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RESUMEN Y
ABSTRACT



RESUMEN.

La legislacion existente en la Unién Europea en materia de organismos
genéticamente modificados en alimentos permite que, en la actualidad, existan en el
mercado productos que contienen estas variedades modificadas sin un etiquetado que
indique al consumidor a cerca de esta presencia. Debido a que la soja es la variedad
vegetal genéticamente modificada que presentd una mayor superficie cultivada en el
afo 2013, el objetivo de este trabajo es comprobar la informaciéon suministrada en el
etiquetado alimentario en relacion a su contenido de soja modificada, y realizar un
monitoreo de distintas matrices alimentarias mediante herramientas moleculares, que
permiten la deteccion de secuencias concretas de DNA con la finalidad de detectar
soja transgénica en los mismos. El fundamento de este monitoreo es la deteccion de
secuencias reguladoras especificas presentes en la mayoria de organismos
transgénicos, como son el promotor 35S y el terminador NOS, mediante la utilizacién
de la reaccién en cadena de la polimerasa. Los resultados obtenidos muestran que
54,5% de los productos analizados presentan una amplificacién positiva del promotor
35S, lo que pone de manifiesto que éstos contienen organismos genéticamente

modificados.



ABSTRACT.

The current legislation in the European Union with regard to the presence of
genetically modified organisms in food allows a number of products that contain GMO
to lack the labeling that would indicate the consumer about its presence in the market.
Because soy is the GM plant variety that had the highest area under cultivation in
2013, the aim of this work is to assess the information provided in the labeling
regarding the presence of GM and to sweep different food matrices with molecular
tools, which allow the detection of specific DNA sequences in order to detect GM
soybean. The basis of this screening is the detection of specific regulatory sequences
present in most GMOs, such as the 35S promoter and the NOS terminator, by using
polymerase chain reaction. The results show that 54.5% of the food samples present
the 35S promoter, indicating the presence of GMOs in it.
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1. Introduccion.

1. INTRODUCCION.

El hombre desde el inicio de la agricultura y la ganaderia ha intervenido en la
mejora de los cultivos y los animales de granja de forma empirica. Sin embargo, hace
poco mas de 100 afios que Gregor Mendel descubrid las leyes de la herencia de los
caracteres y solo desde mediados del siglo pasado se sabe que los genes
responsables de estas caracteristicas estan formados por nucleétidos de &cido
desoxirribonucleico. Esta falta de conocimiento cientifico no ha evitado que el hombre
usara las técnicas genéticas de mutacion y cruce sexual en la mejora agroalimentaria,
ya que resulta obvio que los cultivo domesticados actualmente difieren en gran medida

de las variedades silvestres de las que proceden.

En la década de los afios 70 se produjo la denominada “Revolucion verde”
durante la cual la agricultura sufri6 grandes cambios gracias a la aplicacion de las
Leyes de Mendel, que permitieron crear variedades seleccionadas mediante
hibridacion, y a la mecanizacion y aplicacion de fertilizantes y plaguicidas, que
permitieron la siembra intensiva de estas variedades mejoradas en grandes
extensiones con la finalidad de satisfacer los crecientes requerimientos alimentarios,
pero con elevados costos tanto econdémicos como medioambientales (Sanchez-
Cuevas, 2003).

En la actualidad, estamos en la denominada “Era biotecnolégica” en la que la
biotecnologia, y dentro de esta la ingenieria genética juega un papel clave (Sanchez-
Cuevas, 2003). La ingenieria genética permite realizar cambios concretos en el
genoma gracias a la integracion de genes perfectamente identificados y aislados en
regiones concretas del mismo, a diferencia de las técnicas tradicionales en las cuales
no es posible dirigir el lugar de insercion ni los genes insertados, debido a que en
éstas el azar juega un papel fundamental. Esta nueva tecnologia también supone una
reduccion en los tiempos de generacion de estas nuevas variedades modificadas. Otra
de las implicaciones que supone la aplicacion de la ingenieria genética es la
posibilidad de saltar la barrera de especie, ya que resulta obvio que no es posible el
cruzamiento de especies distintas si es posible integrar un gen aislado de una especie
en el genoma de otra especie distinta, incluso perteneciente a otro reino (Ramon,
2004).

La poblacion humana actual es de unos 7.000 millones de habitantes y se
estima podria alcanzar los 9.5 mil millones de habitantes en el afio 2050, lo que
implica la necesidad de aumentar en un 70% la produccion actual de alimentos como

el maiz y el arroz para cubrir esta demanda, y todo ellos a partir de los mismos

1



1. Introduccion.

recursos naturales disponibles (Bakshi & Dewan, 2013). Es en este término donde los
cultivos genéticamente modificados se perfilan como una tecnologia prometedora, ya
que podrian contribuir a la mejora de alimentos para hacer frente a esta creciente
demanda (James, 2003). Segun la FAO “la biotecnologia ofrece instrumentos
poderosos para el desarrollo sostenible de la agricultura, la pesca y la actividad
forestal, asi como de las industrias alimentarias y puede contribuir a satisfacer las

necesidades de una poblacién en aumento y cada vez mas urbanizada” (FAO, 2000).

Por cultivo modificado genéticamente, también conocido como biotecnolégico o
transgénico, se entiende una planta con acido desoxirribonucleico recombinante (DNA-
r). Una planta de DNA-r es aquella cuyo material genético ha sido modificado mediante
técnicas in vitro de acidos nucleicos, incluida la introduccion de DNA-r y la inyeccién
directa de acido nucleico en células u organulos (FAO, 2014). Asimismo, en el punto 2
del articulo 2 de la Directiva 2001/18/CE se define como “organismo modificado
genéticamente” el organismo, con excepcion de los seres humanos, cuyo material
genético haya sido modificado de una manera que no se produce naturalmente en el

apareamiento ni en la recombinacién natural.

La tasa de adopcién de los cultivos GM no tiene precedentes y es mas alta que
cualquier otra tecnologia agricola. En el afio 2013 se dedicaron 175,2 millones de
hectareas en 27 paises a estos cultivos (James, 2014). Esto es debido a los beneficios
que éstos suponen para los agricultores, ya que les permite una mejora del

rendimiento agricola (Herrera & Gomez, 2011).

Hasta la fecha la mayor parte de los cultivos GM, denominados de primera
generacién, presentan una mejora en las caracteristicas agronémicas y resistencia al
transporte y almacenamiento, ya que cabe destacar que entre el 30% y el 40% de los
alimentos que se producen se tiran antes de llegar a los consumidores, con lo que el
consumidor no es consciente de sus posibles beneficios (Bakshi & Dewan, 2013). En
los Ultimos afios se estan desarrollando investigaciones que concluiran con la puesta
en el mercado de alimentos que posean nuevas caracteristicas nutricionales, como por

ejemplo el arroz dorado (Ramon, 2003).

Actualmente, la soja es el cultivo GM mas producido en el mundo, existiendo
30 variedades modificadas de esta especie aprobadas para consumo y cultivo en
distintos paises (ISAAA, 2014). Debido a sus propiedades tecnoldgicas y nutricionales,
la soja esta presente en un elevado niumero de productos, tanto la planta en si como

diversos compuestos extraidos a partir de ella como la lecitina.
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Los posibles impactos que estos nuevos cultivos GM podrian tener sobre los
ecosistemas, como son la generacién de resistencias o la perdida de la biodiversidad y
sobre la salud humana, entre las que destaca la posibilidad de generacion de alergias,
hacen gue exista una gran controversia en la sociedad en cuanto a su adopcién y
consumo. Por ejemplo, la posibilidad de saltar la barrera de especie tiene claras
repercusiones como seria el caso de los denominados genes de “reserva ética”, un
ejemplo lo representa la introduccion de genes procedentes de animales en
organismos vegetales y las repercusiones que esta modificacion tendria para personas
vegetarianas. También en determinados grupos religiosos el salto de la barrera de
especie podria tener ciertas implicaciones al expresarse genes de especies cuyo
consumo podria estar prohibido en su doctrina (Nombela et al., 2005). Por todo ello,
resulta clave compartir el conocimiento sobre estos cultivos por parte de las
instituciones cientificas con la finalidad de estimular el didlogo sobre el impacto de esta
tecnologia en el medio ambiente, la salud de productores y consumidores, la
sostenibilidad y la seguridad alimentaria global.

Estas implicaciones y el derecho de los consumidores a la informacion sobre
los productos existentes en el mercado, hicieron necesaria una legislacién especifica
relativa a estos nuevos cultivos GM, tanto en relacion a su produccién como al
etiguetado de los articulos que los contienen. Asi, la normativa legal existente en la
Unién Europea, donde hay un gran debate entre los consumidores sobre estos
productos, establece la obligatoriedad de informar en el etiquetado a cerca del
contenido en GMOs cuando estos se presentan en una cantidad superior al 0.9%,
cantidad fijada en el Reglamento (CE) n° 1829/2003.

Debido al contexto econémico actual, en el que los recursos destinados por
parte de las instituciones publicas a la lucha contra el fraude alimentario y la salud de
los consumidores se han visto reducidos alarmantemente (La Voz de Galicia, 2013),
es necesario llevar a cabo estudios que permitan comprobar el cumplimiento de la
legislacion existente en esta materia con la finalidad de proteger los interés de los
consumidores y ofrecerles la informacién necesaria para la adquisicion y consumo
racional de los distintos productos existentes en el mercado. En este término se

incluye el analisis llevado a cabo en este proyecto.
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2. Objetivos.

2. OBJETIVOS:

1.- Realizar un estudio del etiquetado alimentario en productos procedentes de
superficies comerciales en Asturias que permita verificar que en estos se presenta de
manera correcta la informacion de mencién obligatoria establecida en el Real Decreto
1334/1999, de 31 de julio, por el que se aprueba la Norma general de etiquetado,
presentacion y publicidad de los productos alimenticios y que representa la normativa

en vigor.

2.- Determinar la presencia de soja GM en distintos productos alimentarios
mediante el empleo de herramientas moleculares (PCR) y de este modo comprobar el
grado de inclusion de estos cultivos en la cadena alimentaria asturiana y averiguar si

cumplen con la legislacion en materia de etiquetado de alimentos GM.
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3. Consideraciones teoricas.

3. CONSIDERACIONES TEORICAS.
3.1. LA SOJA.

La soja, Glycine max (L) Merrill (Figura 1) es una planta anual perteneciente a
la familia de las leguminosas, que junto con los cereales han sido las primeras plantas
cultivadas destinadas a alimentaciéon humana (Sanz, 2007). En la actualidad existen
méas de tres mil variedades de soja cultivadas en todo el mundo, siendo Estados
Unidos, Brasil, Argentina, China, India, Paraguay y Canada los 7 principales
productores al copar el 95% de la produccién mundial de esta oleaginosa (Boggiano,
2013; Infoagro, 2014). En los paises europeos la produccion de soja es meramente
simbdlica, no dedicandose grandes extensiones a este cultivo (Sanchez, 2005). Se
estima que en esta campafia se alcancen un cifra récord en lo referente a la

produccién mundial de soja (Consejo Internacional de Cereales, 2014).

“*Reino: Plantae
» Divisidn: Magnoliophyta
» Clase: Magnoliopsida
e Orden: Fabales
¢ Familia: Fabaceae
» Género: Glycine
» Especie: Glycine max

Figura 1: Informacion taxondmica Glycine max
(Fuente CONABIO, 2011).

3.1.1. PROPIEDADES NUTRICIONALES.

La soja es un alimento de gran valor nutricional debido a su elevada
concentracion de proteinas de alta calidad. La semilla de soja estd compuesta, en
promedio, por un 36,5% de proteinas, un 20% de lipidos, un 30% de hidratos de
carbono, un 9% de fibra alimentaria, un 8,5% de agua y un 5% de cenizas (Ridner,
2006).

La soja posee mayor concentracion proteica que el resto de las legumbres,
presentando casi el doble de proteinas que la carne (20%), cuatro veces la cantidad
de proteina presente en los huevos y hasta doce veces la de la leche (Herrera &

Jiménez, 2007). En relacion a las calidad de la proteina de soja, la OMS determiné
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3. Consideraciones teoricas.

que contienen todos los aminoacidos esenciales y en cantidades suficientes para
cubrir los requerimientos proteicos de nifios mayores de 2 afios y adultos (Tabla 1)
(Ridner, 2006). Diversos estudios han concluido que las proteinas de soja ejercen un
efecto antiaterogénico sobre la salud humana, ya que se ha determinado que reducen
los niveles de colesterol total, de LDL-colesterol y triglicéridos mientras que tienden a
incrementar la concentracion de HDL-colesterol, lo que junto a su accion antioxidante,
disminuye el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. Asimismo, también se
ha demostrado en animales que la proteina de soja reduce la masa de tejido adiposo y
los niveles plasmaticos de glucosa y adiponectina, proteina producida por el tejido
adiposo con efectos antiaterogénicos y anti-resistencia insulinica (Herrera & Jiménez,
2007).

Tabla 1. Comparacién con la proteina de referencia IOM/FNB 2002 (mg/g de
proteina) (Fuente: Ridner, 2006).

Aminoécido “Scoring pattern” Soja Aislado proteico Tofu Bebidas de

esencial (1 a3 afios) de soja soja
Histidina 18 27 29 29 26
Isoleucina 25 48 53 50 52
Leucina 55 67 66 66 88
Lisina 51 81 84 76 65
Meteonina y cisteina 25 30 27 27 32
Fenilalanina y tirosina 47 65 97 82 96
Treonina 27 43 39 41 41
Triptéfano 7 15 14 16 16
Valina 32 50 51 50 51
Total proteinas 36,5 80,7 8,1 2,75

Las isoflavonas son compuestos fendlicos presenten en la soja en cantidades
significativas y a los cuales se les atribuyen efectos beneficiosos para la salud. Entre
las isoflavonas presentes en la soja, la genistina y daidzeina ejercen efectos similares
a los estrégenos de origen animal sobre el organismo y por ello son de utilidad en el
tratamiento sintomético de la menopausia, ya que se ha visto que presentan efectos
beneficiosos sobre la funcionalidad de la mama, ovarios, endometrio, prostata y tejidos

vascular y 6seo (Herrera & Jiménez, 2007). Las isoflavonas presentan otros multiples



3. Consideraciones teoricas.

beneficios derivados su accion antioxidante, antiinflamatoria, antitrbmbica vy

anticancerigena, entre otras (Ridner, 2006; Herrera & Jiménez, 2007).

En relacién al resto de nutrientes presentes en la soja, cabe citar que muestra
un elevado contenido en &cidos grasos insaturados, entre los que destaca el acido
linoleico (18:2 w6) que representa aproximadamente el 54% de la cantidad total de
acidos grasos. El linoleico es un &cido graso esencial precursor de la serie w-6
(Herrera & Jiménez, 2007). También destaca dentro de la fraccion lipidica su
contenido en lecitina, representa entre 1,5 y el 2,5% de la misma. En cuanto a las
vitaminas presentes en la soja, entre las que se encuentran la tiamina (B1), riboflavina
(B2), piridoxina (B6), niacina o la vitamina K, cabe mencionar que los tratamientos
térmicos industriales a los que se puede someter al producto podrian destruir parte de

estas vitaminas (Ridner, 2006; Herrera & Jiménez, 2007).

