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Presentacion

Los avances en biologia molecular han llevado a desarrollos tales
como lastécnicas biotecnolégicas, las cuales permiten la obtencién de
nuevos productos a través de las tecnologias del ADN recombinante
(rADN). Estos procesos o productos de la biotecnologia moderna
tienen amplias aplicaciones en medicina, agricultura, ambiente e
industria. Si bien en la mayoria de los casos ayudan a enfrentar o
solucionar problemas o limitantes en diversos campos de aplicacién,
con una visién de desarrollo sostenible, también pueden ocasionar
preocupaciones o temores al usuario no familiarizado con estas
técnicas y a la sociedad en general. Esta situacién ha estimulado el
interés de los cientificos sobre la evaluacién ex ante de los posibles
impactos de su quehacer y de sus desarrollos, y hacia la bisqueda
de conservacién y proteccion ambiental y de la salud, en un contexto
de sostenibilidad, con el fin de garantizar un uso adecuado vy
conveniente de los avances cientificos, englobado en el concepto
de bioseguridad.

Estos planteamientos se encuentran reflejados en el Convenio de
Diversidad Biolégica (articulos 8, 16, 19) en los cuales se establece
la necesidad de proteger el medio ambiente y la biodiversidad,
considerando también la salud humana, frente a los posibles
efectos adversos de los productos de la biotecnologia moderna.
Adicionalmente, se reconoce que la biotecnologia moderna presenta
un gran potencial para promover el bienestar de la humanidad, en
particular en cuanto a la satisfaccién de necesidades criticas de
alimentacién, agricultura y salud, donde los potenciales riesgos
deben ser conocidos.

El “Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia
del Convenio sobre la Diversidad Biolégica”, més cominmente
conocido como Protocolo de Cartagena en Bioseguridad, es un
acuerdo suplementario emanado del Convenio de Diversidad
Biolégica. Adoptado en enero de 2000, el Protocolo entré en vigor
en septiembre de 2003 y constituye el primer marco regulatorio
internacional en seguridad de la biotecnologia y ademds es
juridicamente vinculante para las Partes. El Protocolo de Cartagena



busca regular la transferencia, el manejo y el uso de transgénicos
u organismos vivos modificados (OVM) (también conocidos como
organismos genéticamente modificados, OGM) que puedan
tener efectos adversos en la biodiversidad, considerando riesgos
a la salud humana, especificamente en relacién con movimientos
transfronterizos. Asimismo, el Protocolo pretende maximizar los
beneficios de la biotecnologia moderna mediante la minimizacién de
sus posibles efectos adversos. Por ello, en el contexto del Protocolo de
Cartagena, el concepto de bioseguridad se refiere a la bisqueda de
instrumentos que permitan evaluar los riesgos con el fin de proteger
la salud y el ambiente.

Colombia fue uno de los paises lideres en la formulacién y
negociacién del Protocolo de Cartagena en Bioseguridad, el cual
fue aprobado mediante la Ley 740 de 2002, declarada exequible
por la Corte Constitucional. El Punto Focal del Protocolo de
Cartagena designado para Colombia es el Ministerio de Relaciones
Exteriores y el Punto Focal designado para el Centro de Intercambio
de Informacién sobre seguridad de la Biotecnologia (BCH) es el
Instituto Alexander von Humboldt. Con el fin de cumplir con los
compromisos que para el pais implica la implementaciéon efectiva
del Protocolo, se requiere del desarrollo de capacidad técnica
institucional principalmente a través de sus recursos humanos. El
establecimiento de un sistema amplio, arficulado y eficiente en
bioseguridad representa un considerable reto y requiere de inversién
financiera y humana para su disefio, implementacién y manejo. Se
trata de un campo altamente técnico que requiere de capacidad y
bases cientificas sélidas.

Conscientes de esta enorme responsabilidad, las instituciones
colombianas involucradas propiciaron la unién de esfuerzos de las
entidades responsables en la toma de decisiones previstas dentro
del Protocolo. A través de un grupo de trabajo interinstitucional, se
gestioné el proyecto “Desarrollo de Capacidades para implementar
en Colombia el Protocolo de Cartagena en Bioseguridad — Convenio
de Diversidad Biolégica” ante el Global Environmental Facility (GEF),
con el Banco Mundial (BM) como entidad ejecutora. El Instituto de
Investigacién de Recursos Biolégicos Alexander von Humboldt fue
designado por las instituciones como Unidad Implementadora del
Proyecto. Este proyecto, ejecutado entre febrero de 2004 y junio de
2007, tuvo una financiacién compartida en una relaciéon 1:3 entre
una donacién GEF-BM y contrapartidas nacionales con recursos
de los Ministerios de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial,



Agricultura y Desarrollo Rural y Proteccién Social, asi como en
especie de las instituciones participantes.

