron MONSI0,
NK603 y Btll. Los resultados demostraron que
existen alimentos y piensos derivados de cultivos
GM en el mercado local y que la significancia y
viabilidad del etiquetado de los productos, para
proveer informacién a los consumidores, deberia
ser abordado por las autoridades competentes.
Sin embargo, todavia falta realizar estudios cuan-
titativos en los andlisis de rutina, para detectar
si el limite de material GM, establecido por la
regulacion sobre alimentos y piensos GM de la
Unién Europea, se ha extralimitado.

INTRODUCCION

El cultivo mundial de plantas genética-
mente modificadas (ha registrado un incremento
sostenido. El drea global sembrada con cultivos
transgénicos aumenté de 1.7 millones de hec-
tareas en 1996 a 44.2 millones de hectdreas en
el 2000, mientras que para el 2015; segtin el Ser-
vicio Internacional para la Adquisicién de Apli-
caciones Agrobiotecnoldgicas (ISAAA), 1797
millones de hectdreas cultivadas eran cultivos
biotecnolégicos (Schaper y Parada 2001).

En América, Estados Unidos es el pais
que mds contribuye en cultivos de este tipo, ya
que ha presentado el mayor incremento anual
absoluto del mundo en la siembra de cultivos
GM (70,9 mill ha), seguido de Brasil (44,2 mill
ha), Argentina (24,5 mill ha) y Canad4 (11,0 mill
ha) (James 2015). En el 2012, en México fue
aprobada la siembra del evento MON-04032-6
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MONS810, GA21, and NK603 events, as well as the
soybean GTS 40-3-2 event, in a selection of foods
and feeds available in Costa Rica. The overall
results of the GM crops screening were: 86% for
the 35S promoter, 72% for NOS terminator and
40% for identified events. The most frequently
detected events were MONSI0, NK603 and Btl1.
The results showed that GM crops-derived foods
and feeds are found in the local market, and that
the significance and viability of product labelling,
to provide information to consumers, should be
addressed by competent authorities. However,
quantitative studies on the routine analyses are
still needed, to detect if the threshold of GM
material, set by the European Union GM food
and feed regulation, has been exceeded.

de soya transgénica por parte de la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA), sin embargo,
durante el 2014 se emitié una orden judicial para
prohibir la liberacién comercial del evento, en 7
estados de la Reptblica Mexicana (Claver 2013,
Gonzilez 2014). Ademas, en el 2012, SAGARPA
concedi6 el permiso de liberacién en fase piloto
y experimental de maiz transgénico a empresas
transnacionales. Sin embargo, en el 2013 se sus-
pendio6 la liberacion del maiz como medida pre-
cautoria, hasta que se determine una resolucién
juridica (Gonzilez 2014).

En Centroamérica, paises como Guate-
mala, El Salvador, Honduras y Nicaragua se
han dedicado al cultivo de maiz GM (Morales-
Estupifidan 2001). En Guatemala la introduccién
de OGM ha ocurrido sin regulaciones, por lo que
se ha generado un debate nacional sobre el cultivo
de éstos (Landaverry 2014). En el Salvador, el
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tratado de libre comercio ha permitido el ingreso
continuo de alimentos genéticamente modifica-
dos producidos en Estados Unidos (Franco-Ortiz
et al. 2014). En Nicaragua, los eventos transgéni-
cos autorizados para el cultivo son Bt/76, Btll,
MONS863, MON810, GA21 y NK603, entre otros
(Alvarez et al. 2012).

En Costa Rica, actualmente, los cultivos
transgénicos han sido autorizados tnicamente
para el incremento de semillas de algodén y
soya, para investigaciones de tipo experimental
en maiz, pifia, banano, platano, arroz y tiquizque
(James 2015). Por otro lado, el 91% de los muni-
cipios del pais se han declarado libres de transgé-
nicos (Pacheco y Garcia 2014). Segtn datos del
Servicio Fitosanitario del Estado, en Costa Rica,
desde 1991 hasta el 2016 se registran 11687,43 ha
de superficie plantada con OGM, entre los cuales
destacan algodén con 10686,66 ha, soya 905,48
ha, arroz 1,8 ha, banano 19,1 ha y pifa con 68,47
ha (MAG 2016a).