3.1.2. ALIMENTOS DERIVADOS DE SOJA.

Como es sabido, los alimentos de soja son ampliamente consumidos en los
paises Orientales desde hace aproximadamente tres mil afios. Sin embargo, éstos no
han tenido demasiada aceptacion entre los consumidores occidentales hasta las
Ultimas décadas gracias a la difusién de sus cualidades nutritivas y saludables, que
han hecho que los productos de soja sean mas apreciados en el mercado donde

podemos encontrar gran variedad de los mismos.

El aceite y la harina son los productos mayoritarios obtenidos a partir de la soja.
El aceite se obtiene por extraccion con solventes de sus semillas y es el mas utilizado
culinariamente a nivel mundial destacando por su excelente calidad, directamente
relacionada con sus acidos grasos insaturados y sus antioxidantes naturales (Ridner,
2006).

La harina de soja se obtiene por molienda de habas o semillas y se presenta en
el mercado en forma bruta (con sus enzimas activas) y desactivada (las enzimas se
han desactivado por tratamiento térmico de las semillas) La harina bruta se utiliza en
ocasiones como blanqueador de la harina panificable debido a que contiene
lipoxidasa. La harina desactivada se emplea en reposteria y posee excelentes

propiedades ligantes y de retencion de agua (Sanz, 2007).

Entre los productos de soja que mayor aceptacion tienen en el mercado
occidental destacan las bebidas de extracto de soja y el tofu. Las bebidas de extracto
de soja se corresponden al extracto acuoso de las habas o semillas de soja, que tanto

en su aspecto como en su composicién se parece a la leche, a la que puede sustituir
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en la alimentacion. Las elevadas temperaturas a las que se somete a las semillas
durante el procesamiento industrial son Utiles para eliminar el sabor a legumbre cruda
en el producto final y destruir el factor antitripsina, agente antinutritivo cuya presencia
en la bebida de extracto de soja determina la inhibicion de la tripsina y, por
consiguiente, la posible aparicibn de desérdenes digestivos. También con el
tratamiento industrial desaparecen ciertas sustancias Vvolatiles causantes de
alteraciones del sabor y aroma de estas bebidas. El tofu es un alimento muy nutritivo
obtenido por coagulacién de la bebida de extracto de soja y presenta un aspecto

similar al del queso fresco (Sanz, 2007).

Existen otros productos obtenidos por fermentacién de la soja como el shonyu
0 salsa de soja (elaborado por fermentacion de semillas de soja y trigo), el sufu
(obtenido por fermentacién de tofu) o el miso (producto de consistencia cremosa
obtenido por fermentacion de soja y cereales), muy utilizados en los paises orientales

pero poco presentes en el mercado europeo (Sanz, 2007)

Ademas de estos productos, de la soja también se obtienen diversos
concentrados con distintas utilidades industriales, como por ejemplo la lecitina,

utilizada como emulsionante en la industria alimentaria (Pelaez & Montimer, 2011).

3.2. INGENIERIA GENETICA Y ALIMENTACION.

En la Cumbre del Milenio celebrada en el afio 2000 la ONU se fijé ocho
objetivos para conseguir en 2015, entre los que se incluia “erradicar la pobreza
extrema y el hambre”. En concreto se pretendia reducir a la mitad el numero de
personas que pasan hambre (OMS, 2000). De este modo, el gran reto del nuevo
milenio es producir la suficiente cantidad de alimentos para sustentar a la creciente
poblaciéon que se encuentra en una situacion de insuficiencia alimentaria. Es en la
consecucion de este objetivo donde la ingenieria genética aplicada a la mejora de
alimentos podria desempefiar un papel clave, y en concreto el cultivo de la soja,
debido a sus propiedades nutricionales, contribuiria de manera muy positiva a la

consecucion de este objetivo.

3.2.1. TECNOLOGIA.

La actual mejora biotecnologia de alimentos, la produccién de compuestos
utiles en alimentacién y la creacion de nuevos alimentos genéticamente modificados,

esta basada en una de las tecnologias mas prometedoras de los ultimos afios como la
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ingenieria genética. Podemos definir la ingenieria genética como la serie de técnicas
que permiten la transferencia programada de genes entre distintos organismo.
Consiste en una reunién artificial de moléculas de DNA con la finalidad de aislar genes
o fragmentos de DNA e introducirlos en otro genoma para que se expresen (Garcia,
1998).

El fundamento de la ingenieria genética en la creacion de GMOs se basa en
aislar desde un organismo la secuencia de interés de DNA y propagarlo a otro
organismo, con la finalidad de obtener el producto de dicho gen (Reyes & Rozowki,
2003). Esta tecnologia esta basada en la utilizacion enzimas de restriccion y vectores

para la integracién del gen de interés en el genoma receptor.

TRANSFERENCIA DEL DNA RECOMBINANTE A LAS CELULAS
HOSPEDADORAS.

El grado de éxito de los diferentes procedimientos de transferencia de DNA a
las células depende de la complejidad de la envoltura celular de la célula
hospedadora, y de la naturaleza y tamafio del DNA a incorporar. En el caso de las
células vegetales la presencia de la pared de celulosa que recubre a la membrana
plasmética supone un verdadero obstaculo para la entrada de genes. Las estrategias a
seguir para salvar este problema van encaminadas a liberar a la célula de esta barrera
fisica o a disefiar sistemas que dirijan el DNA al interior de la célula en presencia de la
pared (Morcillo et al., 2011).

Para la transformacion de células vegetales se suelen utilizar protoplatos, que
son células vegetales a las que se les ha eliminado la pared celular por medio de
tratamiento enzimatico con celulasa y pectinasa. Al estar desprovisto de pared externa
se facilitan la penetracién del DNA y por lo tanto son mas faciles de transformar, para
ello se suelen utilizar procedimientos quimicos, electroporacion o bombardeo de
microparticulas. Posteriormente, el protoplasto, en un medio con nutrientes y sefiales
adecuadas, regenerara la pared celular tras lo cual la célula comienza a dividirse y
puede formar callos (masa indiferenciada de células) e incluso regenerar la planta
completa. Sin embargo, la frecuencia de la transformacion estable es baja y suele
tardar mucho tiempo en regenerar plantas genéticamente modificas enteras (Morcillo
et al., 2011; Narusaka et al., 2012).

Los métodos més utilizados para la transformacion vegetal son:

1.- Electroporaciéon. Estd basada en la utilizaciéon de descargas eléctricas

breves y de alto voltaje para crear pequefios poros transitorios en las membranas
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celulares que permitan la entrada de DNA. Los rendimientos son altos, estan en torno
a 10%-10" transformantes/ug de DNA y es un método aplicable a un amplio nimero de
tipos de células bacterianas y eucariotas, entre ellas los protoplastos (Narusaka et al.,
2012).

2.- Infeccidn por virus. La estrategia implica colocar el DNA recombinante en
el interior de particulas viricas infectivas para que el sistema natural, enormemente
eficaz, se encargue de sus transferencia al interior de la célula infectada. Un problema
en ocasiones es la limitacion del tamafio del DNA inserto a transportar (Untergasser et
al., 2012).

3.- Bombardeo con microproyectiles o biolistica. Es un método disefado a
finales de los afios 80 para manipular el genoma de plantas cuya transformacion
mediante Agrobacterium era compleja. Se basa en el uso de proyectiles esféricos
microscopicos de un metal pesado, generalmente oro o tungsteno, a cuya superficie
se ha adherido el DNA a trasferir. A través de un sistema a alta presion, “pistola de
genes”, se lanzan los proyectiles sobre las células anfitrionas en cultivo o in vivo (piel,
hojas, etc.) a una velocidad aproximada de 1500km/h, sufriente para penetrar en la
pared celular del tejido sin causar la muerte de la célula (Brandao et al., 2012). El
sistema es muy eficaz con células de pared fuerte como las vegetales, que de otro
modo son dificiles de atravesar. Algunos proyectiles atraviesan las células y liberan el
DNA recombinante de su superficie para posteriormente incorporarse al DNA

cromosomico (Narusaka et al., 2012).

4.- Agrobacterium tumefaciens. Los miembros del género Agrobacterium son
las Unicas especies que poseen de manera natural la capacidad de llevar a cabo una

transferencia genética entre organismos de distintos reinos (Gelvin, 2012).

El método basado en esta capacidad de transferencia genética es el mas
utilizado hasta la fecha. Se fundamenta en la habilidad de la bacteria del suelo
Agrobacterium tumefaciens para transferir e integrar el T-DNA (DNA transferido),
tramo concreto de su DNA, en la célula vegetal a la que infecta (Figura 2) (Gelvin,
2012; Narusaka et al., 2012). Este T-DNA suele incluirse normalmente en el plasmido
Ti de la bacteria, que es un DNA circular de unas 200Kb, pero en el interior de la célula
solo penetra el T-DNA (Morcillo et al.,, 2011). Los genes incluidos en el T-DNA son
capaces de perturbar la regulacién del crecimiento de la célula infectada (se multiplica
como si fuera un tumor), y de hacer que esta célula fabrique unas sustancias que
sirven de alimento exclusivo para la bacteria porque sélo ella posee las enzimas

necesarias para su digestion. Si se eliminan estos genes, pero se mantienen los

10



3. Consideraciones teoricas.

extremos del T-DNA, éste retiene la capacidad de ser transferido a la planta, gracias a
la presencia de proteinas de virulecia (proteinas Vir) aunque pierde la capacidad de
formar tumores y la de producir sustancias nutritivas para la bacteria (Gelvin, 2012). Si
introducimos los genes de interés entre los bordes del T-DNA, es decir, utilizamos
este T-DNA como vector de clonacién, la bacteria introducird estos genes en la célula
vegetal y se transmitirdn a la descendencia del mismo modo que lo hacen los que

componen el genoma original.

Cabe destacar que el DNA recombinante obtenido, secuencia génica de interés
mas el T-DNA, tiene que ser introducido en la bacteria Agrobacterium tumefaciens,
con anterioridad a la infeccion. Los métodos mas utilizados para esta transformacion

son la electroporacion, la conjugacién bacteriana o el shock térmico.

Es importante mencionar que en la actualidad se estan desarrollando métodos
gque permitan la transformacién vegetal mediante el uso de Agrobacterium en especies
monocotiledéneas, como los cereales, al no ser estas infectadas de forma natural por

la bacteria (Pérez-Pifieiro, 2012).

A. Tumefaciens

@ O Ti plésmido el gen que quiere transferir a la planta
+ el gen de seleccion

Enz:ma de + I/gasa
restriccion
secuencias »
especificas transformacion
Los genes patoldgicos han suprimidos
y han reemplazados por una sitio de restriccion L — n
-
- La bacteria transfiere el ADN
n\ en las células de planta

los genes de interés se hacen seleccion
integrados en el cromosoma de planta

—-
se cocultivan las células de la planta con las de las bacterias
para inducir la introduccién del plasmido recombinado

Figura 2: Esquema de la transferencia génica mediada por Agrobacterium
tumefaciens.

Existen otros métodos de transformacion como el choque térmico, o la

microinyeccion, pero no son de utilidad en la transformacién de células vegetales.
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EXPRESION DE GENES EXOGENOS.

Con frecuencia los genes introducidos presentas problemas de expresion y
mantenimiento en las células. Debido a esto, es necesario incluir en los vectores, junto
a los genes, regiones reguladoras que permitan la expresion de éstos. Asi, el promotor
es la region del DNA reconocida por el factor o de la RNA polimerasa para el inicio de
la transcripcion, siendo el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) el
mas utilizado para la expresion constitutiva de los genes insertados en plantas (Benfey
& Chua, 1990). La secuencia terminadora determina el final del proceso de
transcripcién facilitando la disociacién del complejo DNA:RNA polimerasa:RNA, siendo
el terminador de la nopalina sintasa (NOS) el mas utilizado en la transformacién

vegetal.

3.2.2. APLICACIONES DE LA INGENIERIA GENETICA EN LA
ALIMENTACION.

La tecnologia del DNA recombinante o ingenieria genética se esta utilizando en
el campo de la produccion de alimentos con distintas finalidades, y sus perspectivas

de futuro, tanto en el aspecto cientifico como tecnolégico, son muy prometedoras.

Las primeras aplicaciones de la tecnologia del DNA recombinante en el campo
de los alimentos han sido la obtencién, en microorganismos, de proteinas con
aplicaciones en el campo alimentario, entre las que destacan la hormona de

crecimiento bovina, o somatotropina, y la quimosina bovina.

Mediante técnicas de ingenieria genética se ha obtenido somatotropina
recombinante en E. coli en gran cantidad, que al ser suministrada mediante inyeccién
a las vacas puede aumentar su produccion de leche alrededor del 15%. Su utilizacién
estd autorizada en Estados Unidos desde el afio 1994, donde alrededor de un tercio
de las vacas lecheras reciben este tratamiento, pero no en la Unién Europea (Calvo,
2006).

El uso de quimosina recombinante fue autorizado por primera vez en Suiza en
1988. En Estados Unidos mas del 80% del queso se fabrica actualmente utilizando
guimosina recombinante. Sin embargo, en la Unién Europea los problemas
burocraticos asociados a las normativas especificas de quesos con denominacion de
origen (¢ debe considerarse a la quimosina recombinante un cuajo animal o0 un cuajo
microbiano?) han frenado su difusion. Actualmente la quimosina recombinante es

producida por distintos microorganismos, tales como Aspergillus niger, Kluyveromyces
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lactis y E. coli, siendo esta ultima la de menor presencia en el mercado (Carballo,
2002; Calvo, 2006).

Las levaduras de uso industrial también se han modificado con el fin de mejorar
los productos alimentarios obtenidos de su utilizacion. Asi, se han producido
modificaciones en levaduras viniferas para aumentan el aroma del vino o su
concentracion en compuestos beneficiosos como el resveratrol (Carballo, 2002;
Ramén, 2003; Ramén, 2004). Las levaduras panaderas modificadas han sido
desarrolladas para optimar el rendimiento de la panificacion (Ramén, 2004; Calvo,
2006). También se han desarrollado levaduras cerveceras que mejoran el rendimiento
del proceso industrial y las caracteristicas finales del producto (Ramén, 2004; Calvo,
2006; Morcillo et al., 2011).

Los desarrollos cientificos alcanzados en la modificacion de animales no han
llegado aun a etapas comerciales debido, probablemente, a las repercusiones éticas y
sociales que entrafa la modificacidon genética de animales. Los principales aspectos
de interés son los genes vinculados al crecimiento rapido y la obtencion de leche con
proteinas especificas como la lactoferrina, que presenta aplicaciones biomédicas
(Calvo, 2006).

Es en el campo de la acuicultura donde mayores perspectivas presenta esta
técnica, ya que se han conseguido carpas y salmones de mayor tamafio con multiples
copias del gen de la hormona de crecimiento de la trucha, sin problemas patolégicos y
manteniendo las caracteristicas organolépticas de los animales sin transformar
(Ramén, 2003). En la actualidad, la Food and Drung Administration de Estados
Unidos esta llevando a cabo los ultimos informes que conduciran a la aprobacién para
consumo del primer animal modificado genéticamente. Se trata del salmén
AquAdvantage® al que se le ha introducido un transgen construido a partir del gen de
la hormona de crecimiento de Oncorhynchus tshawytscha, una especie préxima. Esta
insercion le confiere un fenotipo de crecimiento rapido, con lo que el salmén alcanza el
tamafio de mercado en la mitad de tiempo que el salmén atlantico sin transformar. El
salmon AquAdvantage® estara solo disponible como hembra, con huevos estériles y

solo puede criarse en acuicultura con agua dulce (Clifford, 2013).
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3.3. VEGETALES GENETICAMENTE MODIFICADOS.