El objetivo fundamental del proyecto se centré en el desarrollo
de competencias técnicas y cientificas institucionales para que el pafs
esté en capacidad de implementar los compromisos del Protocolo
de Cartagena. Lo anterior involucra la evaluacién, el manejo y el
monitoreo de riesgos potenciales sobre la conservacién y el uso
sostenible de la biodiversidad, con consideraciones sobre efectos
en la salud, relacionados con el uso de organismos genéticamente
modificados. Entre los principales logros se incluye el fortalecimiento
de las capacidades técnicas institucionales para evaluacién y gestién
de riesgos relacionados con el uso de organismos genéticamente
modificados, y su monitoreo, como elementos fundamentales para
la toma de decisiones relacionadas.

El BCH Colombia quedé establecido como un instrumento
nacional de comunicacién entre diferentes actores en bioseguridad
como son: 1) el BCH internacional, 2) los pafses que necesitan
informacién para su propia toma de decisiones referentes al uso
seguro de los OVM, 3) las autoridades competentes en bioseguridad
en el dmbito nacional e internacional, 4) los expertos en bioseguridad,
y 5) el publico en general. Dicha informacién sobre bioseguridad
estd representada principalmente por los datos de contacto, el marco
reglamentario y las actividades que se llevan a cabo en desarrollo
de capacidades y resultados de investigacién, tanto en el dmbito
nacional como en el internacional.

Resultado fundamental para los andlisis y estudios implicados
en estudios de bioseguridad es el establecimiento del Laboratorio
Interinstitucional de Deteccion y Monitoreo de OGM, localizado en
instalaciones del ICA en Tibaitatd y en el cual participan el ICA, el
Invima y el Instituto Alexander von Humboldt. Como complemento
al fortalecimiento de capacidades investigativas en temas especificos
y estudios complementarios en riesgos potenciales del uso de OGM
se ejecutaron cuatro proyectos de investigacién, tres en estudios en
flujo de genes (maiz, papa, arroz) y uno en sistemas de informacién
sobre especies relacionadas vy silvestres, como apoyo para las
evaluaciones de riesgo y toma de decisiones relacionadas con

bioseguridad de OGM.

En conjunto, la ejecucién del proyecto representé un apoyo
para la consolidacién, la articulacién y la implementacién del marco



normativo nacional en Bioseguridad mediante el establecimiento de
un espacio de discusién e interaccién entre los actores involucrados
como autoridades nacionales competentes designadas, y la
sensibilizacién de los tomadores de decision en las distintas
instituciones.

Con este proyecto se inicié la tarea de empezar a abordar de
manera inferinstitucional la bisqueda de alternativas al complejo
reto, asi como las oportunidades y riesgos que implica la utilizacién
de organismos genéticamente modificados. Esperamos que este
proceso continle consoliddndose con el tiempo y se mantenga una
alianza de personas e instituciones responsables del tema, y con
lo capacidad cientifica y administrativa que requiere el pais para
asumir este enorme desafio.

Fernando Gast Harders Elizabeth Hodson de Jaramillo
Director General Coordinadora Proyecto GEF-BM
Instituto Humboldt Bioseguridad Colombia



Introduccion

La biotecnologia, en el sentido amplio, puede describirse como
cualquier aplicacién tecnoldgica que utiliza sistemas biolégicos, or-
ganismos vivos, o algunos de sus derivados para crear o modificar
productos o procesos para usos especificos (Convenio de la Diversi-
dad Biolégica, 1992).

La biotecnologia utiliza diferentes técnicas o métodos, y es apli-
cada en varios sectores o campos. Su aplicacién brinda herramien-
tas para el desarrollo sostenible de la agricultura, la pesca y la acti-
vidad forestal, asi como de las industrias alimenticias, farmacéuticas
y quimicas entre otras (OECD, 2005). Por su parte, la biotecnologia
moderna se define en el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad
de la Biotecnologia — Convenio de Diversidad Biolégica, como la
aplicacién de técnicas in vitro de dcido nucléico, incluidos el 4cido
desoxiribonucléico recombinante (ADNr); la inyeccién directa de dci-
do nucléico en células u orgénulos; o la fusién de células més allé
de la familia taxonémica.