En Costa Rica, la Direccidn del Servicio
Fitosanitario del Estado (SFE) del Ministerio
de Agricultura y Ganaderia (MAG), es el ente
encargado del control y monitoreo sobre los
organismos transgénicos en el pais, al otorgar
o negar las solicitudes de siembra comercial
o de investigacién que se deseen ejecutar con
organismos transgénicos. Cabe destacar que a la
Direccién del SFE no le corresponde la evalu-
acion de los productos derivados a partir de estos
organismos. La Direccién del SFE es asesorada
principalmente por la Comision Técnica Nacional
de Bioseguridad (CTNBio), la cual ha jugado un
papel importante en los procesos de introduc-
cién de eventos transgénicos en el agro del pais
(Pacheco y Garcia 2014), al recomendar la con-
cesién de permisos a compaiiias subsidiarias de
corporaciones transnacionales para la reproduc-
cién de semillas e investigacion (MAG 2016b).

Por otro lado, en cuanto a las regulaciones
que indiquen contenido transgénico en el eti-
quetado de productos envasados en Costa Rica,
la Secretaria Técnica del Comité Nacional del
Codex Alimentarius en Costa Rica procedi6é a
homologar la Norma general del Codex para el

Etiquetado de los Alimentos Preenvasados Codex
Stan 1-1985 (Rev. 1-1991), mediante la adopcién
de los reglamentos técnicos RTCR 100:1997 y
RTCA 67.01.07:10. Sin embargo, ni en la Norma
ni en estos reglamentos se aborda el etiquetado de
alimentos derivados de la biotecnologia moderna.
Por lo anterior, el Codex Alimentarius Costa Rica
solo dispone de los Principios para el Analisis
de Riesgos de Alimentos derivados de la Bio-
tecnologia Moderna (CAC/GL 44-2003) donde
se indica que “las medidas de gestién de riesgos
pueden incluir, segiin sea apropiado, el etiquetado
de alimentos, las condiciones para aprobar su
comercializacién y la vigilancia tras la puesta
en el mercado”. Asimismo, el Reglamento a la
Ley de Proteccion Fitosanitaria N°. 26921-MAG
indica en su articulo 131 que “para introducir y/o
comercializar en Costa Rica productos vegetales
u otros organismos modificados genéticamente
de uso en la agricultura, deberdn ser identificados
como tales en una etiqueta en donde el consumi-
dor reconozca las caracteristicas del producto”, lo
que excluye a los alimentos preenvasados deriva-
dos de la biotecnologia moderna.

La trazabilidad alimentaria en Costa Rica
no es eficiente como lo indica Garcia (2007), ya
que tanto los importadores de alimentos como el
Estado no ven relevante lo indicado en los articu-
los 46 y 48 de la Ley de Biodiversidad (Costa
Rica 1998), en cuanto a lo establecido en materia
de importacién de OGM, tal como en el caso
de semillas y granos para consumo, los cuales
podrian ser viables en su germinacién luego de
su importacién y transporte dentro del pais. La
deteccion de OGM en alimentos puede realizarse
por multiples técnicas de biologia molecular,
entre la mds usadas esta la amplificacion de
las secuencias de ADN transgénicas mediante
PCR punto final (cualitativa) y PCR tiempo real
(cuantitativa, qPCR) (Hurst et al. 1999, Querci et
al. 2009). El Centro Comun de Investigacion de
la Comisién Europea (European Commission’s
Joint Research Centre-JRC) avala 118 métodos
de PCR (cualitativos y cuantitativos), los cuales
se encuentran descritos en el Compendio de
Métodos de Referencia para el andlisis de OGM,
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“Compendium of reference Methods for GMO
analysis” (Bonfini et al. 2012).