La modificacion genética de vegetales desde una perspectiva biotecnologia ha
sido el campo de mayor expansion para esta tecnologia, desde que en el afio 1983
cientificos de la multinacional Monsanto lograran la primera planta GM al introducir en
una planta de tabaco el gen de resistencia al antibiotico kanamicina, pero no fue hasta
el afio 1994 cuando se comercializd el primer vegetal modificado genéticamente, el
tomate Flavr Savr. En el afio 1996 se cultivan en Estados Unidos las primeras
variedades de maiz y soja transgénicas y la primera variedad de maiz Bt (toxinas
producidas por Bacillus thuringiensis) no se autoriz6 en Europa hasta el afio 1998
(Morcillo et al., 2011).

La modificacion genética de vegetales se puede lograr mediante la aplicacion

de dos estrategias:

a) supresion génica. Se trata de eliminar el gen o genes responsables de la
caracteristica de la planta que se desea modificar. Generalmente no se trata de
eliminar fisicamente el gen, sino de inactivar el producto génico para impedir, retardar
o ralentizar su accion. La estrategia que mejores resultados ha dado en este sentido
ha sido la introduccion en el genoma de la planta de un gen que sea el inverso
complementario, denominado gen antisentido del gen que se pretende modificar, de tal
forma que cuando se transcribe el RNA hibridara e inactivara al gen normal (Morcillo et
al., 2011).

b) adicion génica. Se pretende que la planta adquiera una nueva
caracteristica o propiedad y para ello se le introduce un nuevo gen, o0 genes que puede

proceder de la misma planta o de otros organismos (Morcillo et I., 2011).
GENES ANTISENTIDO.

Como se mencion6 anteriormente, los genes antisentido no inducen la
expresion de una proteina nueva, sino que evitan la sintesis de una existente en el
vegetal no transgénico. Mediante este sistema, la empresa Calgene desarrolld en
1994 el tomate Flavr Savr resistente al ablandamiento al contener un gen antisentido
de poligalacturonasa. En este tomate el gen antisentido produce la sintesis de un m-
RNA complementario del m-RNA de la poligalacturonasa, que al unirse a él impide la
sintesis de la enzima (Ramoén, 2003; Montes de Oca, 2013). Esta metodologia es
vélida para la modificacion de otras especies vegetales, como por ejemplo, la patata,
gue se modific6 mediante la insercion de una copia antisentido del gen de la

polifenoloxidasa, enzima responsable de su pardeamiento (Carballo, 2002).
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GENES DE RESISTENCIA A INSECTOS Y OTROS PATOGENOS.

La resistencia a insectos esta basada en genes de diversas toxinas producidas
por Bacillus thuringiensis, una bacteria patégena para determinados lepidépteros. Esta
familia de proteinas se une especificamente a determinados receptores que solamente
existen en el tubo digestivo de este tipo de insectos. Su accidbn es muy selectiva,
mucho mas que la de los insecticidas quimicos, para la inmensa mayoria de los
animales es simplemente una proteina mas metabolizada como el resto de las
proteinas (Calvo, 2006; Montes de Oca, 2013).

Otra aproximacion para la obtencién de variedades vegetales resistentes a
insectos es mediante la expresion de proteinas presentes en variedades resistentes,
especialmente lectinas. La actuacion de las lectinas es menos especifica y seria
necesario llevar a cabo diversos estudios antes de su comercializacion, para
demostrar que no existe toxicidad para animales distintos del diana ni para los
humanos, en el caso de que el alimento se consumiera crudo (Calvo, 2006; Montes de
Oca, 2013).

Cientificos de la Universidad de Cornell (EEUU) también han conseguido
transferir del genoma de la patata al de plantas de arroz genes inhibidores de
proteasas (inhibidor Il de la proteasa) de Sesamia inferens que es la plaga mas
importante del arroz. Las proteasas degradan las proteinas del vegetal para llevar a
cabo la infeccién. Biotecndlogos de la comparfiia Bayer y el Instituto Max Plank de
Colonia lograron producir patatas transgénicas que producen resveratrol con
capacidad antibiética frente al hongo Phytophtora infestans, causante de la

destruccién de los cultivos de patata a finales del siglo XIX (Carballo, 2002).
GENES DE RESISTENCIA A HERBICIDAS.

Los herbicidas habituales actian inhibiendo una enzima clave en una ruta
biosintética del vegetal, lo que produce su muerte. La aplicacion de herbicidas para
eliminar las malas hierbas da lugar a problemas medioambientales por acumulacion de
productos quimicos toxicos, dificiles de eliminar, y por otro lado a problemas técnicos
por aparicion de malas hierbas resistentes a los productos fitosanitarios. Existe una
nueva generacion de herbicidas de los que aun no aparecieron variedades resistentes
y que son menos contaminantes, ya que son rapidamente degradados por las
bacterias del suelo, como es el caso del glifosato. El glifosato presenta el
inconveniente de que también afecta a las variedades cultivadas a no ser que estas se

modifiguen mediante ingenieria genética para hacerlas resistentes. Para lograr
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variedades resistentes se puede insertar en la planta el gen de una enzima que no se
vea inhibido por el herbicida o bien insertar el gen de una enzima que destruya el
herbicida (Ramon, 2003; Sanchez, 2008).

La soja resistente al glifosato se ha obtenido gracias a la insercién de un gen
bacteriano para la enzima enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), la cual
esta involucrada en la ruta biosintética de los aminoacidos aromaticos (Figura 3). El
enzima equivalente de la soja es inhibido por el herbicida, pero el bacteriano es
resistente al mismo, de tal forma que no se corta la correspondiente ruta metabdlica y
se puede usar el herbicida en cualquier momento del desarrollo del cultivo sin que éste
se vea afectado, eliminado de esta forma las malas hierbas sin disminuir el

rendimiento de la cosecha (Calvo, 2006; Montes de Oca, 2013).

fosfoenolpiruvato + eritrosa-4-fosfato

coo™

¥
shikimato-3-fosfato

‘J—‘I’—O—C—CCD' fosfoenolpiruvato
D=
EPSPS | C H H
-o—l:'v—é—w—.,J:—cco‘ glifosato (Roundup)
é_ jl !l ’I{ N-(fosfonometil)glicina

oo

5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato

.

sl v Y
fenilalanina tirosina triptéfano

Figura 3: Ruta biosintética de los aminoacidos
aromaticos (Fuente Querci & Mazzada, 2007).

El glufosinato (fosfinotricina) es otro herbicida que actua inhibiendo la actividad
de la glutamina sintetasa, lo que tiene como consecuencia la acumulacion de
amoniaco y la muerte de la planta. Se han desarrollado variedades transgénicas de
colza, maiz o remolacha resistentes a este herbicida, insertando en el genoma de las
mismas el gen de la fosfinotricin-acetiltransferasa procedente de la bacteria
Streptomyces viridochromogenes. Esta enzima es capaz de acetilar el glufosinato en

una sustancia inactiva (Calvo, 2006; Montes de Oca, 2013).
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UTILIZACION DE TIERRAS MARGINALES.

La mayor proporcion de la superficie disponible esté limitada en uso agricola
por ser muy salina o alcalina. Con el fin de desarrollar variedades tolerantes a
elevadas concentraciones de sal se ha logrado identificar, clonar y transferir un gen de
tolerancia a la misma presente en el mangle Avicennia marina a distintas especies
vegetales. Asimismo, se ha transferido el gen gutD de E. coli al maiz obteniéndose
una especie transgénica tolerante a la sal. Estas nuevas variedades representan una
fuente potencial para el establecimiento de cultivos en areas hasta ahora sin utilizaciéon
(Rivas, 2008). Mediante la ingenieria genética también se podria mejorar la capacidad
de los cultivos para desarrollarse en suelos con altos niveles de acidez o elementos

téxicos, tales como aluminio o boro (Skerritt, 2000).
CAMBIOS EN LA COMPOSICION.

En la actualidad se estan desarrollando los denominados “organismos
modificados genéticamente de segunda generaciéon” en los se estan produciendo

cambios en su composicién encaminados a aumentar su calidad nutricional.

Uno de los primeros transgénicos obtenido en 1995 por la empresa
biotecnoldgica Calgene fue una variedad de colza con un aceite especialmente rico en
acido ladrico, obtenida insertando el gen de la tioesterasa que es la proteina
transportadora del acido ladrico del laurel de California. El aceite obtenido de esta
variedad de colza es bajo en acidos grasos saturados, bajo en triglicéridos, rico en
aceites marinos, enriquecido en algunos micronutrientes como la vitamina E 'y A, y
ademas se su produccién es de bajo costo, También se ha logrado modificar la
naturaleza de los hidratos de carbono en la remolacha introduciendo los genes que
codifican para enzimas de la ruta de sintesis de la inulina o fructanos, aumentando
considerablemente su produccién. La inulina o fructanos se utilizan como edulcorante
de bajas calorias y también como sustituto graso en la elaboracién de alimentos
(Calvo, 2006; Montes de Oca, 2013).

El arroz dorado es el primer organismo genéticamente modificado destinado a
mejorar la nutricibn de las poblaciones mas necesitadas. Se trata de un arroz
transformado que acumula en el embridén (3-caroteno y otros carotenos, precursores de
la vitamina A. La OMS estima que hay 124 millones de nifios en todo el mundo
padecen deficiencia en esta vitamina, de forma que el suministro de vitamina A, o su

precursor f3-caroteno, salvaria la vida a un millon y medio de nifios cada afio,
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especialmente en las zonas donde el arroz es el alimento basico como el sudeste

asiatico y ciertas regiones de Africa y América Latina (FAO, 2002).

La base metabdlica de la deficiencia de esta vitamina se fundamenta en que la
planta de arroz solo sintetiza carotenoides en las hojas, pero la parte comestible del
grano de arroz, que es el endospermo, esta constituido por granulos de almidén y
cuerpos proteicos, pero carece de varios nutrientes esenciales para el mantenimiento
de la salud tales como el B-caroteno. La estrategia para lograr este arroz es fortificarlo
en vitamina A mediante fitomejoramiento, pero para ello son necesarias técnicas
recombinantes debido a la falta de especies de arroz que produzcan B-caroteno en el
endospermo, en conclusion mediante ingenieria genética se introdujeron los genes de
las enzimas deficientes en el endospermo del arroz que estan implicadas en la sintesis
de vitamina A (Ye et al., 2000; Beyer et al., 2002).

3.3.1. ORGANISMOS  MODIFICADOS  GENETICAMENTE
APROBADOS EN LA UE.

Para la obtencion del permiso de comercializaciéon los cultivos y alimentos
transgénicos se someten a una serie de evaluaciones previas. En la Unién Europea es
la European Food and Safety Agency (EFSA) la responsable de realizar estas
evaluaciones después de valorar las opiniones de los comités de bioseguridad y/o las
agencias de seguridad alimentaria de los estados miembros. En nuestro pais la
evaluacién técnica de los GMOs es una responsabilidad del Comisién Nacional de
Bioseguridad dependiente del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente, pero la autorizacién es responsabilidad del llamando Organo Colegiado
dependiente de este ministerio. Ademas recientemente se ha creado la Comision
Nacional de Biovigilancia que debe velar por la coexistencia de los cultivos GMs y los

tradicionales.

La autorizacibn de comercializacion de productos que contengan, se
compongan o se hayan producido a partir de GMOs se produce a través de la
publicacién en el Diario Oficial de la Unién Europea de Decisiones de la Comisién, que
seran especificas para cada GMO. Para la concesiébn de esta autorizacion de
comercializacién, con una validez de 10 afios, es necesaria la emision de un dictamen
favorable de la EFSA en el cual se concluya que “no es probable que la
comercializacion de productos que contienen, se componen o0 se han producido a
partir de GMO segun se describen en la solicitud («los productos»), vaya a tener
efectos perjudiciales para la salud humana o animal ni para el medio ambiente, si se

emplean para los usos previstos”.
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En las distintas Decisiones de la Comision también se establece la necesidad
de natificacién de la Decisidn a las partes del Protocolo de Cartagena sobre Seguridad
de la Biotecnologia del Convenio sobre la Diversidad Biolégica, asi como la
introduccion de toda la informacion sobre la autorizacion de los productos en el
Registro Comunitario de Alimentos y Piensos Modificados Genéticamente establecido
en el Reglamento (CE) n° 1829/2003. Asimismo, se fija la necesidad de asighar a cada
GMO un identificador Unico con arreglo a lo dispuesto en el Reglamento (CE) n°
65/2004. En la Decision también se establece la obligacién por parte del titular de la
autorizacion de asegurarse de que se fija y aplica el plan de seguimiento de los
efectos ambientales especificados en el anexo VIl de la Directiva 2001/18/CE, vy la
necesidad de presentar a la Comision informes anuales sobre la aplicacion y los

resultados de las actividades expuestas en el seguimiento.

Hasta junio de 2014 y segun lo dispuesto en primer lugar por el Reglamento
(CE) n° 258/1997 sobre nuevos alimentos y nuevos ingredientes alimentarios y
actualmente bajo el Reglamento (CE) n° 1829/2003 sobre alimentos y piensos
modificados genéticamente, se han emitido por la Comisiéon 52 Decisiones por las que
se autoriza la comercializacion de productos que contienen, se componen 0 se han
producido a partir de GMOs. Estas 52 autorizaciones corresponden a distintas
variedades de 5 especies aprobadas para formar parte de alimentos y piensos como
son el maiz (28 variedades), el algodén (8 variedades), la soja (7 variedades), la colza
(5 autorizaciones) y la remolacha azucarera (1 autorizacién). Asimismo, existen 3
autorizaciones de comercializacion exclusivamente para piensos, como son la patata
(1 autorizacién) y microorganismos modificados para producir mayor cantidad de
biomasa (2 variedades) (EU Register of authorised GMOs, 2014). Todas estas
variedades han sido genéticamente mejoradas para aumentar su rendimiento
agronémico, presentado de este modo resistencia a herbicidas o a plagas. La mayor
parte de estas autorizaciones se han concedido a empresas lideres en el sector de la

agrobiotecnologia a nivel mundial como son Monsanto, Bayer, Syngenta y Pioneer.

Cabe mencionar que aunque el proceso de autorizacion de alimentos y piensos
GMs es Unico y centralizado a nivel europeo, el acuerdo alcanzado actualmente
debido a una solicitud realizada en el afio 2009 por 13 Estados miembros, ofrece una
base juridica que posibilita a los Estados miembros prohibir o restringir el cultivo, en la
totalidad o en parte de su territorio, de los GMOs que han sido autorizados a nivel de

la Unién Europea (EU New Eu approach, 2014).
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En el afo 2010, la patata GM conocida como “Amflora” fue autorizada para
cultivo y procesamiento industrial de almidén procedente de la misma, sin embargo

esta variedad ya no se cultiva en la UE desde 2011.

3.3.2. VARIEDADES DE SOJA GENETICAMENTE
MODIFICADAS APROBADAS EN LA UE.

En la actualidad la Comisién Europea, con arreglo al Reglamento (CE) n°
1829/2003 sobre alimentos y piensos modificados genéticamente, ha autorizado la
comercializacién de productos que contengan, se compongan o se hayan producido a

partir de 7 variedades de soja modificada genéticamente (Tabla 2).