Entre los productos que se pueden obtener a partir de la bio-
tecnologia moderna se encuentran los organismos genéticamente
modificados (OGM). Estos se caracterizan por la insercién de un
nuevo gen (o set de genes o secuencias) dentro de su genoma, con-
firiéndole al organismo una nueva caracteristica (Querci, 20064). La
palabra transgénico surge como término genérico para referirse a
los organismos que poseen un gen insertado de un grupo taxonémi-
co no relacionado.

La biotecnologia moderna ofrece aplicaciones en el drea de la
salud para pacientes con diabetes, Sida, enfermedades congénitas
y céncer, enfre ofros. Se estdn utilizando nuevos desarrollos en bio-
tecnologia agricola con el fin de incrementar la productividad de
cultivos. Las caracterfsticas mds frecuentes que han sido utilizadas
hasta el momento en el mejoramiento de cultivos son resistencia
a insectos, a virus, tolerancia a herbicidas, maduracién retardada,
mejora nutricional y tolerancia a condiciones ambientales extremas
(Brookes, 2007). Algunas de estas aplicaciones han permitido redu-
cir los costos de produccién, mediante la disminucién de los reque-
rimientos de insumos como plaguicidas y herbicidas.



Los cultivos comerciales de plantas transgénicas se han incre-
mentado, llegando a superar los 100 millones de hectdreas sem-
bradas a nivel mundial en el 2006 (James, 2006). Los principales
cultivos transgénicos (GM) de importancia comercial que han sido
liberadas son algodén, maiz, soya y canola, entre otros.

En Colombia, se han liberado para la siembra comercial, algo-
dén resistente a insectos lepiddpteros y tolerantes a herbicidas con
un drea menor de 0,05 millones de hectéreas durante el 2006 (Ja-
mes, 2006). Recientemente, |CA aprobé la siembra controlada de
maiz resistente a lepidépteros (ICA, 2007 a y b) asi como para con-
sumo animal (ICA, 2006 a, b y c). Por otro lado, la Sala Especializa-
da de Alimentos y Bebidas Alcohélicas del Invima aprobé algodén
como materia prima para la produccién de aceites; los productos
derivados de maiz resistente a insectos lepidépteros y tolerantes a
herbicidas; los productos derivados de semilla de soya tolerante a
herbicidas; y los productos derivados de la remolacha azucarera
resistente a herbicidas.

A medida que se incrementa el uso de cultivos genéticamente
modificados surgen preocupaciones e inquietudes entre el pUblico
en general sobre la seguridad ambiental y en salud humana de los
OGM. La implementacién de sistemas de bioseguridad que buscan
evaluar previamente a su comercializacién, los productos de la bio-
tecnologia moderna, representan una respuesta a estas inquietudes.
Como parte integral de este proceso, es la identificacion y el moni-
toreo de OGM.

Colombia ratificéd el Protocolo de Cartagena en Bioseguridad
mediante la Ley 740 de 2002 en el cual se plantea la necesidad del
establecimiento de procedimientos adecuados para la transferen-
cia, manipulacién y utilizacion de OGM que puedan tener efectos
adversos para la conservacién y la utilizacién sostenible de la diver-
sidad biolégica. Por medio de un grupo interinstitucional y el Banco
Mundial se formulé y gestioné ante el Global Environmental Facility
(GEF) el proyecto “Desarrollo de Capacidades para Implementar en
Colombia el Protocolo de Cartagena en Bioseguridad — Convenido
de Diversidad Biolégica”. Como parte de los obijetivos del Proyecto
se comprometié el establecimiento de uno o varios Nodos de Exce-
lencia Técnica para la investigacién, la valoracién y el manejo del
riesgo involucrado en todas las actividades de introduccién, trans-
porte, investigacién, produccién, uso y comercializacion de OGM,
incluyendo la puesta en marcha de un laboratorio para deteccién y
monitoreo de OGM.



El Laboratorio Central Interinstitucional de Deteccién y Monito-
reo de OGM se cred en el marco del Proyecto GEF-BM Bioseguridad
— Colombia, y de él forman parte el ICA, el Invima y el Instituto de In-
vestigacién en Recursos Biolégicos Alexander von Humboldt (IAVH).