El andlisis por PCR punto final permite
hallar e identificar remanentes de ADN derivado
de OGM, en alimentos procesados, ya sea por
la localizacién de regiones promotoras y/o ter-
minadoras en la arquitectura del transgén, o la
identificacién de genes que le confieren caracte-
risticas especificas a un evento de transformacion
especifico; que se caracteriza por ser una variante
vegetal determinada en cuanto a la integracion del
o los transgenes en la planta (sitio de integracion
en el genoma de la misma, nimero de copias
del o los transgenes, nivel de expresion de la o
las proteinas de interés, etc.). La técnica de PCR
posee dificultades a nivel molecular respecto al
aislamiento de trazas de ADN debido a diversos
factores que contribuyen a la degradacion de éste,
tales como procesos de coccioén, cambios drédsticos
de pH, actividad de nucleasas y presencia de agen-
tes quimicos que pueden degradar la estructura
nucleotidica (Holst-Jensen et al. 2003). Asimismo,
los compuestos presentes en los alimentos procesa-
dos como las proteinas, grasas, polisacaridos, poli-
fenoles, extractos de cacao y azicar caramelizado
pueden inhibir la ADN polimerasa, y disminuir
la eficiencia en la detecciéon del OGM por PCR
(Ahmed 2002). Por lo tanto, el método de extrac-
cion y purificacion de ADN total de los alimentos
procesados, es un paso critico para la deteccién de
las secuencias de ADN transgénico por medio de
PCR. El objetivo de este estudio fue evidenciar la
presencia o ausencia de trazas de ADN de maiz
y soya GM en alimentos procesados, granos y
piensos compuestos disponibles en el mercado cos-
tarricense, por medio de la deteccion de secuencias
especificas utilizando la técnica molecular cualita-
tiva de PCR en tiempo final.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Se analizaron 36 alimentos sélidos de con-
sumo humano y animal, con o sin ingredientes de
maiz 6 soya aparente en su fabricacion, de venta
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en establecimientos comerciales de las provin-
cias de Heredia, Cartago y San José. Entre los
alimentos que fueron analizados estdn tortillas
y chips tostados de maiz, chips de papa tostada,
harinas de maiz, cereales de maiz azucarados,
magdalenas dulces, embutidos, concentrados de
consumo animal y granos de maiz para molienda
o siembra, tal como se muestra en resultados mas
adelante.

Extraccion y cuantificacion del ADN total de
matrices complejas

Previo a la extraccién de ADN se elimin6
el exceso de condimento en polvo, aztcar y otros
aditivos que contenfan los alimentos procesados
en su superficie. Ademads, se limpiaron los instru-
mentos con hipoclorito de sodio comercial al 10%
para evitar la contaminacién entre muestras y se
utilizaron guantes de nitrilo (sin almidén de maiz)
en el proceso de manipulacién. La extraccién de
ADN total se realizé segtn el protocolo de Doyle
y Doyle (1987) con algunas modificaciones. Las
muestras fueron maceradas en un disruptor meca-
nico (MM400, Retsch, Haan, Alemania) con 2
balines de acero inoxidable de 15 mm. Se tomé
100 mg del material pulverizado y se homoge-
niz6 en solucioén de extraccion CTAB (Tris-HCI
100 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM, pH 8,0; NaCl
1,4 M; bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
2%; B-mercaptoetanol 140 mM). Posteriormente,
se adiciond una solucién de cloroformo:octanol
(24:1) y 0,8 volimenes de isopropanol frio para
precipitar el ADN total. La concentracién e
integridad de los 4cidos nucleicos recuperados se
determindé en un espectrofotémetro (NanoDrop
2000, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
y el perfil de ADN total se visualizé en geles de
agarosa al 1,0% en solucion tris/borato/EDTA
(TBE) 1X.

Deteccion de secuencias transgénicas
derivadas de OGM e identificacion de eventos
especificos mediante PCR de punto final

Las muestras de ADN fueron analizadas
con cebadores descritos en el Compendio de
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Métodos de Referencia para el andlisis de OGM
del Centro Comtn de Investigaciéon (JRC) de la
Comision Europea (Van den Eede et al. 2010).
La presencia de secuencias de maiz y soya en los
alimentos fue confirmada mediante la amplifi-
cacion de un fragmento de los genes enddégenos
de una proteina de la familia A del grupo de
alta movilidad del maiz, y de la proteina lectina
de la soya, mediante los cebadores himgA y Lel,
respectivamente. Se determind la presencia de
secuencias derivadas de OGM en las muestras al
ampliar una regién de ADN del promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaM V) y del ter-
minador del gen nopalina sintasa (t-Nos) de Agro-
bacterium tumefaciens, utilizados en la mayoria
de los cultivos GM (Barbau-Piednoir et al. 2010 y
Holden et al. 2010). Ademas, se identificd la pres-
encia de secuencias de ADN de los eventos trans-
génicos especificos de maiz MONS8I0 -mediante
la amplificacién de la regiéon de unién entre el
intron 1 del gen Asp70 de maiz y el gen sintético
de la proteina cristalina insecticida Cryl/Ab de
Bacillus thuringiensis (cebadores IVS-HSP-F/
CrylA(b)-R)-, el evento Bt/I mediante la amplifi-
cacion de la region fronteriza de integracién (/IBR,