Tabla 2: Variedades de soja GM aprobadas en la UE.

Evento/ Compaiiia Decision Gen insertado Método de Uso
autorizacion insercion
Identificador
A2704-12/ Resistencia
ACS-GM@D5- Bayer herbicidas
CropScience  2008/730/CE pat de Steptomyces A (glufosinato)
AG viridochromogenes Bl
g
MONS89788/ cp4 epsps de ) Resistencia
MON-89788-1 Monsanto 2008/933/CE Agrobacterium At\grrr?ebfz(cz:tieerr:? herbicidas
tumefaciens (glifosato)
356043/ Pioneer gem-hra de Glycine
DP-356@43-5 Overseas 2012/84/EU max Biolistica Resistencia
Corporation gat4601 de Bacillus herbicidas
licheniformis
40-3-2/ cp4 epsps de Resistencia
MON-@4@32-6 Monsanto 2012/82/EU Agrobacterium Biolistica herbicidas
tumefaciens (glifosato)
A5547-127/ Bayer Resistencia
ACS-GM@26-4 CropScience 2012/81/EU pat de Steptomyces Biolisti hIeI];b|C'|dai:S
AG viridochromogenes Rtes (i)
MON 87701/ Monsanto 2012/83/EU crylAc de Bacillus Agrobacterium IRe_sd|§tetnC|a
MON-87721-2 thuringiensis tumefaciens epidopteros
MON 87701 x Resistencia
MON 89788/ crylAc S >
MON-877@1-2x Monsanto 2012/347/EU cp4 epsps Hibridacion It;e(blf:ldas y
pidépteros
MON-89788-1

En el articulo 2 de las diversas Decisiones se autoriza a las distintas
variedades de soja aprobadas para su utilizacibn como piensos, alimentos e
ingredientes alimentarios que contengan, se compongan o se hayan producido a partir
de soja modificada genéticamente o productos distinto de alimentos y piensos, que
contengan se compongan de soja modificada genéticamente, para los mismos usos

gue cualquier otra soja, a excepcioén del cultivo.
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3.3.3. PRODUCCION DE CULTIVOS GENETICAMENTE
MODIFICADOS.

El afio 2013 fue el 18° afio de comercializacién de cultivos GMs durante los
cuales la superficie dedicada a cultivos GMs ha crecido mas de 100 veces, desde las
1,7 millones de hectareas sembradas en 1996 hasta las 175,2 millones de hectareas
cultivas la campafia pasada. Estos 175,2 millones de hectareas se repartieron en 27
paises, 19 de los cuales son considerados paises en desarrollo y 8 industrializados.
De estos 27 paises 19 cultivan 50.000 hectareas o0 mas (Tabla 3). Durante este afio
2013 paises como Blangladesh, Panama, Sudan o Camerun estan realizando estudios
preliminares para la aprobacién de cultivos GMs, con lo que se espera que el nUmero

de paises que permitan este tipo de cultivos aumente en este afio (James, 2014).

Las variedades GMs han sido cultivas por 18 millones de agricultores en el afio
2013, mas del 90% de los cuales fueron pequefios agricultores de paises en desarrollo
con escasos recursos, por ejemplo 14,8 millones de pequefios agricultores de China e
India ha cultivado algodén GM. Asimismo, se estima que los agricultores han reducido

aproximadamente el 50% la cantidad de aplicaciones de insecticidas (James, 2014).

En la Union Europea se cultiva con fines comerciales la variedad GM de maiz
MON 810, resistente a la plaga de barrenadores del maiz. En el afio 2013 la variedad
MON 810 se cultivd en 5 Estados miembros (Espafia, Portugal, Republica Checa,
Rumania y Eslovaquia) en una superficie total de casi 150.000 hectareas, de las
cuales 137.000 fueron en Espafa. Esto representa el 1,56% de los 9,6 millones de
hectareas de maiz cultivadas en la UE y el 0,26% del total de hectareas de maiz

transgénico cultivadas en el mundo (James, 2014).
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Tabla 3: Principales paises productores de cultivos GM en 2013
(Fuente: James, 2014).

N° Pais Superficie Cultivos biotecnologicos
(millones de hectéreas)
1 Maiz, soja, algodon, colza,
EE.UU 70,1 remolacha azucarera, alfalfa,
papaya, calabaza
2 Brasil 40,3 Soja, maiz, algodoén
3 Argentina 24,4 Soja, maiz, algodén
4 | India 11,0 Algodén
5 Canada 10,8 Colza, maiz, soja, remolacha
azucarera
6 China 42 Algc_)don, papaya, 4lamo, tomate,
pimiento
Paraguay 3,6 Soja, maiz, algodén
8 Sudéfrica 29 Maiz, soja, algoddn
9 Pakistan 2,8 Algodon
10 Uruguay 15 Soja, maiz
11 | Bolivia 1,0 Soja
12 Filipinas 0,8 Maiz
13 Australia 0,6 Algodon, colza
14 Burkina Faso 0,5 Algodén
15 Myanmar 0,3 Algodon
16 Espafia 0,1 Maiz
17 México 0,1 Algoddn, soja
18 Colombia 0,1 Algodon, maiz
19 | sudan 0,1 Algodén
20 Chile <0,1 Maiz, soja, colza
21 Honduras <0,1 Maiz
22 Portugal <0,1 Maiz
23 | cuba <0,1 Maiz
24 Republica <01 Maiz
Checa
25 Costa Rica <0,1 Algoddn, soja
26 Rumania <0,1 Maiz
27 Eslovaquia <0,1 Maiz
Total 175,2
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En relacion a las variedades cultivadas, estas corresponden en su mayoria a 4
especies como son el maiz, la soja, la colza y el algodén (Tabla 4). Si bien es cierto
que el maiz es la especie vegetal que presenta mayor nimero de variedades GMs y
es cultivada por mas paises, no es en maiz si no la soja la que representa mayor

numero de hectareas cultivadas.

Tabla 4: Cultivos GM mas importantes (Fuente: James, 2013).

Cultivo Superficie % sobre el total Total de paises
(millones de plantado
hectareas)
Soja 84,5 79% 11
Algodon 23,9 70% 15
Maiz 57,4 32% 17
Colza 8,2 24% 4
3.3.4. IMPLICACIONES DE LOS ORGANISMOS

GENETICAMENTE MODIFICADOS.

Desde el inicio de la aplicacién de la ingenieria genética en la mejora de los
cultivos, ha aparecido en la sociedad una creciente preocupacion acerca del posible
impacto negativo sobre el medio ambiente y la salud humana y animal que la

incorporacién de estos GMOs a la agricultura puede conllevar.

No existe un consenso cientifico en relacion a los efectos que los GMOs tienen
0 podrian tener sobre los ecosistemas y la salud, y las distintas investigaciones
publicadas son criticadas por la comunidad cientifica, poniendo en duda tanto la
metodologia empleada como los resultados obtenidos. El hecho de que gran parte de
las investigaciones sobre estos cultivos se realizan bajo el amparo de las grandes
multinacionales agrobiotecnol6gicas conlleva una gran desconfianza por parte de los

consumidores sobre la imparcialidad de los resultados mostrados.

Otra de las criticas realizadas tiene su base en el monopolio que las grandes
multinacionales del sector agroalimentario ejercen con los cultivos GMs. Esta claro que
el proceso que concluye con la comercializacién de un GMO es largo y costoso, y
supone que estas semillas se comercializan bajo patente. Una forma de combatir la
posible violacién de la patente es introducir en la planta transgénica un “gen suicida”,

con lo que estas plantas serian viables solo una cosecha ya que producirian semillas
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estériles, obligando a los agricultores a adquirir nuevas semillas cada afio, con el
consiguiente desembolso econémico. Esto implica una elevacion en su precio que
podria suponer que pequefios agricultores y productores de paises en desarrollo no

podran tener acceso a las mismas (Verma et al., 2011).

GMOs Y MEDIO AMBIENTE.

Entre los beneficios medioambientales que se podrian obtener con la adopcién
de los cultivos GMs destaca la reduccion en el uso de fitosanitarios que conlleva la
adopcion de cultivos resistentes a determinados insectos. Esta reduccién podria
suponer un aumento en las poblaciones animales y de insectos beneficiosos, una
mayor limpieza de las aguas y una reduccion del consumo de combustibles derivados
de la menor necesidad de aplicacién de estos productos (Ubalua, 2009). Diversos
estudios ponen de manifiesto que la adopcién de cultivos transgénicos ha permitido el
uso de 393 millones de kg menos pesticidas por los agricultores, 1o que se tradujo en
la reducciéon de emisiones de gases de efecto invernadero que en 2009 fue
equivalente a retirar 7,8 millones de coches de las carreteras (Ahmad et al., 2012).
Asimismo, la mejora en el control de las malas hierbas proporciona las condiciones
adecuadas para la siembra directa, con lo que se reduce la erosion del suelo (Ubalua,
2009).

Entre los posibles riesgos sobre el medio ambiente atribuidos a las plantas
transgénicas, destacan la invasién del ecosistema por parte de la planta GM
desplazando a las especies establecidas, el flujo de los genes introducidos mediante la
transferencia de polen o la posibilidad de desarrollo de resistencias por parte de los
organismos existentes en el entorno, sean diana o no (Deisingh & Badrie, 2005;
Ubalua, 2009; Verma et al, 2011). Otra preocupacion se refiere a la posibilidad de la
dominaciéon comercial de un numero limitado de variedades, lo que supondria una
pérdida de biodiversidad en los cultivos. En este término cabe mencionar que esta
pérdida de biodiversidad también pude producirse si se emplea un namero limitado de
variedades domesticadas por técnicas tradicionales, con lo que seria aconsejable la
creacion de bancos de germoplasma que permitan la conservacion de las distintas

especies.

Las variedades resistentes a insectos se presentaron como una solucién
permanente a estas plagas, pero esta claro que, como sucede con los pesticidas,
surgirdn organismos resistentes a estas variedades a lo largo del tiempo. Lo mismo

podria ocurrir con los herbicidas si se utilizan de manera incontrolada, reduciendo su
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sensibilidad en las malas hierbas y generandose de este modo un problema mayor al

desarrollarse malas hierbas super resistentes (Verma et al, 2011).

En lo concerniente a la transferencia de genes entre la variedad GM y el resto
de plantas existentes en el ecosistema, para que esta se pueda producir seria
necesario que las dos especies floreciesen al mismo tiempo, y que el polen fuese
transportado hasta la variedad no GM. Estas dos plantas tendrian que ser
sexualmente compatibles y capaces de producir una descendencia fértil. Esta
posibilidad de transferencia de genes puede contemplarse en un medio donde el
cultivo GM presente especies silvestres proximas con las que pueda reproducirse
(Lovei, 2001; Nicola et al., 2013).

En cuanto al desarrollo de resistencias o la pérdida de biodiversidad de los
organismo diana de las especies resistente a insectos, se establece que en los cultivos
deben existir “refugios” en los cuales se plantaran la variedad convencional sensible,
de este modo la plaga se ceba con la variedad sensible y se retrasa la generacién de
resistencias y el dominio en el medio de esta poblacion resistente, en el caso de
desarrollarse (Lovei, 2001; Nombela et al., 2005; Bakshi & Dewan, 2013). En lo
referente a la transferencia horizontal a microorganismos asociados, aunque existen
evidencias de la persistencia del DNA de la planta transgénica, no se ha conseguido
probar la transmisién de este DNA a las bacterias del suelo en condiciones de campo
(Ubalua, 2009; Verma et al, 2011). Otros estudios consiguieron demostrar que la
planta GM puede alterar el entorno microbioldgico asociado a sus raices y se ha visto
que esta alteracion varia en funcion de las condiciones del terreno, con lo que las
caracteristicas del mismo juegan un papel clave en esta modificacion. Asimismo, se ha
sugerido que esta alteracion en los microorganismos asociados no es permanentes en
el tiempo (Ubalua, 2009).

GMOs Y SALUD HUMANA.

En relacion a la salud humana, una de las preocupaciones existentes se basa
en la presencia de genes de resistencia a antibiéticos, usados como marcadores de
seleccion en las plantas GMs, que podrian transferirse a bacterias del tracto
gastrointestinal y generar bacterias resistentes. La produccion de nuevos alérgenos o
el aumento de la toxicidad son otros efectos potenciales que preocupan en la
evaluacion de la seguridad (Deisingh & Badrie, 2005; Ubalua, 2009). Segun la OMS y
otros organismos internacionales la posibilidad de efectos adversos derivados de la
presencia de DNA transgénico en los alimentos, ya sea por la toxicidad o por la

trasferencia directa de genes seria minimo (Domingo, 2007).

25



3. Consideraciones teoricas.

El aumento de la toxicidad podria deberse a que la insercion del gen podria
dafiar otros genes de la planta dando como resultado una produccién de mayores
niveles de toxinas. Asimismo, este nuevo gen podria interferir en alguna ruta
metabdlica dando como resultado una produccién de toxinas en la planta. Este posible
aumento de los niveles de toxinas no se ha podido demostrar en plantas GMs (Ubalua,
2009). Otra preocupacion radica en la posibilidad de inclusion de alérgenos en
especies que antes no los contenian (Verma et al., 2001). Dado que hay extensas
bases de datos de secuencias de aminoacidos de los alérgenos conocidos, los genes
considerados para su uso en la transformacion de cultivos alimentarios se evalGan

previamente en estas bases de datos (Skerritt, 2000).

Como se menciondé anteriormente, existe una gran controversia en la
metodologia utilizada en los ensayos realizados para determinar los posibles efectos
de los GMOs sobre la salud, poniéndose en evidencia tanto la duraciébn como el
tamafio muestral utilizado en los distintos estudios (Domingo, 2007). Asi, se han
puesto en evidencia diferentes ensayos de laboratorio realizados con ratas alimentas
con distintas variedades de GMOs, en los que se observaron dafios hepaticos y
modificaciones pancreéticas y en d6rganos reproductivos (Verma et al., 2011). Otros
estudios realizados también en ratas, mostraron que no habia diferencias significativas
en el sistema inmunolégico de ratas alimentadas con soja GM y soja no GM (Domingo,
2007).

Esta claro que son necesarios mas ensayos y mejores metodologias para
valorar los posibles efectos adversos que estos cultivos pueden producir sobre la
salud, tanto humana como del resto de animales, ya que los cientificos todavia tienen
una vision incompleta de la fisiologia, la genética y el valor nutricional de los cultivos
GMs.

3.4. DETECCION DE ORGANISMOS GENETICAMENTE
MODIFICADOS.

La base de las técnicas de deteccion de GMOs es revelar las diferencias entre
la variedad no modificada y la planta transgénica, esto es la deteccién del gen
insertado o la proteina resultado de la expresion del nuevo gen (Gachet et al., 1999).
En base a esto, en la actualidad se utilizan dos aproximaciones para la deteccién de
plantas transgénicas como son la “reaccion en cadena de la polimerasa” (PCR) y el

“ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas” (ELISA).