La deteccion de un OGM se basa en determinar las diferencias
entre un organismo no modificado y un OGM. Esto puede realizarse
ya sea detectando el ADN insertado en el organismo modificado
o por medio del andlisis quimico de la nueva proteina expresada
(Querci, 2006). Para ello existen dos aproximaciones cientificas: los
métodos basados en ADN, por medio de la amplificacién de se-
cuencias especificas mediante la reaccién en cadena de la polimera-
sa (PCR, por sus siglas en inglés) y los métodos basados en proteinas
formando complejos antigeno-anticuerpo. Estos métodos permiten
observar la posible presencia/ausencia de OGM vy, en algunos ca-
sos, se pueden obtener una cuantificacién o porcentaje de OGM en
las muestras analizadas (Querci, 2006). Para cualquiera de los dos
casos, es necesaria una serie de etapas para reducir la variabilidad
y asegurar la calidad de los resultados.

Para la deteccién es necesario definir el tipo de muestra que va
a ser evaluada, el tipo de muestreo y el nimero de muestras que van
a ser analizadas. Una vez definida la etapa del muestreo, es nece-
sario precisar qué tipo de método se va a utilizar para la deteccién
(ADN o proteinas) y realizar los pasos necesarios para su andlisis
(extraccién, amplificacién, visualizacién, reporte de resultados).

El manual que se presenta a continuacién contiene los proce-
dimientos de laboratorio que son utilizados frecuentemente para la
deteccion de OGM, incluyendo los métodos para la identificacién
de ADN y de proteinas. En las primeras secciones se presentan los
fundamentos generales relacionados con muestreo, andlisis molecu-
lares y validacién de métodos, seguidas de la descripcién detallada
de los protocolos para las pruebas moleculares y un glosario. Espe-
ramos que este manual sea de utilidad para quienes trabajan en el
tema.







Muestreo y manejo
de las muestras

El muestreo y la preparaciéon de la muestra son pasos cruciales en
el proceso de deteccién de OGM. La inspeccién de una muestra
es menos costosa que la inspeccién de todo un lote; sin embargo,
el contenido de una muestra no siempre refleja el contenido del
lote de muestreo. El procedimiento de muestreo determina la
representatividad de un resultado mientras que la cantidad y calidad
de los analitos puede variar dependiendo de la preparacién de la
muestra.

Una muestra al azar es aquella seleccionada en el proceso en
la cual cada posible muestra de un lote de muestreo tiene la misma
posibilidad de ser seleccionada. Esto significa que una muestra al
azar produce un estimado imparcial de la medida de interés. En la
practica una muestra al azar no es siempre f4cil de obtener a partir
de un lote de muestreo (Asif, 2004).

1. Tipos de muestras de OGM

Las muestras para realizar un andlisis de OGM pueden provenir de
diversas matrices: vegetales, semillas y tejidos; las més utilizadas son
tejido foliar, semillas y tallo. También se pueden analizar alimentos
o sus procesados (harinas, panes, aceites, salsas, entre otros), los
cuales van a ser utilizados como materia prima, para procesamiento
o directamente como alimento. Dependiendo del tipo de muestra
que se va a evaluar, es necesario seguir diferentes protocolos para
una adecuada deteccién del OGM.

2. Muestreo

Vale la pena enfatizar que para la deteccién de OGM se debe
seguir una cadena de custodia, efectuar una adecuada rotulacién
y emplear recipientes apropiados para cada tipo de muestra. Estos
pasos permiten reducir la probabilidad de contaminacién cruzada o
mezcla de las muestras, en cualquiera de las etapas. Se recomienda
el uso de contenedores (bolsas, frascos) para cada tipo de muestra,
documentacién y un correcto rotulado (Bindler et al., 1999).

Instituto de Investigacion de Recursos Biolégicos Alexander von Humboldt [ 15 ]



Manual de procedimientos de laboratorio para deteccién de
organismos genéticamente modificados (OGM)

Debido a la alta sensibilidad de los protocolos para la deteccién
de OGM, se debe tener especial cuidado en impedir contaminacién
cruzada entre lotes de muestreo o entre muestras de laboratorio
(Bindler et al., 1999). Los contenedores de las muestras deben ser
preferiblemente nuevos y estar almacenados en dreas del laboratorio

donde no exista la posibilidad de contaminacién con muestras
positivas de OGM (Zet et al., 2006; Bindler et al., 1999).

Uno de los factores mds importantes en la deteccién de OGM
son las estrategias de muestreo y el tamafo de la muestra. El plan
de muestreo debe ser concebido, asegurando una representatividad
estadistica del material. Debido a que la presencia de OGM en la
muestra no es homogénea, la varianza asociada con el muestreo re-
presenta en gran medida la varianza total de la deteccién, incluyen-
do los pasos de extraccién y su posterior andlisis (Zet et al., 2006).