por sus siglas en inglés) en el extremo 3’entre el
inserto en el evento BtI] y el genoma del maiz
(Btl1-INS-F/3'JUNC-R), el evento NK603 por
medio de la amplificacién de la IBR en el extremo
3’ entre el inserto del evento NK603 y el genoma
del maiz (cebadores NK603-INS-F/3' JUNC-R), y
el evento GA21/ al amplificar la IBR en el extremo
5’ entre el inserto del evento GA2/ y el genoma
del maiz (cebadores GA2I-5JUNC-F/INS-R).
También se identificé el evento GTS 40-3-2 de
soya por medio de la amplificacién de la region
de unidn entre el promotor 35S y la secuencia del
péptido senal de transito al cloroplasto (CTP, por
sus siglas en inglés) del gen epsps de Petunia hyb-
rida (cebadores P-35Ssoy-F/ CTP4-R) (Cuadro
1). Como controles positivos se utilizé material
bioldgico proporcionado por el Laboratorio de
Trazabilidad Molecular Alimentaria (LaTRA-
MA), FCIEN, UdelaR, Uruguay (Arleo 2015)
obtenido a partir de Materiales de Referencia
Certificados (MRC) del Institute for Reference
Materials and Measurements (IRMM, Bélgica).
Por otra parte, como control negativo de trans-
genicidad, se empleé maiz orgdnico certificado,
cultivado y comercializado en Costa Rica.
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La amplificacién por PCR fue disefiada
con un Master Mix (0,2 mM de cada dNTP,
0,025 Uul'' ADN polimerasa, tamp6n de reac-
cion y 2mM MgCl,, Thermo Scientific), 0,4uM
de cada uno de los cebadores y 100-150 ng de
ADN total. La reacciéon de amplificacion se
llevo a cabo en un termociclador (Proflex PCR
System; Applied Biosystems, Life Technolo-
gies, EE.UU.) bajo las siguientes condiciones:
4 min a 94°C, seguida de 33 ciclos de 30 s a
94°C, 30 s a 60°C (temperatura de hibridacion
optimizada para todos los cebadores utilizados
en este estudio) y 30 segundos a 72°C, seguido
de una extensién final a 72°C por 7 min. Para
visualizar los productos de PCR se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 3% en TBE
1X, con un tiempo de movilidad electroforética
de 100 min a 80V. Los productos fueron tefiidos
con GelRed (Biotium, Hayward, CA, EE. UU) y
digitalizado en un fotodocumentador (BioDoc-
It,UVP, Upland, CA, EE.UU.). El tamafo apro-
ximado de los amplicones PCR se determiné
mediante secuenciacién automatizada como se
describe mds adelante.

Purificacion de los productos de PCR y
secuenciacion

Algunos amplicones representativos,
obtenidos por el andlisis PCR de punto final
para el terminador de la nopalina sintasa (t-Nos)
y para eventos especificos en maiz y soya
(MONS810, GA21, NK603 y GTS 40-3-2) fueron
purificados enzimdticamente mediante Exonu-
cleasa I (20U ul"") y fosfatasa alcalina termosen-
sible FastAp (Thermo Scientific) (1U.ul ™), segtin
las instrucciones del fabricante. Por otro lado,
se utiliz6 un protocolo alternativo de limpieza
y purificacién de productos de PCR mediante
precipitacion con etanol 95% y acetato de sodio
3M. Los productos de PCR purificados fueron
secuenciados en ambas direcciones en un anali-
zador genético multicapilar (3130, Applied Bio-
systems) en el Laboratorio de Andlisis Gendmico
(LAGEN) de la Escuela de Ciencias Bioldgicas
de la UNA y empleando una quimica de reac-
cién de tipo Sanger (BigDye Terminator™ V3.1,

Applied Biosystems). Las secuencias recuperadas
fueron editadas con el programa bioinformadtico
Geneious R9 (Biomatters Ltd. Nueva Zelanda)
y analizadas utilizando la herramienta bdsica de
busqueda local de similitud (BLASTn, por sus
siglas en inglés, Altschul e al. 1990) de la base
de datos NCBI (Johnson et al. 2008) mediante
parametros por defecto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extracciones de ADN e integridad del
ADN total