26



3. Consideraciones teoricas.

Los métodos de monitoreo que permiten la deteccién de un elevado niumero de
GMOs en los alimentos, son unas herramientas esenciales para los analisis rutinarios.
Sin embargo, estos métodos no permiten la identificacion de la variedad individual
presente, con lo que son necesarios métodos analiticos posteriores que permitan
discernir el GMO concreto presente. La estrategia mas comun se basa en la
amplificacibn mediante PCR de secuencias que se encuentran en el mayor nimero
posible de GMOs, como los promotores y terminadores insertados en la mayor parte
de las plantas transgénicas aprobadas. Asi, las dos secuencias mas utilizadas son el
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y el terminador del gen de la
nopalina sintasa (NOS) (Garcia-Cafias et al., 2004; Ozgen et al., 2013). Se ha
determinado que el limite de deteccion de la PCR utilizando el promotor 35S, para
GMO en alimentos y materias primas, se encuentra entre el 0.01 y el 0.1% (Deisingh &
Badrie, 2005).

Los métodos basados en la deteccion de estas secuencias, promotor 35S vy
terminador NOS, fueron los primeros métodos validados a nivel de la Unién Europea
para la realizaciébn de un monitoreo de las muestras. La validacién de este método
para la deteccion de la mayoria de GMOs autorizados para su comercializacion fue
coordinada por la antigua Unidad de productos alimentarios y bienes de consumo del
Instituto de la Salud y la Proteccion de los Consumidores, del Centro Comun de
Investigacion, y se hizo en colaboracion con el Instituto de Medidas y Materiales de
Referencia del CCI, encargado de la produccion de los materiales de referencia
certificados (Querci, 2007). En relacion a esto, existen materiales de referencia
certificados que sirvan de controles positivos con la finalidad de validar los distintos

procedimientos basados en la deteccion del DNA (Bogani et al., 2009).

3.4.1. METODOS BASADOS EN LA DETECCION DEL DNA.

La mayor estabilidad térmica del DNA y el hecho de que esta presente en la
mayoria de los tejidos biol6gicos hace que sea el analito mas adecuado para la
deteccion de los GMOs. La mayoria de los métodos utilizados para la deteccion del
DNA se basan en el uso de la PCR, siendo la técnica mas utilizada (Querci, 2007).
Una alternativa a los métodos basado en la PCR es el uso de microarrays de DNA
para la deteccion y cuantificacion de GMOs en un Unico ensayo, tecnologia que se
encuentra en fase de desarrollo (Garcia-Cafas, 2004; Miragliaa et al, 2004; Deisingh &
Badrie, 2005; Holst-Jensen, 2009; Nikolic et al., 2009).

La limitacion de los métodos basados en DNA es que no permiten diferenciar

entre GMO vy la presencia natural de los elementos transgénicos utilizados en la
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deteccién como son el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor y el terminador

NOS, pudiendo dar lugar a falsos positivos en la deteccion (Deisingh & Badrie, 2005).
PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction o PCR) fue
desarrollada a mediados de los afios ochenta por el bioquimico estadounidense Kary
Mullis, galardonado con el premio Nobel en 1993. La invencion de esta técnica supuso
una revolucion en el campo de la biologia molecular al permitir la amplificacion

selectiva de una region concreta del DNA.

Mediante la PCR y gracias a la utilizacion de cebadores especificos disefiados
para hibridarse con regiones concretas del gen de interés, se permite la amplificacion
selectiva de éste cuando esta presente en baja frecuencia en una mezcla compleja
con otras secuencias de DNA. El conocimiento previo de la conformacién molecular
del gen introducido y los elementos reguladores que lo franqueen es un aspecto clave
para la deteccion efectiva de los GMOs mediante PCR, para lo cual también es
necesario disponer de una cantidad minima de DNA intacto de la muestra que incluya
el gen diana de interés (Lin et al., 2000; Deisingh & Badrie, 2005).

Entre las caracteristicas mas salientables de la PCR en la deteccion de GMOs
presentes en muestras alimentarias podemos destacar (Querci, 2007):

e Es una técnica extremadamente sensible que posee la capacidad de
detectar la presencia de pocos ejemplares del gen o secuencia de
interés dentro del genoma del organismo. Debido a esta elevada
sensibilidad es posible obtener falsos positivos con niveles muy bajos

de contaminacion accidental.

e Los reactivos necesarios estan disponibles de forma comercial y su
preparacion exige poco tiempo en comparacién con los reactivos

necesarios para los ensayos inmunoldgicos,

e ElI andlisis de las muestras es relativamente rapido, un dia

aproximadamente.

e Es posible identificar productos transgénicos especificos utilizando una

metodologia adecuada y validada.
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PCR EN TIEMPO REAL.

La PCR cuantitativa en tiempo real es probablemente el método mas preciso
disponible actualmente para la cuantificacion de GMOs. El limite de cuantificacion se
establecié entre 30-50 moléculas de DNA recombinante, si bien este varia en funcion
de la variedad o matriz en la que se encuentre (Deisingh & Badrie, 2005). Es
importante mencionar que la PCR a tiempo real es el método de referencia, validado
por laboratorios de control, aceptado en la Unidn Europea para la deteccion de las
distintas variedades de soja GM debido a su elevada sensibilidad, especificidad y la
capacidad de utilizarla con muestras procedentes de diferentes matrices alimentarias
(Ahmed, 2002).

En la actualidad se estan llevando a cabo diversos estudios para la utilizacion
de la PCR en tiempo real combinada con la PCR multiple en la deteccion de GMOs.
Mediante el empleo de esta tecnologia se permite la identificacién individual de la
variedad modificada presente en la muestra, gracias al disefio de primers especificos
para cada una, y su cuantificacion. Existen procedimientos basados en la PCR multiple
no solo para la deteccion de las distintas variedades de soja modificada, sino también
para la deteccién simultanea de diversas especies de GMOs, como podrian ser maiz,
soja y colza (James et al.,, 2003; Germini et al., 2004; Wang & Fang, 2005; Nikolic,
2009). La aplicacion de esta tecnologia supone una reduccion en los tiempos
necesarios para la realizaciébn de un monitoreo de las muestras con la finalidad de
detectar GMOs, pero la dificultad de este procedimiento radica en la puesta a punto de
la PCR que disminuya la posibilidad de hibridacion inespecifica de los distintos primers
utilizados, debido a que cada pareja de primers presenta una temperatura optima de
hibridacion.

La utilizacion de los distintos métodos basado en la PCR ademas de la
deteccion de sus componente, permite seguir la trazabilidad lo largo de la cadena de
distribucion de estas plantas GMs que formaran parte de alimentos y piensos (Miraglia
et al., 2004; Bogani et al., 2009).

3.5. LEGISLACION.

3.5.1. LEGISLACION EN MATERIA DE TRANSGENICOS.

En relacién a la comercializacion internacional de alimentos compuestos por

GMOs, no existen en la actualidad sistemas reglamentarios especificos que regulen
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internacionalmente este ambito. En el afio 2004, la Comision del Codex Alimentarius
(Codex) establecié una serie de principios para el analisis de riesgos para la salud
humana, en ellos establece la necesidad de realizar un andlisis previo a la
comercializacion. Esta evaluacion debe incluir la valoracion tanto de los efectos
directos (del gen insertado) como de los efectos no deseados que puedan surgir como
consecuencia de la insercion del nuevo gen. Estos principios del Codex carecen de
obligatoriedad sobre la legislacion nacional, pero la Organizacion Mundial de Comercio
los menciona especificamente en el Acuerdo Sanitario y Fitosanitario (Acuerdo SPS) y

pueden usarse como referencia en caso de disputas comerciales.

La FAO, la OMS y la OECD elaboraron el principio de “equivalencia sustancial”
a principio de la década de 1990. Este principio sugiere que los alimentos GMs pueden
ser considerados tan inocuos como los alimentos convencionales cuando los
componentes toxicolégicos y nutricionales claves en los alimentos GMs son
comparables con los alimentos convencionales, y cuando la modificacién genética en
si se considera segura (OMS, 2005). Esto quiere decir que si se descubre un alimento
0 componente alimentario nuevo es sustancialmente equivalente a un alimento o
componente alimentario existente, éste puede ser tratado de la misma manera en lo
gue respecta a la seguridad (Barros, 2009). Asimismo, estas instituciones también
establecen la necesidad de una evaluacién caso por caso de las distintas variedades

modificadas antes de su comercializacion.

En el Protocolo de Cartagena sobre Bioinocuidad se regula el movimiento
transfronterizo de los organismos vivientes genéticamente modificados (LMO) que
puedan tener efectos adversos para la conservacion y la utilizacion sostenible de la
diversidad biolégica, teniendo también en cuenta los riesgos para la salud humana
(Convenio sobre la Diversidad Biol6gica, 2000). Los alimentos GMs entran dentro de
ambito de aplicacion de este Protocolo solo si contiene LMO capaces de transferir o

replicar material genético.

LEGISLACION EN LA UNION EUROPEA.

Los primeros documentos juridicos en los que se hace referencia a GMOs
aprobados en la Comunidad Europea son la Directiva n® 90/219/CCE relativa a la
utilizacion confinada de microorganismos modificados genéticamente y la Directiva n°®
90/220/CEE sobre la liberacion intencional en el medio ambiente de organismos
modificados genéticamente. La finalidad de estas Directivas era la proteccién del

medio ambiente y de la salud humana y animal.
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A lo largo de los dUltimos afios se han elaborado y aplicado mudltiples
instrumentos juridicos en los cuales se trata mas especificamente la aprobacion vy
seguridad en la utilizacion de los GMOs destinados a consumo humano. De este
modo, se aprobdé el 27 de enero de 1997 el Reglamento (CE) n° 258/97 del
Parlamento Europeo sobre nuevos alimentos y nuevos ingredientes alimentarios y que
constituye el primer texto legal en el que se hace referencia al etiquetado de productos

derivados de GMOs. Este Reglamento se referia especificamente a:

e alimentos e ingredientes alimentarios que contengan organismos
genéticamente modificados con arreglo a la Directiva 90/220/CEE, o que

consistan en dichos organismos;

o alimentos e ingredientes alimentarios producidos a partir de organismos

genéticamente modificados, pero que no los contengan;

e alimentos e ingredientes alimentarios de estructura molecular primaria nueva o

modificada intencionadamente;

e alimentos e ingredientes alimentarios consistentes en microorganismos,

hongos o algas u obtenidos a partir de estos;

e alimentos e ingredientes alimentarios consistentes en vegetales, u obtenidos a
partir de ellos, e ingredientes alimentarios obtenidos a partir de animales,
excepto los alimentos e ingredientes alimentarios obtenidos mediante practicas
tradicionales de multiplicacion o de seleccion y cuyo historial de uso alimentario

sea seguro;

¢ alimentos e ingredientes alimentarios que se hayan sometido a un proceso de
produccion no utilizado habitualmente, que provoca en su composicién o
estructura cambios significativos que afectan a su valor nutritivo, a su

metabolismo 0 a su contenido en sustancias indeseables.

Los requisitos especificos de etiquetado se establecian en el Reglamento (CE)
n° 258/97 con la finalidad de que el consumidor estuviera informado de cualquier
cambio en las caracteristicas o propiedades de los alimentos como son su
composicion, valor nutritivo o efectos nutritivos, o el uso previsto del alimento,
responsable de que un nuevo alimento o ingrediente alimentario dejara de ser

equivalente a un alimento o ingrediente alimentario existente.

En el afio 2000 se aprobd el conocido como “Reglamento de umbrales”,

Reglamento (CE) n° 49/2000 de la Comision, de 10 de enero de 2000, por el que se
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modifica el Reglamento (CE) n° 1139/98 del Consejo, mediante el cual se intentaba
resolver el problema planteado por la contaminacion inadvertida e introducia el
concepto de umbral. En dicho Reglamento se establecia que no se aplicarian a los
alimento requisitos especificos adicionales de etiquetado en caso de que la presencia
del material obtenido a partir de los GMOs entre los ingredientes alimentarios no
superara la proporcion del 1% en cada uno de los ingredientes alimentarios. Asimismo,
se establecia que los operadores debian aportar pruebas de que habian tomado las
medidas oportunas para no utilizar GMOs gracias a las cuales se podria establecer

gue la presencia e este material en el alimento era accidental.

Con posterioridad, en el afio 2001 se publica el considerado como el principal
instrumento juridico que rige el sector de la biotecnologia en la Uni6n Europea, la
Directiva 2001/19/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 12 de marzo de
2001, sobre la liberacion intencional en el medio ambiente de organismos
genéticamente modificados que deroga la Directiva 90/220/CEE. Con la promulgacion
de la Directiva 2001/19/CE se refuerzan las normas anteriores relativas a la liberacién
de GMO en el medio ambiente y se establecen los principios de evaluacion del riesgo
ambiental, las obligaciones de seguimiento ambiental tras la comercializacion,
informacioén al publico, etiquetado y trazabilidad, y la creacién de un registro molecular,

como medidas mas salientables.

Con la entrada en vigor de la Directiva 2001/18/CE se estable que las
autorizaciones concedidas segun la Directiva 90/220/CEE deben renovarse para evitar
disparidades y adaptarse a las nuevas condiciones. Con posterioridad a la
comercializacion de un GMO como producto o componente de un producto, el
notificador debe velar por el seguimiento tras la comercializacion y la elaboracion de
informes que indicen que esta se lleva a cabo con arreglo a las condiciones

especificadas en la autorizacion.

Debido a la ausencia de una legislacion comunitaria especifica sobre piensos
genéticamente modificados, las dificultades de interpretacion y aplicacion de los
instrumentos juridicos existentes, en el afio 2003 se publican dos Reglamentos, que al
modificar o derogar la normativa legal anterior, proporcionan la base legal actual (junto
con el Reglamento (CE) n° 65/2004 y el Reglamento (CE) n° 641/2004) sobre los
alimentos y piensos modificados genéticamente. Estos son el Reglamento (CE) n°
1829/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2003,
sobre alimentos y piensos modificados genéticamente y el Reglamento (CE) n°
1830/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre de 2003,

relativo a la trazabilidad y al etiquetado de organismos modificados genéticamente y a
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la trazabilidad de los alimentos y piensos producidos a partir de éstos, y por el que se
modifica la Directiva 2001/18/CE.

En el Reglamento (CE) n° 1829/2003, vigente desde el 18 de abril de 2004, se
introducen por primera vez normas especificas sobre piensos GMs, y se refuerzan y
amplian las normas sobre la evaluacion de la seguridad y etiquetado de estos piensos
y alimentos existentes en la legislacién anterior. Este Reglamento establece que una
sola aprobacién permite la utilizacion tanto en piensos como en alimentos destinados a
consumo humano, llenando de esta forma el vacio legal sobre la aprobacién de
productos para piensos y abandonando a la vez el procedimiento simplificado que se
basa en el concepto de “equivalencia sustancial’. En el mismo también se contempla
gue el solicitante debe presentar un expediente completo donde se indique un método
de deteccion de la modificacion genética concreta de que se trate. El expediente y en
concreto, lo relativo a evaluacion del riesgo para el medio ambiente y para la
seguridad de los alimentos, han de ser evaluados por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (creada en virtud del Reglamento (CE) n°® 178/2002 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de enero de 2002). Del mismo modo, el
laboratorio comunitario de referencia (creado segun lo expuesto en el Reglamento
(CE) n° 1829/2002) debe evaluar y validar los métodos de deteccion indicados por el
solicitante.