La mayoria de los planes de muestreo para granos asumen
una distribucién al azar de OGM de tal manera que el promedio,
desviacién estandar, los riesgos para el productor y el consumidor
pueden ser estimados mediante una distribucién normal o de
Poisson. Sin embargo, dada la alta probabilidad de niveles de
no-deteccién de material modificado genéticamente en los lotes
de granos, el asumir una distribucién normal puede llegar a ser
altamente riesgoso, debido a que pequefias variaciones tienen un
efecto significativo en la exactitud (%OGM) y precisiéon (varianza
de %OGM). Un modelo comUnmente utilizado es el KelSa (por sus
siglas en inglés: Kernel Lot Sampling), procedimiento complejo de
multiples etapas que reduce un lote en una muestra analitica de
un tamafo representativo y cémodo para su manejo. KelSa es un
modelo que permite la estimacién del error asociado al muestreo
mediante diferentes protocolos, en términos de nimero como
tamafio de muestras tomadas de un lote, sin limitarse a asumir algin
tipo de distribucién (Paoletti et al., 2003).

3. Cadena de custodia

Una vez realizado el muestreo, la muestra debe ser manejada bajo
ciertos pardmetros con el fin de asegurar su calidad. Estos pard-
metros se conocen como cadena de custodia, e indican la persona
responsable y bajo qué condiciones la muestra ha sido conservada
desde su toma, hasta su llegada al laboratorio. Asi mismo, el res-
ponsable de las diferentes etapas del transporte debe asegurarse
de que se mantengan las condiciones para evitar alteraciones en
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la muestra (femperatura de transporte, tipo de bolsas o empaques,
enfre ofros).

4. Requisitos de aceptabilidad de la muestra

Semillas o granos: las semillas tienen que estar sin un ex-
ceso de humedad o contaminacién visible por hongos. La
cantidad minima para el andlisis de granos o semillas es de
3 kilos (3.000 g).

Tejido vegetal fresco: tiene que mantenerse refrigerado desde
la toma de la muestra (4 °C), preferiblemente en presencia
de algun desecante (silica gel); también se requiere que el
tejido sea joven y sano.

Alimentos procesados: las muestras deben estar en buenas
condiciones, preferiblemente en sus empaques originales.
Para alimentos procesados, la cantidad minima requerida
es de 500 g. En el caso de alimentos liquidos (aceite, leche)
la cantidad minima requerida es de 500 ml.

5. Acondicionamiento de la muestra

Alingresar al laboratorio, las muestras (vegetales, alimentos, liquidos,
materias primas) deben ser acondicionadas en un drea especial.

Para semillas o granos, es necesario el empleo de un molino
que permita obtener un tamafio de particula de 200-500 um
para la posterior extraccién de ADN o de proteinas.

Para el material vegetal fresco, es necesario el uso de
nitrégeno liquido para macerar el material hasta obtener un
polvo, manteniendo siempre la muestra a temperatura de
congelacién (-20 °C) hasta su andlisis por métodos basados
en ADN.

Para alimentos o ingredientes procesados sélidos o semi-
sélidos, es necesario el uso de un molino para obtener un
tamafio de particula de 200-500 um.

En todos los casos es necesario almacenar una contramuestra
en su empaque original o recipiente de recoleccién y asi mismo
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una muestra molida lista para su extraccién en un tubo de 1,5 ml.
Esta debe ser retenida por un tiempo prudente (determinado por las
politicas del laboratorio) en el ultracongelador (-80 °C).

Para realizar el andlisis de deteccién de OGM es necesario te-
ner en consideracién que algunos de los procedimientos de acondi-
cionamiento pueden alterar la calidad de la muestra (congelacién,
secado, molienda). Asi mismo, es necesario tener en cuenta que al-
gunos tipos de muestras contienen compuestos que pueden afectar
o inhibir posteriores procesos (PCR o inmunoensayos) complicando
el proceso de deteccién (Bindler et al., 1999).

Fundamentos para el
analisis molecular de OGM

1. Métodos basados en ADN

La deteccién de una secuencia especifica de ADN es uno de los
métodos mds utilizados para la identificacién y cuantificacion de
OGM vy sus productos derivados. Los métodos que permiten la
deteccién cualitativa, semicuantitativa o cuantitativa de OGM
utilizan la tecnologia de la PCR, ya sea en punto final (convencional)
o en tiempo real.