La concentracién del ADN total obtenido
de las muestras de alimentos procesados, derivado
del andlisis espectrofotométrico, se situd entre los
72,33 ng.ul' y 3893,47 ng.ul'. De acuerdo con la
relacion AszGOnm/ZSOnm’ las muestras presentaron
valores cercanos al optimo de pureza (entre 1,6
y 1,8), a excepcién de las muestras M-09, M-41,
M-42, M-43 M-56 que mostraron la presencia de
proteinas, con valores menores a 1,8 (Gallagher
2001); las muestras M-18, M-20 y M-27 contenian
trazas de solventes orgdanicos como el cloroformo,
el cual fue utilizado en el proceso de la extrac-
cién de ADN (dato no mostrado). Por otra parte,
la relacion Abs, /.., (valor Optimo entre
2,0-2,2) demostré que las muestras presentaban
moléculas copurificadas como sales, carbohidra-
tos, péptidos, fenoles o compuestos aromaticos,
a excepcion de las muestras M-46 y M-47 (dato
no mostrado). Estos resultados son esperables, ya
que muchas de las muestras provienen de matri-
ces complejas derivadas de alimentos procesados.
La obtencion de bajos coeficientes 260/280 tam-
bién han sido reportados en otros estudios que
realizan extracciones de alimentos procesados,
donde se han obtenido valores de 1,17; 0,99 y
1,33 para muestras como tofu, harina de soya y
lecitina, respectivamente (Zimmermann et al.
1998) y de 0,96; 0,99; 0,95 y 0,98 para muestras
de alimentos procesados de soya, maiz, papa y
trigo, respectivamente (Pauli er al. 2000). De
manera similar, en otros estudios ha sido imposi-
ble obtener ADN de buena calidad en alimentos
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altamente procesados como cereales, siropes
y piensos (Margarit et al. 2006). Sin embargo,
ninguna de las reacciones de PCR punto final
dirigidas a genes endogenos (HMGA de maiz y
Lelde soya) o a regiones del ADN que eviden-
cian la presencia secuencias derivadas de OGM
(CaMV-35S) fueron inhibidas debido a estas
impurezas. La calidad del ADN obtenido puede
ser mayor si se utiliza un conjunto de piezas
comerciales especializadas en recuperar trazas
de ADN de alimentos, sin embargo, estos resultan
menos eficientes en cuanto a la concentracion
de 4cidos nucleicos totales en la muestra y ade-
mds tiene asociado un costo mayor por muestra
(Zimmermann et al. 1998).

Deteccion de genes endégenos de maiz y soya

Los andlisis de deteccion molecular
del gen endégeno del maiz HMGA mostraron
que 28 de los 30 alimentos analizados (93%)
contenian secuencias especificas de maiz,
de los cuales 3 no reportaban en su descrip-
cién la utilizacion de maiz o sus derivados
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como parte de sus ingredientes (Cuadro 2,
muestras M-41, M-42 y M-63). En todas las
muestras de maiz o con derivados de este, se
pudo identificar la presencia del gen HMGA,
con un tamafio aproximado de 79pb, salvo
en la muestra M-20 donde no se obtuvo un
amplicén. Por otra parte, se detectd la pre-
sencia de un fragmento del gen que codifica
la lectina de soya (Lel) en el 46% (14/30) de
las muestras analizadas, con un tamafno mole-
cular de 105pb (Figura 1A), a pesar de que el
85% (12/14) de las muestras positivas no son
productos fabricados con soya como ingre-
diente. Sin embargo, estos alimentos podrian
contener productos derivados de soya como la
lecitina de soya, que es utilizada como agente
surfactante, el fabricante podria no describir
realmente los ingredientes debido a que se usa
en muy poca proporcién, o el alimento podria
ser procesado en una fabrica donde también se
manipulan otros productos que contienen soya
(Cuadro 2, M-04, M-07, M-21, M-29, M-41,
M-43, M-46, M-47, entre otras).
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HMGA

MON810

M43

NK603

63

35S

]7e-108pb

GTS 40-3-2

M50 C-

A) Productos de amplificacion de genes endégenos de maiz (HMGA), soya (Lel) y ensayos de deteccion de OGM (35S y t-nos)

en un rango de peso molecular entre los 79 pb y 105 pb.

B) Productos de amplificacién de eventos transgénicos especificos de maiz (MONS8I0, Btll, NK603, GA21) y el evento GTS
40-3-2 en soya con un rango de peso molecular entre 70pb a 113pb. Los c6digos en los carriles corresponden a las muestras del
Cuadro 2. Los controles negativos (C-) son controles de reaccién PCR sin ADN. Escalera de peso molecular GeneRuler 1 Kb

(Thermo Scientific).

Fig. 1.