Los umbrales minimos para el etiquetado también se ven modificados con la
entrada en vigor del Reglamento (CE) n° 1829/2003 que modifica al Reglamento (CE)
n° 49/2002 de la Comisién respecto a la presencia accidental de GMOs autorizados,
rebajando el umbral de 1 al 0,9%. Asimismo, se establece un umbral del 0,5%
respecto a la presencia accidental de GMOs no autorizados, con caracter transitorio,
siempre que haya sido objeto de un dictamen favorable del comité o comités

cientificos pertinentes.

Debido a la controversia existente entre los consumidores en relacién con los
GMOs y al reconocimiento por parte de la UE del derecho de éstos a la informacion y
al etiqguetado como instrumento para una eleccién consciente del producto, se ha
establecido desde 1997 la obligatoriedad de indicar en el etiquetado la presencia de
GMOs como tales o formando parte del producto. Con la aprobacion del Reglamento
(CE) n° 1830/2003 se refuerzan las normas sobre etiquetado de alimentos GMs
extendiéndose el etiquetado a todos los alimentos y piensos y define la trazabilidad
como la capacidad de seguir la traza de los GMOs y los productos producidos a partir
de ellos en todas las fases de su comercializacién a lo largo de la cadena de

produccion y distribucion. De este modo, en el Reglamento se establece que los
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operadores velaran por que se transmita por escrito al operador que reciba el producto
la mencién de que el mismo contiene o esta compuesto por GMOs vy el identificador o

identificadores Unicos asignados a dicho GMO.
LEGISLACION ESPANOLA.

En Espafa las actividades con GMO estan reguladas por la Ley 9/2003, de 25
de abril, por la que se establece el régimen juridico de la utilizacion confinada,
liberacion voluntaria y comercializacion de GMO y por el Real Decreto 178/2004, de
30 de enero, por el que se aprueba el Reglamento general para el desarrollo y
ejecucion de la Ley 9/2003, modificado por los Reales Decretos 367/2010y 191/2013.
Estas normas han sido publicadas con la finalidad de transponer a la legislacion
espafiola las Directivas y Reglamentos europeos que tienen como finalidad la
proteccién de la salud humana y el medio ambiente frente a los posibles efectos

secundarios derivados del uso de GMOs

En el articulo 1 de la Ley 9/2003 se establece que el régimen juridico expuesto
en la citada ley es aplicable a GMOs, pero quedan excluidos de ella aquellos cuya
modificacién genética se obtenga por técnicas de mutagénesis o de fusion (incluida la
de protoplastos) de células vegetales, en que los organismos resultantes puedan
producirse también mediante métodos tradicionales de multiplicacion o de cultivo,
siempre que tales técnicas no supongan la utilizacién de moléculas de acido nucleico
recombinante ni de organismos modificados genéticamente. Igualmente quedan
excluidas la utilizacion de las técnicas de fertilizacibn in vitro, conjugacion,
transduccién, trasformacion o cualquier otro proceso natural y la induccién poliploide,
siempre que no supongan la utilizacion de moléculas de acido nucleico recombinante
ni de GMOs.

El ejercicio de las funciones regulas en esta ley y la vigilancia, el control y la
imposicion de las sanciones por las infracciones cometidas en la realizacion de las
actividades reguladas por la Ley 9/2003 son competencia cedida a las Comunidades

Auténomas segun lo dispuesto en el articulo 4.

3.5.2. LEGISLACION EN MATERIA DE ETIQUETADO
ALIMENTARIO.

En la actualidad en Espafia el etiquetado de los alimentos esta regulado por el
Real Decreto 1334/1999, de 31 de julio, por el que se aprueba la Norma general de
etiguetado, presentacion y publicidad de los productos alimenticios y por el Real

Decreto 890/2011, de 24 de junio, por el que se modifica la norma general de
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etiquetado, presentacion, y publicidad de los productos alimenticos, aprobada por el
Real Decreto 1334/1999, de 31 de julio.

En el articulo 4 del Real Decreto 1334/1999 se establecen los principios

generales del etiquetado y las modalidades de realizarlo, que no deberan ser de tal

naturaleza que induzcan a error al comprador, especialmente:

1. Sobre las caracteristicas del producto alimenticio y, en particular, sobre su

naturaleza, identidad, cualidades, composicion, cantidad, duracién, origen o
procedencia y modo de fabricacion o de obtencién.

Atribuyendo al producto alimenticio efectos o propiedades que no posea.

Sugiriendo que el producto alimenticio posee caracteristicas particulares,

cuando todos los productos similares posean estas mismas caracteristicas.

Atribuyendo a un producto alimenticio propiedades preventivas,
terapéuticas o curativas de una enfermedad humana, ni mencionando
dichas propiedades, sin perjuicio de las disposiciones aplicables a las
aguas minerales naturales y a los productos alimenticios destinados a una

alimentacién especial.

Asimismo, en el articulo 5 se expone la informacion obligatoria que debe figurar

en el etiquetado de los alimentos, que salvo excepciones es:

1.

La denominacién de venta del producto. Esta serd la denominacion precisa
para este producto en las disposiciones de la Comunidad Europea que le sean

aplicables.

La lista de ingredientes en orden decreciente de sus pesos en el momento en
gue se incorporan durante el proceso de fabricacion del producto. Segun lo
expuesto en el apartado 4 articulo 7 “los ingredientes se designaran por su

nombre especifico”.
La cantidad de determinados ingredientes o categoria de ingredientes.

El grado alcohdlico en las bebidas con una graduacion superior en volumen al
1,2 %.

La cantidad neta, para productos envasados.

La fecha de duracién minima o la fecha de caducidad.
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7. Las condiciones especiales de conservacién y de utilizacion.

8. El modo de empleo, cuando su indicacion sea necesaria para hacer un uso

adecuado del producto alimenticio.

9. Identificacion de la empresa: el nombre, la razon social o la denominacién del
fabricante o el envasador o de un vendedor establecido dentro de la Unién
Europeay, en todo caso, su domicilio.

10. El lote.

11. El lugar de origen o procedencia, cuando el producto proceda de terceros
paises o procediendo de un pais comunitario la no indicacién pueda inducir a

error al consumidor.

12. Las especialmente previstas para diversas categorias o tipos de productos

alimenticios (se recogen en el anexo V del Real Decreto 1334/1999).

Es importante sefialar que a finales del presente afio entrar4 en vigor una
nueva normativa europea, el Reglamento (UE) n° 1169/2011 del Parlamento Europeo
y del Consejo de 25 de octubre de 2011 sobre la informacién alimentaria facilitada al
consumidor, con el fin de consolidar y actualizar la normativa referente a etiquetado
general de los productos alimenticios, regulado por la Directiva 2000/13/CE y al
etiquetado nutricional, objeto de la Directiva 90/496/CEE. Este Reglamento pretende
conseguir un alto nivel de proteccion de la salud de los consumidores y garantizar su

derecho a la informacién para que estos tomen decisiones con conocimiento de causa.

3.5.3. LEGISLACION SOBRE AGRICULTURA ECOLOGICA.

En Espafia la agricultura ecoldgica se encuentra regulada legalmente desde
1989, afio en que se aprobd el Reglamento de la Denominacion Genérica "Agricultura
Ecoldgica", que fue de aplicacion hasta la entrada en vigor del Reglamento (CEE)
2092/91 sobre la produccion agricola ecoldgica y su indicacion en los productos
agrarios y alimenticios, que supuso el primer marco legislativo comun en lo relativo a la

produccion ecolégica.

En este ambito también se publico el 1 de junio de 2004 el «Plan de actuacion
europeo sobre la alimentacion y la agricultura ecoldgicas», dentro del cual se inscribe
el Reglamento (CE) n° 834/2007 del Consejo, de 28 de junio de 2007, sobre
produccion y etiquetado de los productos ecoldgicos y por el que se deroga el
Reglamento (CEE) n° 2092/91. Este Reglamento, en vigor desde el 1 de enero de
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2009, constituye la base legislativa actual en el @mbito de la agricultura ecolégica ya
que establece el marco juridico para los productos ecoldgicos, especificando normas

relativas a la produccion, etiquetado, control e intercambios con terceros paises.

Dentro del campo de aplicacion del Reglamento (CE) n° 834/2007 del Consejo,
se encuentran los productos agricolas (incluida la acuicultura) transformados o no y
destinados a la alimentacibn humana, los piensos, el material de reproduccién
vegetativa y las semillas para cultivo y las levaduras destinadas al consumo humano o
animal. Los principios generales establecidos en el Reglamento se refieren a métodos
de produccién especificos, la utilizacion de recursos naturales y la estricta limitacion
del uso de medios de sintesis, asi como la fijacion de principios especificos aplicables

a la agricultura 'y a la transformacion de productos alimenticios y piensos ecolégicos.

En lo relativo a las semillas ecoldgicas en el Reglamento (CE) n® 889/2008 de
la Comision se recogen los esfuerzos que os productores dedican a la produccion de
semillas y materiales vegetativos ecoldgicos, actualmente solo patata. No obstante,
para muchas especies no hay aun suficientes semillas ni materiales de reproducciéon
vegetativa ecoldgicos y, en tales casos, debe permitirse el uso de semillas y materiales
de reproduccién vegetativa no ecolégicos. En el capitulo 7 de dicho Reglamento se
establece la necesidad de que los estados miembros mantengan una base de datos
en linea con el fin de facilitar la adquisicién de estas semillas. En Espafia la gestion de
esta base de datos corresponde a la Subdireccion General de Calidad Diferenciada y
Agricultura Ecolégica, adscrita a la Direccion General de la Industria Alimentaria del
Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente (MAGRAMA). Para la
inclusion de semillas o patatas de siembra en esta base de datos, los proveedores
deben solicitar la inscripcion de la misma a la autoridad competente en materia de
produccion ecoldgica de la Comunidad Auténoma donde radique su sede social, al ser
la certificacion y control de alimentos ecolégicos competencia de las Comunidades
Auténomas. De este modo, es la autoridad competente de la Comunidad Auténoma la
encargada de realizar las verificaciones correspondientes con la finalidad de demostrar
gue los materiales objetos de la solicitud se ajustan al régimen de control establecido
en el articulo 27 del Reglamento (CE) n°® 834/2007 del Consejo, y remitira este informe
favorable al MAGRAMA para que proceda a la inscripcion de las semillas o patatas de

siembra en la base de datos.
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En lo relativo a la produccion ecologica vegetal, en el Reglamento en vigor se

establecen los principios generales que ésta debe cumplir en relacion a:

o los tratamientos del suelo, que deben respetar la vida y la fertilidad natural del
suelo.

e la prevencion de dafios, que debe basarse en métodos naturales pero para lo
cual se permite utilizar un namero limitado de productos fitofarmacéuticos

autorizados por la Comision;

¢ las semillas y los materiales de reproduccién vegetativa, que han de producirse
ecolégicamente;

¢ los productos de limpieza, que deben haber sido autorizados por la Comision.

Es importante sefialar que segun las normas generales de produccion ecoldgica
establecidas, los GMOs estan prohibidos en todas sus formas, ya que en el articulo 9
del Reglamento 834/2007 se estable que “en la produccién ecolégica no podran
utilizarse GMO ni productos obtenidos a partir o mediante GMO, como alimentos,
piensos, coadyuvantes  tecnoldgicos, productos  fitosanitarios, abonos,
acondicionadores del suelo, semillas, material de reproduccion vegetativa,

microorganismos ni animales”.

En lo referente al etiquetado, publicidad o documentos comerciales deben
figurar los términos «eco» y «bio» para caracterizar a un producto ecoldgico, sus
ingredientes o las materias primas. Del mismo modo, desde el 1 de julio de 2010 es
obligatoria la utilizacion del logotipo comunitario en los productos alimenticios
producidos mediante agricultura ecoldgica, asi como la indicaciéon del lugar de

procedencia de las materias primas que componen el producto (Figura 4).

B an=nDD

Figura 4: Sellos que identifican la agricultura ecolégica
(Fuente MAGRAMA).
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Los productos procedentes de terceros paises pueden comercializarse también
en el mercado comunitario como productos ecoldgicos si cumplen el Reglamento y si
han sido objeto de control. Este control puede realizarlo un organismo reconocido por
la Comunidad Europea o un organismo de control acreditado. Con el fin establecer
normas y procedimientos pormenorizados para garantizar la aplicacion correcta y
uniforme de las disposiciones relativas a la importacion de los productos ecoldgicos
establecidas en los articulos 32 y 33 del Reglamento (CE) n° 834/2007 se publicé en
Diario Oficial de la Unién Europea el Reglamento (CE) n® 1235/2008 de la Comisioén,
de 8 de diciembre de 2008, por el que se establecen las disposiciones de aplicacion
del Reglamento (CE) n°® 834/2007 del Consejo en lo que se refiere a las importaciones
de productos ecolégicos procedentes de terceros paises.
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4. Materiales y métodos.

4. MATERIALES Y METODOS.
4.1. MUESTREDO.

Con el fin de detectar soja transgénica en matrices alimentarias se han
analizado 23 muestras, adquiridas en 6 superficies comerciales y de 19 marcas (tanto
marcas de fabricante como de distribuidor) que presentan soja como componente
principal. Los productos fueron adquiridos en la ciudad de Oviedo, Principado de
Asturias, en el mes de mayo del afio 2014.

Las distintas muestras se agruparon en tres clases en funcién del grado de
procesamiento de las mismas, credndose 3 grupos de productos en base a este
criterio:

1.- Alimentos minimamente procesados, siendo estos brotes y semillas
(Tabla 5).

Tabla 5: Alimentos minimamente procesados.

Marca Denominacion de venta

Rioverde Brotes germinados

Pedro Luis Conservas Artesanas Brote de soja

Bonduelle Brotes germinados

Carrefour Brotes germinados

Hipercor Brotes germinados

Alsur Brotes de soja

El Corte Inglés Brotes germinados de soja verde
Hacendado Brotes germinados

Alimerka Brotes de soja germinada
Biocop Soja verde (semillas)
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2.- Alimentos poco procesados, que se corresponden con tofu y soja
texturizada (Tabla 6).

Tabla 6: Alimentos poco procesados.

Marca Denominacion de venta

Eco cesta Tofu al estilo japonés
Soria Natural Tofu natural

Natursoy Tofu

Frias Tofu firme

Frias Tofu de soja (Burgalia)
Special line Tofu natural

Sojhappy Tofruti tofu con fruta
Natur cesta Soja texturizada fina

3.- Alimentos con procesamiento medio como son las hamburguesas,

encontrandose en una matriz mas compleja (Tabla 7).

Tabla 7: Alimentos con procesamiento medio.

Marca Denominacion de venta

Sojasun Burguers de soja, tomate y albahaca
Toki Eco Barritas de tofu y verduras

Toki eco Barritas de soja y champifiones

Toki Eco Vegeburguer de tofu y setas

Toki ECo Vegeburguer de soja y pimientos

Como ya se ha comentado en el apartado alimentos de soja, en el mercado
existen multitud de alimentos que se componen de soja, pero la eleccion de estos
productos estd basada en el menor procesamiento que muestran estos en
comparacion con otro tipo de alimentos, como podrian ser las galletas o leches de

soja, en los cuales los tratamientos industriales necesarios para su elaboracion
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pueden degradar el DNA dificultado su extraccion y deteccion con la metodologia

empleada en este estudio.