1.1 Extraccion de ADN

La seleccion del método de extraccién de ADN es uno de los
pasos determinantes para la deteccion de OGM. El protocolo mds
adecuado debe ser aquel con el que se obtenga la mejor eficiencia
de extraccién de ADN, y que permita la remocién de sustancias que
pueden inhibir la amplificacién posterior polifenoles, polisacéridos,
entre ofros (Smith y Maxwell, 2007; Gankar et al., 2006; Holst-
Jensen et al., 2003; Schreiber, 1999).

La determinacién de un método ideal de extraccién de ADN
para la deteccién de OGM es complejo dado que una misma matriz,
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empleando dos protocolos diferentes, puede arrojar eficiencias
de amplificacién diferentes (Hubner et al., 2001). Por ende, no es
conveniente trabajar con un solo protocolo de extraccién, ya que
la seleccién del método depende de factores variables. En los
laboratorios de deteccién de OGM, las técnicas empleadas provienen
generalmente de experiencias previas con muestras similares. Por
esto se deben implementar controles de calidad rigurosos en cada
una de las etapas de la deteccién, asegurando asi, la confiabilidad
de los resultados (Gankar et al., 2006; Holst-Jensen et al., 2003;
Ahmed, 2002).

La eficiencia de la extraccién estd determinada por la cantidad
y calidad de ADN recuperada o el indice de falsos positivos. Una
cantidad muy alta de falsos positivos aumentard las evaluaciones
posteriores lo cual conlleva a una pérdida de esfuerzo y tiempo
(Hubner et al., 2001; Schreiber, 1999). Se debe obtener la suficiente
cantidad de ADN para garantizar la deteccién de secuencias
insertadas, estando esta cantidad entre los limites de deteccién y de
cuantificacién determinada por los protocolos empleados (Gankar
et al., 2006; Kay y Van den Eede, 2001).

Algunos compuestos presentes en plantas y alimentos pueden
ser coextraidos junto con el ADN y pueden afectar su posterior
amplificacién por PCR. Entre los compuestos mds comunes
que pueden inhibir la amplificacién se encuentran: polifenoles,
polisacdridos, metabolitos secundarios, proteinas, grasas, extractos
de cocoa o azlcar caramelizada (Kubista et al., 2006).

La calidad y concentracién de los reactivos usados tanto en
la extraccién como en la amplificacién también pueden afectar el
rendimiento de la misma, reduciendo la afinidad frente a la secuencia

objetivo (Hubner et al., 2004; Ahmed, 2002; Hubner et al., 2001).

El efecto de inhibicién de la amplificacién puede ser observado
y medido por (Kubista et al., 2006):

e El bloqueo completo de la amplificacién.

* Los valores Ct (ciclo de umbral de amplificacién) en la PCR
mds altos a los esperados segin la concentracién de ADN
adicionado inicialmente.

* Una eficiencia baja de la PCR.
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1.2 Cuantificacion

Es necesario cuantificar el ADN después de extraido para asegurar
un resultado final confiable y reproducible. Tradicionalmente, la
cuantificaciéon de ADN se realiza por espectrofotometria, mediante
la absorbancia a 260 nm, fundamentdndose en el hecho de que
cada una de las bases tiene su propio y Unico espectro de absorcién
y por lo tanto, contribuye de manera diferente a la propiedad total
de absorcién de luz UV de una molécula de ADN (IBT, 2007). Su
mayor desventaja consiste en una baja sensibilidad y la dificultad de
distinguir entre ADN de cadena sencilla y ADN bicatenario.

Actualmente se utilizan otros métodos para la cuantificacién del
ADN usando fluorocromos vy la hibridacién de oligonucledtidos lo
cual reduce el consumo de ADN debido a un aumento en la sen-
sibilidad. PicoGreen®, un método recientemente empleado para la
cuantificaciéon de ADN, es un tinte fluorescente que aumenta la fluo-
rescencia al unirse a ADN de doble cadena y que puede ser leido en
una placa de 96 pozos (Van den Bulcke et al., 2007 Mattarucchi et
al., 2005; Haque et al., 2003).

1.3 Amplificacién

La reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por
sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de
biologia molecular descrita en 1985 por Kary Mullis, cuyo objetivo
es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN par-
ticular. Esta técnica se utiliza para amplificar un fragmento de ADN,
empleando primers o cebadores especificos (secuencias de oligonu-
cledtidos) para una secuencia de ADN dada (Saiki et al., 1985).