Deteccion de transgénesis e identificacion de
eventos especificos

El ensayo de detecciéon de OGM, validado
internacionalmente, y basado en la amplificacién
de las secuencias génicas del promotor CaM V-
358 y el terminador #-Nos, presentes en las cons-
trucciones de la mayoria de los eventos aprobados
para su comercializacién internacional, demostré
que un 86% de las muestras de alimentos proce-
sados analizadas (31/36) contiene secuencias
transgénicas. En todas ellas se detecté un frag-
mento del promotor 355 con un amplicén obser-
vable de aproximadamente 82 pb (Figura 1A). De
estas muestras positivas, un 29% (9/31) no son
productos con base en maiz como ingrediente
primario. Un escenario similar se observé en el
tamizaje del terminador #-Nos, donde en un 72%

Productos de PCR visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa.

(26/36) de las muestras analizadas se obtuvo ban-
das con un peso molecular de 84 pb (Cuadro 2)
(Figura 1A). Cabe destacar que las muestras
M-18, M-20, M-21, M-28 y M-33 no presentaron
resultados positivos para ¢-Nos, pero si para la
regién 35S. Lo anterior puede deberse a que la
muestra presenta eventos transgénicos que no
poseen el terminador 7-Nos en su construccion
(p-¢j. Mon810 en la muestra M-33), o a una difi-
cultad en la deteccion de esta secuencia debido al
alto grado de procesamiento de los alimentos que
podria degradar el ADN y provocar que las trazas
del transgén no estén intactas en los dcidos
nucleicos totales. Investigaciones similares han
demostrado la presencia de alimentos con niveles
detectables de secuencias transgénicas en diver-
sos puntos de venta en Costa Rica, de un total de
16 productos analizados, entre tortillas tostadas
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de maiz y harina de maiz, el 50% de estos resul-
taron fueron positivos para la regién 7-Nos, sin
embargo, se presentaron problemas para amplifi-
car la regién 355 (Jiménez 2003). De manera
similar, en Turquia se reporté que un 78% de 19
alimentos para animales y mds del 10% de 56
alimentos procesados analizados contenian soya
GM basdndose en la deteccion del promotor 355
y el terminador #-Nos (Turkec et al. 2015 y Tur-
kec et al. 2016). Reportes en Portugal evidencia-
ron que un 30% de las 105 muestras de alimentos
procesados a base de maiz y analizadas por PCR,
fueron positivas para el promotor 35S y 10% para
el terminador #-Nos (Fernidndez et al. 2014),
mientras que en Irdn, el 20% de las 25 muestras,
analizadas para el promotor 35S, de alimentos
procesados a base de maiz, fueron positivas
(Rabiei et al. 2013). En el continente americano,
Ferndndez et al. (2012) realizaron andlisis de
transgénesis a 20 harinas de maiz de venta en el
mercado uruguayo mediante la amplificacién por
PCR de punto final de la region 35S, que genera-
ron resultados positivos en 18 de las 20 muestras
analizadas. Por tltimo, De Faria (2005), reporta
que, en Costa Rica, 33 muestras analizadas por
bandas de deteccion de flujo lateral (deteccion
cualitativa de proteina transgénica) y PCR, entre
granos y semillas muestreadas en el puerto de
Moin / Caldera y ventas de semillas en la capital
costarricense, mostraron que un 48% del total
muestreado presentaron resultados positivos para
maiz Btll y para maiz/soya transgénica resistente
a glifosato. Para los ensayos moleculares para
eventos transgénicos especificos de maiz, predo-
min6 el evento MONS8IO presente en el 58%
(21/36) de las muestras analizadas, en las cuales
se observé una banda de 113 pb aproximadamen-
te (Figura 1B), la cual concuerda con el amplicén
obtenido en el estudio de Takabatake et al. (2013).
Por otra parte, se determiné que un 46% (14/30)
de los alimentos analizados presenta secuencias
del evento NK603 (con un amplicén de 108 pb
(Figura 1B); mientras que un 41% (15/36) de las
muestras amplificé para Bt/1 (70pb) y unicamen-
te el 26% (8/30) amplificé para secuencias del
evento GA2/ (112 pb) (Figura 1 y Cuadro 2). A
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nivel internacional, existen reportes de paises
como Corea del Sur donde un 25% de 74 diferen-
tes alimentos procesados a base de maiz conte-
nian uno o mds eventos especificos de maiz, entre