4.2. ANALISIS DE ETIQUETAS.

Para los tres tipos de alimentos muestreados se realizdé el andlisis de las
etiquetas que consisti6 en el andlisis detallado de las mismas comprobando si
cumplian o no con la regulacion nacional de etiquetado, segun la cual deberian indicar
la denominacion de venta, la lista de ingredientes, la cantidad neta, la fecha de
duracion minima, el lote, la identificacion de la empresa y el lugar de origen, y ademas,
en el caso concreto de los alimentos ecologico, los sellos pertinentes que garanticen
este origen.

4.3. ANALISIS GENETICOS.

4.3.1. DETECCION DE GMOs.
EXTRACCION DEL DNA.

La extraccion de DNA se realiz6 con la utilizacién del Kit de purificacion para
plantas, algas y hongos GeneMATRIX de EURX.

Para ello se tomd una muestra de aproximadamente 10mm de diametro de
cada uno los productos. En el caso de los brotes, al encontrarse estos en un medio
acuoso que contiene diversos compuestos como acido citrico, azlcar, etc., se ha
lavado con agua destilada con la finalidad de eliminar la mayor cantidad posible de
estos compuestos, que podrian interferir en el rendimiento de la extraccion. Asimismo,
se ha descartado la parte del hipocotilo por estar formada por tejido meristematico,
MAs esponjoso y con mayor contenido en agua, cogiéndose para la extraccion la parte
del cotileddn. En las hamburguesas, al ser muestras complejas constituidas por
multiples ingredientes, se han marcado 10 puntos equidistantes y se han cogido
muestras en 3 de estos puntos elegidos aleatoriamente, con lo cual los productos de

hamburguesas se han analizado por triplicado.

El protocolo establece que el tejido extraido de la muestra se pase a un tubo
Eppendorf al que se le afiade buffer P (400ul), RNasa (3ul) y Proteinasa K (10ul), y
este se incube a 65°C durante 1 hora con la finalidad de que se produzca la lisis del

tejido y la degradacion de RNA y proteinas que interferirian en la purificacién del DNA
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(Gachet et al., 1999). Una vez transcurrido este tiempo se afiaden 130ul de buffer AC
y se incubd 5 minutos en hielo y posteriormente se centrifugd en una microcentrifuga
Thermo Scientific a 14.000 rpm durante 10 minutos, transfiriendo 400ul del
sobrenadante resultante de la centrifugacion, donde se encuentra el DNA, a un nuevo
tubo al que se le adicionaron 350ul de buffer SOL P y 250ul de etanol 100%. Después
de invertir el tubo se centrifugd nuevamente a 12.000 rpm durante 1 minuto. Concluida
la centrifugacién se transfirieron 600ul del sobrenadante a la columna de extraccién,
previamente activada gracias a la aplicacién de 40ul de buffer P, centrifugandose ésta
nuevamente a 12.000 rpm durante 1 minuto. Este paso se repiti6 para transferir el
sobrenadante restante.

Los pasos sucesivos se realizan con la finalidad de eliminar de la columna las
diversas moléculas retenidas, para ello se afiadié a la columna 500ul de buffer Wash
PX y se centrifugé a 12.000 rpm durante 1 min, repitiéndose este paso dos veces
siendo la duracién de la segunda centrifugacién de 2 minutos. Finalizada la etapa de
lavado de la columna, ésta se transfiri6 a un nuevo tubo Eppendorf y se afiadié a la
misma 35ul de buffer Elution a 70°C. Posteriormente, se incubd la columna 5 minutos
a temperatura ambiente y se centrifug6é a 12.000 rpm durante 2 minutos con lo que se
consigue la elucion del DNA retenido en la columna, que se encuentra ahora en tubo

Eppendorf que se almacenara a 4°C para su utilizacién en analisis posteriores.

Para comprobar la eficacia de la purificaciébn se realiz6 una electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 0.8%. El gel se realiz6 con agarosa seca en polvo y
TBE 1X. A la mezcla se le afiadieron 5ul por cada 100 ml de TBE de SimplySafe™ (de
EURX), agente que permite la visualizacion del DNA al iluminarlo con luz ultravioleta
(UV) ya que emite fluorescencia verde (EURXx, SimplySafe). Se cargaron 8ul de DNA
purificado mezclado con 2ul de azul de bromofenol, compuesto que contiene sacarosa
lo que confiere densidad a la muestra facilitando la carga y también marca el frente de
electroforesis permitiendo seguir el progreso de la misma, ya que tiene una movilidad
mayor que cualquier macromolécula. Una vez concluida la carga de las muestra y
rellenada la cubeta de electroforesis con TBE 1X ésta se cierra y se conecta a la
fuente de alimentacién, estableciendo un voltaje de 120 voltios durante 25 minutos,
transcurridos los cuales se ilumind el gel con luz UV para detectar la presencia de
DNA.

PCR.

Para la realizacion de la PCR se ha utilizado el Kit para la deteccion de GMOs
en alimentos frescos y procesados de BIOTOOLS STANDAR. Este Kit de deteccion de
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GMOs presenta una sensibilidad minima de 0,1%, limite por debajo del 0,9% que
estable el Reglamento (CE) n°1829/2003 como umbral por debajo del cual no se

requiere etiquetado especifico.

El Kit se basa en la deteccion y amplificacion de secuencias especificas de
GMOs que no existen en plantas nativas y que si estdn presenten en el 90% de los
GMOs, permitiendo detectar la presencia de GMOs en la muestra pero no su
identificacion. Es importante sefialar que secuencias del promotor 35S pueden estar
presenten en plantas nativas de la familia Cruciferae infectadas por este virus.
Asimismo, pueden encontrarse secuencias del terminador NOS procedentes de

Agrobacterium en muestras de raices, ya que esta bacteria se encuentra en el suelo.

En el Kit se establece que se realizardn 4 amplificaciones, una para planta y
otra para soja que permiten determinar la presencia de material vegetal y de soja en la
muestra, y otras dos para NOS y 35S, para determinar la existencia de GMOs. La
identificacion de planta se basa en la amplificacion del gen rbcL del cloroplasto,
presente tanto en plantas modificadas genéticamente como en plantas no modificadas.
Asimismo, la identificacion de soja se realiza con en base al gen de la lecitina,

presente también en soja GM.

Para la realizacion de las diferentes amplificaciones se suministran con el Kit
los 4 Master Mix que contienen los diferentes compuestos necesarios para la reaccion
de PCR, exceptuando la DNA polimerasa y el MgCl, y en la proporcién adecuada para
la amplificacion del gen correspondiente. Asi, cada Master Mix consiste en una
solucion Tris-HCI que contiene: <10% de glicerol, KCI, < 0.001% de dATP, dCTP,
dGTP, dTTP y los primers correspondientes. Cada reaccibn de PCR tiene una
cantidad optimizada de reactivo, preparandose el mix de PCR necesario para cada
una de las amplificaciones en un tubo Eppendorf, al que se le afiade el volumen
necesario de cada uno de los reactivos en funcion del nimero de muestras analizadas
(Tabla 8). Los reactivos proporcionados en el Kit se conservan congelados y se

manipulan, al igual que los mix de PCR, en hielo.
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Tabla 8: Cantidad necesaria de cada reactivo de PCR por reaccion.

Reactivo 35S NOS Planta Soja

MgCl, 1.00 pl 1.00 pl 0.80 pl 0.80 pl
Master Mix 6.00 pl 6.00 pl 6.00 pl 6.00 pl
Polimerasa 0.56 pl 0.56 ul 0.40 pl 0.40 pl
H,O bidestilada estéril 10.44 pl 10.44 pl 10.80 pl 10.80 pl

De este modo cada reaccién amplificacion tendra un volumen de 20ul, de los

cuales 2ul corresponderan al DNA de la muestra y los 18pl restantes al mix de PCR.

Con el fin de comprobar la efectividad de cada reaccion de amplificacion se
realizé un control positivo. Los 3 controles de amplificacion (GMO, planta y soja) son
suministrados con el Kit y su realizacién se llevé a acabo de la misma forma que la de

las muestras problema (2ul de control de amplificacion + 18ul de mix de amplificacion)

La reaccion de amplificacion se llevd a cabo en termocicladores 2720 Thermal
Cycler de Applied Biosystems. En las amplificaciones para planta, 35S y NOS se
utilizé el mismo programa de PCR que consta de una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 3 minutos, una amplificacion ciclica (45 ciclos) que empieza con 30 segundos
a 94°C, seguida de 40 segundos a 55°C y concluye con 1 minuto a 72°C finalizada
esta etapa se realiza una elongacion final a 72°C durante 3 minutos. La amplificacion
de soja consta de una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 10 minutos, una
amplificacién ciclica (40 ciclos) que empieza con 30 segundos a 94°C, seguida de 30
segundos a 60°C y concluye con 1 minuto a 72°C. Concluida esta etapa se realiza una
elongacioén final durante 3 minutos a 72°C.

Para llevar a cabo la interpretacién de los resultados de los productos de
amplificacion, estos se observaron mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 2%, cuyo proceso de elaboracion es andlogo al utilizado para la
visualizacién del DNA en la etapa anterior. Debido al pequefio tamafio de las bandas
obtenidas es especialmente importante que la separacién entre los productos de
amplificacién y dimeros del primer sea suficiente, dejando correr el gel el tiempo

oportuno, pero sin que las bandas migren hasta el final del gel.
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Debido a la presencia de muestras dudosas en la primera amplificacion de 35S
se realizé una segunda amplificacion 35S para estas muestras con la finalidad de

comprobar los resultados.

4.3.2. IDENTIFICACION DE ESPECIES DE SOJA MEDIANTE
SECUENCIACION DEL GEN RBCL.

Debido a la heterogeneidad de los productos analizados, y a que se observé
gue bajo la denominacién genérica de soja se comercializan 2 especies distintas, se
realizd una secuenciacion de las muestras con el fin de confirmar la especie de la cual

éstos se componian en su mayor parte.

Esta confirmacion se llevo a cabo en base a la secuencia de la region rbcL. El
gen rbcL, en la regién plastidial, codifica para la subunidad grande de la RuBisCO,
establecido como uno de los multiples loci Utiles en la identificacion de plantas
terrestre ya que ofrece una alta universalidad y un buen poder de discriminacién
(CBOL Plant Working Group, 2009; Fazekas et al., 2012). Es importante sefialar, que
en el caso de identificacidbn de plantas, no existe una regién universal que permita
discriminar entre todas las especies de todos los grupos de plantas (Kress et al.,
2009). Como paso previo a la secuencia se realizé una PCR para la amplificacion del
gen rbcL, con primers secuenciados por la compafia Invitrogen, DISMED S.A. (Figura
5).

Regién Primer Secuencia (5’-3’) Direccion  Tamafio,
bp
rbcL rbcLa-F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC F
554
rbcLa-R GTAAAATCAAGTCCACCRCG R

Figura 5: Primers utilizados en la amplificacién del gen rbcL
(Fuente: Kress et al., 2009).

La preparacion del mix de PCR fue analoga a la realizada en la etapa anterior
de deteccion de GMOs, pero variando los reactivos y su concentracion (Tabla 9). La
reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador 2720 Thermal Cycler de Applied
Biosystem, con un programa que constaba de una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 5 minutos, seguida de una amplificacién ciclica (5 ciclos) que se inicia a 95°C
durante 30 segundos, seguido de 1 minuto a 45°C y finaliza a 72°C durante 1 minuto.

Concluida esta etapa se realiza otra amplificacion ciclica (35 ciclos) que se inicia a
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95°C durante 30 segundos, seguido de 1 minuto a 50°C vy finaliza a 72°C durante 1

minuto. Para finalizar se desarrolla un elongacion final durante 10 minutos a 72°C.

Tabla 9: Cantidad Optima, por reaccion, de cada reactivo de PCR para la
amplificacion de laregion rbcL.

Reactivo Concentracion Volumen
Buffer 1x 4 ul
MgCl2 3 mM 2.4 ul
DNTPs 0,4 mM 0.8 ul
rbcLa-F 0.3 uM 0.06 pl
rbcLa-R 0.3 uM 0.06 pl
Tag-polimerasa 1 unidad/ pl 0.2 pl
H20 bidestilada estéril 10.48 ul
DNA 2 ul

Finalizada la amplificacion se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2%, con objetivo de determinar la eficacia de la misma. Para ello se
cargaron directamente en el gel 5 ul del producto de amplificacion de cada una de las
reacciones, y se corrié el gel a 120 voltios durante un tiempo aproximado de 25

minutos.

SECUENCIACION

Como paso previo a la secuenciacidon es necesaria una purificacion del DNA
amplificado, siendo necesario para ello realizar una electroforesis en gel de agarosa y

una purificacion posterior de la banda donde estaba contenido el DNA.

Para ello se cargd en un gel de agarosa al 2% el volumen restante de la
amplificacion, 15 pl, y se someti6 a un campo eléctrico de 100 voltios durante un
tiempo aproximado de 30 minutos. Posteriormente, se llevd a cabo el corte de la
banda de cada reaccion, de 554 bp, y el DNA contenido en ésta se purific6 mediante el
Kit GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit de EURKX.
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La banda cortada se introdujo en un tubo Eppendorf al que se le afiadieron
600ul de buffer Orange-A, incubandose en un bafio de agua a 70°C hasta la disolucién
de la banda de agarosa, siendo necesario agitar el tubo por inversion cada minuto,
aproximadamente. Una vez disuelta la banda de agarosa se transfirid el volumen
contenido en el tubo a una columna, previamente activada con la aplicacion de 40ul de
buffer A, y se centrifugd en una microcentrifuga a 12.000 rpm durante 1 minuto.
Posteriormente, se afiadieron a la columna 500ul de buffer Wash-Al, centrifugandose
durante 1 minuto a 12.000 rpm, transcurridos los cuales se volvié a afadir a la
columna 650 pl de buffer Wash-AX2 centrifugandose del mismo modo que en el paso
anterior. Con la finalidad de eliminar de la columna los restos de buffer Wash-AX2 se
centrifugd la columna a 12.000 rpm durante 2 minutos. Concluida esta etapa, se
administraron a la columna, contenida en un nuevo tubo Eppendorf, 35ul de buffer
Elution-A a 80°C, con la finalidad de eluir el DNA retenido en la columna. Para ello se
dej6é incubar ésta 5 minutos a temperatura ambiente, transcurridos los cuales se
centrifugd durante 2 minutos a 12.000 rpm, encontrandose el DNA disuelto en el tubo
Eppendorf al final de esta etapa.

Con la finalidad de comprobar el éxito de la purificacion, se realizé una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%, cuya preparacion fue analoga a la
utilizada para comprobar el resultado de la amplificacion. Para ello se cargaron 2ul del
DNA purificado mezclado con 2ul de azul de bromofenol, y se sometio el gel contenido
en la cubeta de electroforesis a una corriente eléctrica de 120V durante 25 minutos.
Finalizada la electroforesis, el gel se observé en un transiluminador UV, como en
casos anteriores, y se realizd una cuantificacién del DNA presente en la muestra por
comparacion de la intensidad de la banda con la intensidad de la banda de un
marcador de talla y concentracién comercial (Promega). La cantidad restante de DNA

se conservé congelada hasta su utilizacion posterior.

El DNA obtenido en la purificacion de la banda de agarosa se envié a la
compafia Macrogen con sede en Amsterdam, Holanda, para su secuenciacion.
Obtenidas las secuencias, estas fueron tratadas mediante el programa informatico
BioEdit, Sequence Alignment Editor para su alineamiento y correccion, pasos previos

necesarios para posterior identificacion en la base de datos BOLDSystems.