La tecnologia de PCR se ha convertido en una de las principales
herramientas de la biologia molecular y por consiguiente es muy
utilizada para la deteccién e identificacién de OGM. La PCR se basa
en el uso de dos secuencias especificas de nucleétidos (cebadores o
primers) que corresponden a los dos extremos del segmento de ADN
obijetivo, el cual es amplificado exponencialmente utilizando una po-
limerasa termoestable (Holst-Jensen et al., 2003; Schreiber, 1999).

Las mayores limitaciones en la deteccién de OGM son el
conocimiento o acceso a la informacién sobre los posibles primers
(cebadores) utilizados, la calidad y la cantidad de ADN extraido para
el andlisis. Estas limitaciones y los pasos propios del procesamiento
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o tratamiento de las materias primas (lavados, calentamientos,
maceracién) hacen que las detecciones de OGM sean complicadas y
complejas. Como consecuencia, muchos productos provenientes de
la tecnologia de OGM tienen una baja calidad de ADN, reduciendo
las probabilidades de amplificacién.

Dependiendo del objetivo del andlisis (cualitativos o
cuantitativos), la amplificacién de ADN se puede desarrollar por
medio de PCR tiempo real o PCR punto final. Si se ha realizado
PCR punto final es necesario efectuar una electroforesis en gel de
agarosa con el fin de visualizar el resultado de la amplificacién. Por
el contrario si se ha realizado una amplificacién con PCR tiempo real
el andlisis se lleva a cabo a través del software del equipo.

1.4 PCR punto final

El desarrollo de PCR punto final se basa en la amplificacién de una
secuencia especifica de ADN determinando la presencia/ausencia
de la secuencia de ADN insertada en el organismo. La PCR conven-
cional se basa en la denaturacién de la cadena doble de ADN de
la muestra, seguido del anillaje del primer con la secuencia objetivo
y una posterior elongacién de cada una de las nuevas cadenas (Fi-
gura 1); este proceso es repetido por varios ciclos obteniendo una
amplificacién exponencial de la secuencia de ADN obijetivo.

/ Denaturacion \

- -

Anillaje

e Sr—

Figura 1. Diagrama de una PCR convencional.
Fuente: http://members.aol.com/BearFlag45/Biology1A/LectureNotes/LNPics/Recomb/pcr.qif.
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Esta PCR se utiliza comUnmente como una primera evaluacién
o filtro rutinario (screening), teniendo en cuenta que la secuencia
de ADN objetivo debe estar plenamente identificada y los
oligonucleétidos (primer) disponibles (Anklam et al., 2002).

Para confirmar los resultados obtenidos en la PCR cualitativa, se
cuenta con diferentes métodos como el rompimiento especifico del
producto amplificado, hibridacién con sondas especificas y secuen-
ciacién del producto. Sin embargo, estos procedimientos posteriores
pueden incrementar los costos de la determinacién siendo innecesa-
rios en algunos casos donde sélo se quiera determinar cualitativa-
mente la presencia de un OGM (Ahmed, 2002).

1.4.1 Electroforesis

Para visualizar los productos amplificados por medio de una
PCR convencional, es necesario realizar una electroforesis. La
electroforesis en gel de agarosa es un método cominmente empleado
para separar, visualizar y purificar fragmentos de ADN. La técnica
permite la separaciéon de macromoléculas con base en su tamafio y
carga eléctrica mediante la migracién de particulas cargadas bajo
la influencia de un campo magnético. EIl ADN en solucién estd
cargado negativamente por sus grupos fosfatos, los cuales migran
hacia el dnodo separdndose de acuerdo con su tamafio (pares de
bases). Para realizar la visualizacién se emplea algin colorante
como bromuro de etidio, el cual se intercala entre las bases de ADN
y fluéresce bajo luz ultravioleta (Longo et al., 2005).

| | i

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa visualizado con bromuro de etidio.

1.5 PCR en tiempo real

El empleo de la PCR en tiempo real permite determinar limites de
detecciéon (LD) y cuantificaciéon (LC) y contenidos aproximados de
OGM con mayor exactitud (Smith y Maxwell, 2007; Holst-Jensen et
al., 2003; Ahmed, 2002). La PCR en tiempo real ha sido utilizada con
mejores resultados que la PCR convencional en la deteccién de OGM
debido a su desarrollo cuantitativo, sin necesidad de procedimientos
posteriores y con una mayor sensibilidad de amplificacién.
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La PCR en tiempo real permite el monitoreo de la reaccién de la
amplificacién en un ambiente cerrado sin interferencias (Holst-Jensen
etal., 2003; QIAGEN, 2002). La sefal de fluorescencia corresponde
a un incremento en el producto amplificado el cual puede ser
visualizado y medido en una pantalla de computador; el software
adecuado puede estimar de forma cuantitativa inmediatamente la
sefial fluorescente emitida. El riesgo de contaminacién cruzada es
bajo y los resultados son obtenidos en poco tiempo —<30 min—
(Smith y Maxwell, 2007; Herndndez et al., 2004; Holst-Jensen et al.,
2003; Ahmed, 2002; QIAGEN, 2002) (Figura 3).