ellos el MONS810, el GA21 y el NK603 (Kim et al.
2014). De manera similar, Alcochete y Daniel
(2011) realizaron un estudio para detectar eventos
transgénicos en Angola mediante cebadores para
identificar la regidn del promotor 35S, ademads de
eventos especificos como MONS8I10, Btll y Btl76,
de las 60 muestras analizadas, 24 fueron detecta-
das como transgénicas. La técnica molecular de
PCR punto final posee un grado de sensibilidad
de 0,1% en la deteccion de OGM (Arleo 2015).
Este método ha sido empleado en otras investiga-
ciones como lo indica Flores et al. (2007) y Fer-
nandez et al. (2012), los cuales han detectado la
presencia de secuencias derivadas de OGM en
alimentos comerciales. Sin embargo, es recomen-
dable que las muestras sean analizadas mediante
PCR en tiempo real, esto para determinar los
porcentajes de OGM que contienen cada una de
ellas. En ese sentido, a nivel internacional, la téc-
nica molecular validada por el JRC para la detec-
cién cualitativa y cuantitativa de OGMs, es el
PCR en tiempo real (qPCR), la cual posee un
grado de sensibilidad del 0,01% en la deteccion de
secuencias derivadas de OGM, y a partir de esta
técnica se logré reducir los resultados falsos
negativos que podria surgir en alimentos procesa-
dos que posean una baja proporcion de material
transgénico. Algunas de las muestras analizadas
resultaron ser positivas para mds de un evento
especifico de maiz, un total de 33 muestras fue-
ron analizadas para la deteccién de eventos mul-
tiples, el 39% (13/33) presentd un unico evento
transgénico, el 15% (5/33) presenté 2 eventos
transgénicos, en el 18% (6/33) se observo la pre-
sencia de 3 eventos y el 12% (4/33) manifesté 4
eventos transgénicos (Cuadro 2). Lo anterior
podria indicar la presencia de los llamados even-
tos transgénicos apilados, tales como los eventos
59122 x MONS10 x NK603, GA21 x MONS8I0 o
Btll x GA-21 (ISAAA 2016), asi como el uso de
lotes de granos de maiz con diferentes plantacio-
nes de origen (y/o diferente identidad
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transgénica), que son utilizadas para la fabrica-
cién del producto alimenticio. Segin Chaparro-
Giraldo (2011), las primeras variedades de OGM
contenian dnicamente el transgén de interés, sin
embargo, los eventos actuales pueden contener
mds de una construccién transgénica. Por otra
parte, en las muestras M-09, M-21 y M-31, no se
logré detectar ninguno de los eventos especificos
analizados, a pesar de ser positivo para 35S y
t-Nos, por lo tanto, es necesario realizar pruebas
con otros cebadores especificos para otros even-
tos transgénicos en maiz. Lo anterior se debe a
que en el mercado internacional existen 142 even-
tos de maiz y 29 de soya aprobados para consumo
humano, asi como 137 de maiz y 29 de soya
aprobados para alimentacién de animales
(ISAAA 2016) y la mayoria presenta en su arqui-
tectura estas secuencias promotoras y terminado-
ras (Barbau-Piednoir et al. 2010 y Holden et al.
2010). Por otra parte, en el caso especifico de la
muestra M-1, se detectd la presencia de todos los
eventos especificos buscados (GA21, NK603,
Btll, Mon810). Dicha muestra fue producida en
El Salvador; pais que firmé en el afio 2000 un
tratado de libre comercio con Estados Unidos,
uno de los principales paises productores de
OGM a nivel mundial. Otros estudios han confir-
mado mediante ensayos moleculares que existen
alimentos modificados genéticamente en El Sal-
vador (Escalante 2008, Orantes et al. 2015). Asi
mismo se ha determinado la presencia de trazas
de transgénicos en las tortillas tostadas de maiz,
la harina de maiz, cereal azucarado y tamal
asado, los cuales son productos producidos en
Costa Rica, segtin se indica en su etiqueta. Cabe
destacar que la produccion de maiz es escasa en
el pais y tanto El Salvador como Costa Rica enca-
bezan la lista de los paises Centroamericanos con
el mayor indice de importacién de maiz, princi-
palmente para la produccién de alimentos a base
de maiz blanco. Para el periodo comprendido
entre el 2007-2011, Costa Rica se encuentra entre
los 25 principales importadores de maiz a nivel
mundial (Rivera 2014). Segiin datos recopilados
por el Area de Servicios de Informacién Agroali-
mentaria (ASIA) del Consejo Nacional de