La base de datos BOLDSystems esta desarrollada por el International Barcode
of Life que actualmente incluye a mas de 120 organizaciones procedentes de 45
paises. En esta base de datos se incluyen miles de secuencias de regiones

caracteristicas que permiten la identificacion de las especies eucariotas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. ANALISIS DEL ETIQUETADO ALIMENTARIO.

Como primer resultado extraido de este estudio se observo que en el mercado
se comercializan dos especies distintas bajo la denominacién genérica de soja, como
son la judia mungo o soja verde y la soja amarilla, siendo esta Ultima la soja, que el
consumidor reconoce como tal. Estas dos especies pertenecen a la familia Fabaceae,
también conocida como familia Leguminosae, pero se corresponden con géneros
distintos (Figura 6). La judia mungo, se presenta como el ingrediente de los productos
analizados que presentan un minimo procesamiento, brotes germinados y semillas.
Asi, del total de productos analizados (n=23) el 43,5% presentaban soja verde como

ingrediente y el 56,5% se componian de soja.

“*Reino: Plantae
» Filo: Angiospermophyta
» Clase: Magnoliopsida
o Orden: Fabales
¢ Familia: Leguninosae
» Geénero: Vigna

» Especie: Vigna radiata

Figura 6: Clasificacion taxonomica Vigna radiata
(Fuente: Universidad Politécnica de Valencia).

En la totalidad de estos productos se especifica en la lista de ingredientes que
se trata de judia mungo o soja verde, y en dos casos ésta se designa por su hombre
cientifico Vigna radiata, con lo que no se incumple la legislacion vigente en materia de
etiquetado, ya que el Real Decreto 1334/1999 establece que los ingredientes deberan
figurar por su nombre especifico. Sin embargo, el hecho de que en solo 2 de estos 10
productos se indique explicitamente en la denominacion de venta que se trata de soja
verde, y en ninguno se cita judia mungo en la denominaciéon de venta, hace pensar
gue se trate de cierta manipulacién publicitaria (el 80% de los productos no especifica
soja verde) con el fin de que el consumidor crea que se trata de Glycine max, y

beneficiarse de la posicidn y estatus que ésta tiene en el mercado.
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Todos los productos muestran un etiquetado correcto para todas las menciones
obligatorias excepto para el pais de procedencia (65,2%), debido a la propia
ambigledad de la legislacion vigente. En la normativa en vigor se establece que la
procedencia del producto solo sera obligatoria cuando este proceda de terceros paises
y en el caso de paises comunitarios el articulo 13 del Real Decreto 1334/1999 se
establece que “en los productos procedentes de los Estados miembros de la Union
Europea, se debera indicar el lugar de origen o procedencia solamente en los caso en
que su omisién pudiera inducir a error en el consumidor sobre el origen o procedencia
real del producto”. En base a esto, el 30,4% de los productos analizados declara estar
elaborado en Espafia, el 30,4% menciona procedencia de agricultura no UE (solo 1 de
estos 7 productos especifica que estd importado de China) y en el 39,2% de los
productos no se indica el origen, de lo que se deduce segun lo expuesto en la
normativa en vigor que proceden de algun pais comunitario (Figura 7). La procedencia
mas dudosa la presentan los productos de la agricultura ecoldgica, ya que en muchos
de estos debajo del sello de agricultura ecoldgica se especifica agricultura no UE, en el
54,5% de los productos declarados como ecoldgicos, de lo que se deduce que alguno
de sus ingredientes ha sido importado de terceros paises, pero no se menciona el pais
concreto de procedencia. Sin embargo, en el etiquetado si se presentan los sello de la
UE y la Comunidad Autbnoma pertinente que garantizan la procedencia ecoldgica del
alimento.

=
N
| |

Numero de muestras (n=23)
=
o

UE No UE

Figura 7: Nimero de productos en base a la procedencia
de alguno de sus ingredientes.

50



5. Resultados y discusion.

En resumen, del total de muestras analizadas (n=23) un 65,2% de ellas
presenta alguna inconsistencia que nos permitiria asegurar que el etiqguetado de los
productos es perfectamente mejorable, no solo para cumplir con la legislacién vigente

sino también con el derecho del consumidor a estar informado.

Multiples productos analizados, sin ser de procedencia ecoldgica, declaran no
estar elaborados a partir de soja genéticamente modificada. Esta declaracién se

presenta en el 26,1% de los productos analizados (Tabla 10).

Tabla 10: Clasificacion de los productos en base a su etiguetado sobre el
contenido en GMOs indicando que no los contienen.

Productos ecoldgicos Productos no ecoldgicos Productos etiquetados como no GMO
(n=11; 47,8%) (n=6; 26,1%) (n=6; 26,1%)
Brotes germinados (1) Brotes germinados (5) Brotes germinados (3)
Semillas (1) Soja texturizada (1) Tofu (2)
Tofu (5) Hamburguesas (1)

Hamburguesas (4)

5.2. ANALISIS GENETICO PARA LA DETECCION DE
GMOS.

En la deteccion de la presencia de GMOs mediante la amplificacion del
promotor 35S se han observado 12 resultados positivos, lo que supone el 54,5% de
productos analizados. Estos 12 resultados positivos se corresponden a 6 alimentos
minimamente procesados (Figura 8), 4 alimentos poco procesados (Figura 9) y 2
alimentos con procesamiento medio, 6 muestras (Figura 10). Cabe mencionar que 3
muestras, correspondientes al producto nimero 20, no han amplificado para ninguna
de las de las dos reacciones utilizadas como controles (planta y soja). Esto puede ser
debido a que el procesamiento industrial al que se vio sometido el producto degradase
el DNA dificultando su amplificacién, o que este fuese degradado por alguno de los
compuestos que forman la matriz alimentaria en la que se encuentran la soja, como
por ejemplo el vinagre y acido citrico empleados como conservantes, ya que se ha
visto que un pH A&cido creado por estos compuestos puede degradar el DNA
(Elsanhoty et al., 2011; Hernandez-Orona et al., 2011). También podria deberse a que
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los componentes del alimento interfieran en la eficiencia de la extraccion del DNA,

debido a que el Kit presenta una eficacia Optima para tejido vegetal fresco, si bien es

cierto que ha mostrado buenos resultados en el resto de muestras. Debido a esta no

amplificaciéon este producto no se tendra en cuenta en los calculos posteriores

Todas las muestras analizadas no han mostrado amplificaciéon para el

terminador NOS, con lo que este no se muestra en los geles. Esto puede ser debido a

gue la deteccion del terminador NOS es menos sensible que la del promotor 35S
(Ozgen et al., 2013).

Figura 8: Resultados de amplificacién alimentos minimamente procesados.
+: Control positivo de amplificacion. Muestras 1 a 9: brotes; muestra 10; semillas.
Primera fila: resultados amplificacién planta; segunda fila: resultados
amplificacion soja; tercera fila: resultados amplificacion promotor 35S.
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13 14 15 16 17

Figura 9: Resultados de amplificacion alimentos poco procesados.

+: Control positivo de amplificacion. Muestras 1 a 7: tofu; muestra 10: soja
texturizada. Primera fila: resultados amplificacidon planta; segunda fila: resultados
amplificacion soja; tercera fila: resultados amplificacion promotor 35S.

212122 22 22 23 23 23
%3 1 2 3

Figura 10: Resultados de amplificacion alimentos poco procesados.

+: Control positivo de amplificacion. Muestras 19-1 a 23-3: hamburguesas (se
presentan las 3 repeticiones de cada muestra). Primera fila: resultados
amplificacion planta; segunda fila: resultados amplificacion soja; tercera fila:
resultados amplificacion. promotor 35S.
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Los resultados para los alimentos etiquetados como ecoldgicos (10 productos)
muestran que 4 de ellos presentan una amplificacién positiva para el promotor 35S, lo
que supone el 40% del total de muestras ecolégicas. También se analizaron 6
productos que alegaban no estar producidos a partir de soja modificada
genéticamente, para los cuales se observaron 4 reacciones de amplificacion positivas
para el promotor 35S, lo que representa el 66.7% de este tipo de muestras. Dentro de
productos que presentan un etiquetado convencional (6 productos) se han encontrado
4 amplificaciones positivas para el promotor 35S, lo que supone el 66,7% de estos

productos (Figura 11).

12

10 -

=22

M total de muestras

N total

M positivos 355

Etiquetado Productos Productos no
convencional ecologicos contiene GMO

Figura 11: Muestras positivas para el promotor 35S en el total de las muestras de
cada tipo de etiquetado.

5.3. IDENTIFICACION DE ESPECIES (SECUENCIACION
DEL GEN RBCL).

Un total de 27 muestras procedentes de 17 productos comercializados

analizados fueron amplificadas y secuenciadas para el gen rbcL.

Los resultados obtenidos en la identificacion de especies en base a su
secuencia de la regién rbcL son los esperados segun el etiquetado de los productos
analizados, ya que las especies etiquetadas como soja verde se componen de la
especie Vigna radiata y las que presentan soja como ingrediente la especie
identificada en su mayoria es Glycine max (Tabla 11). Cabe mencionar que en el
producto “Burguer de soja, tomate y albahaca” se identificaron 3 especies, siendo

Ocium basilicum y Origanum majorana hierbas aromaticas presentes en el producto.
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Casi todas las asignaciones obtenidas en la identificacion de especie mediante
BOLDSystems se aceptaran como validas, ya que presentan un nivel de identidad
mayor al 97%, establecido como minimo en esta base de datos (Ratnasingham &
Hebert, 2007).

Tabla 11: Resultados identificacion de especie en base a su secuencia rbcL en

BOLDSystems.
Denominacion de venta Especie Identidad

Vigna radiata 99.81
Brotes de soja

Vigna radiata 99.45
Brotes germinados de soja verde

Vigna radiata 99.95
Brotes de soja germinada

Vigna radiata 99.63
Soja verde

Glycine max 99.45
Tofu al estilo japonés

Glycine max 99.45
Tofu natural

Glycine max 99.45
Tofu

Glycine max 99.63
Tofu firme

Glycine max 99.45
Tofu de soja (Burgalia)

Glycine max 99.45
Tofu natural

Glycine max
Tofruti tofu con fruta 99.45

Glycine max 99.63
Soja texturizada fina

Ocium basilicum 98.85

Burguer de soja, tomate y albahaca Origanum majorana 97.11

Glycine max 96.36

Glycine max 99.35
Barritas de tofu y verduras Glycine max 99.63

Glycine max 99.63

Glycine max 99.81
Barritas de soja y champifiones Glycine max 99.81

Glycine max 100

Glycine max 99.81
Vegeburguer de tofu y setas Glycine max 99.8

Glycine max 100

Glycine max 100
Vegeburguer de soja y pimientos Glycine max 99.81

Glycine max 99.28

Seria importante realizar aqui una serie de apuntes finales que son relevantes.
En relacion a las muestras etiquetadas como ecoldgicas, el 40% de las mismas
muestra una amplificacion positiva para el promotor 35. Estos resultados no cumplirian

con la legislacion comunitaria en el campo de los cultivos ecolégicos, en la cual no se
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acepta el cultivo de organismos modificados genéticamente, a no ser que esta
presencia sea accidental y técnicamente inevitable, con lo que son necesarios
estudios posteriores que permitan determinar tanto la cantidad como el origen de estos

GMOs presentes en los productos.

En las muestras de hamburguesas que presentan amplificacion positiva para el
promotor 35S, es importante sefialar que estos alimentos se componen de diversas
especies vegetales como ingredientes, entre las que se incluye el maiz y otros GMOs
cuya utilizacion no estd aprobada en la Union Europea, con lo que debido a las propias
caracteristicas del método de deteccién solo podemos concluir que el alimento

contiene GMOs, sin poder identificar la especie modificada que esta presente.

Finalmente, la presencia de amplificacion para el promotor 35S en las muestras
cuyo etiquetado indica que se trata de soja verde o judia mungo es llamativa debido a
que en la base de datos sobre cultivos GMs aprobados, como la del ISAAA y la del
CERA, no se incluye ninguna especie del género Vigna genéticamente modificada
cultivada actualmente. Si bien es cierto que en las bases de datos de cultivos GM no
se presenta ninguna variedad del género Vigna aprobada para cultivo, en la
bibliografia consultada se recoge la presencia de diversos estudios realizados en los
ultimos afios para obtener variedades GM de diversas especies de este género, con lo
gque también existiria la posibilidad de que estas especies se estén comercializando sin
las aprobaciones oportunas (Jaiwal & Singh, 2003; Kole et al., 2010). Esta presencia
también podria explicarse por contaminacién accidental del cultivo con al promotor
35S al realizarse éste en un medio en el cual estén presentes GMOs. Otra posibilidad
es la presencia de soja GM en los productos, y que estos se compongan de una
mezcla de Vigna radiata y Glycine max, presentandose la soja en menor proporcion.
Otro posible origen del promotor 35S en los productos podria deberse a la infeccion de
estos vegetales por el virus del mosaico de la coliflor, si bien esta posibilidad es

improbable debido a que este virus solo infecta a especies de la familia Cruciferae.
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6. CONCLUSIONES.

1. Bajo la denominacion genérica de soja se estan comercializando dos
variedades distintas como son la judia mundo (43,5% de productos analizados) y la

soja, lo que induce a error de percepcion en el consumidor.

2. La ambigledad de la propia legislacion determina que no siempre se
cumpla (65,2%) el derecho a la informacién por parte de los consumidores en relacion
a la procedencia geogréfica de los productos de soja existentes en el mercado.

3. El procedimiento empleado basado en la deteccion mediante PCR de
secuencias presentes en la mayoria de los organismos genéticamente modificados
aprobados en la Union Europea, como son el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor y el terminador de la nopalina sintasa, se presenta como una herramienta util
en el monitoreo rutinario de muestras de matrices alimentarias de soja y ayudaria en la
determinacion del grado de cumplimiento de la legislacion vigente en cuanto al uso e
informacion al consumidor sobre la presencia de organismos genéticamente

modificados en los alimentos.

4. A la vista de los resultados obtenidos la inclusion de los organismos
modificados genéticamente en los productos consumidos en la sociedad asturiana es
una realidad, ya que el 54,5% de las muestras de soja analizadas (60% productos
minimamente procesados, 50% alimentos poco procesados y 50% productos con
procesamiento medio) presentaban resultados positivos en el promotor 35S, lo que
indicaria una presencia muy significativa de variedades vegetales genéticamente

modificadas en muestras alimentarias de soja.
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/. RECOMENDACIONES.

1. Son necesarios estudios posteriores que incluyan la cuantificacion de
trazas de GMOs (e.g. PCR cuantitativa) para determinar si la cantidad de material GM

es inferior al 0,9% establecido como umbral en el Reglamento (CE) n° 1829/2003.

2. Son necesarios estudios posteriores para discernir el origen de la
presencia del promotor 35S en los productos compuestos de la soja verde, Vigha
radiata.

3. En las muestras ecoldgicas serian necesarios estudios mas detallados y
completos de trazabilidad para determinar si la presencia de GMOs se debe, o no, a
contaminacién accidental técnicamente inevitable, que seria el Unico origen de esta

presencia aceptado para alimentos ecolégicos.
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