Produccion de Costa Rica, en el 2015 se importa-
ron 32 866 toneladas métricas de maiz blanco, de
las cuales el 93% procede de Estados Unidos de
América, y durante el 2014 se importaron 673
636 toneladas métricas de maiz amarillo (Siste-
ma de Informacién de mercados agroalimenta-
rios, 2016). En cuanto al evento especifico de
soya GTS 40-3-2 (35s0y/CTP4), el 30% (4/13) del
total de muestras analizadas para este evento
fueron positivas, detectdindose un amplicén espe-
rado de aproximadamente 74 pb, sin embargo,
12/13 (92%) de las muestras presentaron resulta-
dos positivos para el gen de la lectina de soya
(Figura 1B y Cuadro 2), aspecto que indicé que
la mayoria de muestras analizadas y elaboradas
con derivados de soya, no presentaban el evento
GTS 40-3-2. En Costa Rica el cultivo de soya es
reducido, por lo cual debe ser importado, proble-
ma similar al que ocurre en Ecuador donde la
soya es un cultivo cuya produccién nacional no
es suficiente para suplir la demanda interna. Por
esta razon, se recurre a la importacién de soya en
grano para consumo desde paises donde el uso
de soya transgénica ha sido aprobado (De Lour-
des et al. 2013).

En cuanto a los andlisis por secuenciacién
de ADN, las observaciones de identidad median-
te la herramienta BLASTn de las secuencias
genéticas derivadas de los productos de PCR
obtenidos de la deteccion molecular de #-Nos y
de los eventos MONS810, GA-21, NK603 y GTS
40-3-2, mostraron una alta similitud con secuen-
cias depositadas en la base de datos del NCBI.
El producto génico obtenido del alimento M-55
con el cebador #-Nos mostré una identidad del
93% con un plasmido de referencia para detec-
cién de OGM que contenia el terminador NOS
(nimero de accesién JX434028). El fragmento
secuenciado del amplicon MONS8IO (alimento
M-53) presenta una identidad del 95% con el
vector de expresion pMON99036 (nimero de
accesion JN400388). Por otra parte, el amplicén
GA-21 generado del alimento M-01, muestra 98%
de identidad con la accesion HQI161054, la cual
posee un fragmento de la secuencia transgénica
del gen crylAb/c. La secuencia NK603 obtenida
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del alimento M-43 presenta una identidad del
98% con un fragmento del genoma cloroplastico
de una linea B37T de maiz (nimero de accesion
KP966117). Finalmente, la secuencia obtenida
del alimento M-45 para el evento GTS 40-3-2
posee un 100% de identidad con una secuencia
que posee informacién del precursor EPSPS
cloropléstico (nimero de accesién JF499829). Lo
anterior confirma, que los amplicones obtenidos
en este estudio, entre los pesos moleculares de
70 a 113 pb, pertenecen a secuencias de ADN
utilizadas en cultivos genéticamente modificados.
Este estudio permitié identificar la presencia de
secuencias transgénicas derivadas de organismos
genéticamente modificados en mas del 60% de
las muestras analizadas, lo que evidenci6 que
muchos de los alimentos de consumo diario en
los hogares costarricenses con base en maiz y
soya, disponibles en supermercados nacionales,
contienen niveles detectables de secuencias deri-
vadas de OGM. El evento especifico de mayor
predominancia en las muestras de maiz anali-
zadas fue el MONS8I0, presente en mds del 50%
de éstas, lo que indica que las muestras positivas
para este evento contienen la modificacién de
un gen que codifica para la proteina CrylAb
procedente de Bacillus thuringiensis. Por otro
lado, de las muestras analizadas para la presencia
de secuencias de ADN de soya transgénica GTS
40-3-2, unicamente el 30% mostré resultados
positivos, lo que indica que la mayor parte de los
productos examinados no presentaban trazas de
este evento. Aunque los alimentos derivados de
OGM disponibles en el mercado internacional y
autorizados para consumo humano, no presen-
taran un riesgo para la salud (Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos de América
2016, Nicolia er al. 2014, Organizacién Mun-
dial de la Salud 2014, Snell et al. 2012, Zhang
et al. 2014); los resultados de la investigacién
evidencian la responsabilidad del gobierno en la
formulacién de politicas y la toma de decisiones
con respecto a la importancia y la viabilidad del
etiquetado de los alimentos derivados de OGM
disponibles en el mercado nacional, segtn las
sugerencias y directrices de la Organizacién de
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las Naciones Unidas para la Agricultura y la Ali-
mentacién (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién 2011).
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