¢
111TrrnTnTnTrrrﬁ“

Colorante SYBR Green no excitado Denaturacion

¢ ¢

I N

H ﬂ Anillamiento

2N 2N

Colorante SYBR Green emitiendo
Fluorescencia

Extension

Fgura 3. Diagrama de PCR en tiempo real empleando la tecnologia SYBR® Green |.
Fuente: http://www.bcm.edu/cms_web/110/gpcr_sybrgreen_2_1g.gif

Asi mismo, el uso de la PCR en tiempo real es ¢til para la
amplificacién de pequefios fragmentos o fragmentos de ADN
degradado (frecuentemente obtenidos en muestras de alimentos
procesados) (Alary et al., 2002).

1.6 Secuencias objetivo

Los métodos para la deteccion de OGM por medio de la PCR (punto
final o tiempo real) pueden ser agrupados en dos, de acuerdo con
su nivel de especificidad. Usualmente, un producto genéticamente
modificado se obtiene a partir de una transformacién donde hay una
insercién de la secuencia especifica junto con secuencias adicionales
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de control de expresién —promotores o terminadores— (Gankar et al.,
2006; Holst-Jensen et al., 2003; Wolf et al., 2000). La deteccién
de OGM se puede realizar por medio de secuencias no especificas
o especificas; en el primer grupo se detectan los elementos
empleados frecuentemente en biotecnologia tales como secuencias
promotoras, terminadoras y genes de resistencia a antibiéticos (Wolf
et al., 2000; Shirai et al., 1998). En el segundo grupo se busca
amplificar secuencias especificas a los eventos OGM —tales como
Bt, MON810- (Gankar et al., 2006 Holst-Jensen et al., 2003; Wolf
et al., 2000).

1.6.1 No secuencia-especifica

Los protocolos mds comunes para la deteccién de ADN a partir de
plantas o alimentos genéticamente modificados se han basado en la
amplificacién de secuencias promotoras o terminadoras. Dado que
son secuencias “genéricas” ampliamente distribuidas, un resultado
positivo no indica necesariamente que se trate de un OGM, siendo
necesario realizar pasos posteriores con secuencias especificas para
cada evento que permiten confirmar los resultados positivos (Wolf et

al., 2000).

Entre las secuencias no especificas cominmente usadas para
la deteccién de OGM estén: promotor 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV), terminador de la nopalin sintetasa nos de
Agrobacterium tumefaciens y genes de resistencia a la kanamicina

nptll (Cardarelli et al., 2005; Wolf et al., 2000; Shirai et al., 1998).

La amplificacién de secuencias no especificas es de gran impor-
tancia para andlisis rutinarios y control del marcaje de alimentos. Sin
embargo, se puede obtener una gran cantidad de falsos positivos,
debido a que estas secuencias de control de expresion se encuentran
en condiciones naturales (el promotor 35S pertenece al virus del
mosaico de la coliflor (CaMV por sus siglas en ingles) y pueden es-
tar presentes tanto en OGM como en otras plantas convencionales
no modificadas (Holst-Jensen et al., 2003; Brodmann et al., 2002;
Wolf et al., 2000). Otros falsos positivos han sido descritos como un
resultado de la amplificacién de fragmentos del mismo tamafio que
el promotor o el terminador (Wolf et al., 2000).

1.6.2 Secuencia-especifica

La amplificacién secuencia-especifica se basa en la deteccién
de secuencias especificas para cada evento de OGM, es decir,
evidenciar la presencia del transgen. Los resultados de este tipo
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de deteccion especifica determinan con seguridad la presencia/
ausencia de un OGM.

Se pueden construir las secuencias especificas donde se unan
secuencias del promotor o terminador con el gen transgénico
(Holst-Jensen et al., 2003). La deteccién de este tipo de fragmento
es mucho mas efectiva en la identificacién del OGM, sin embargo
sus costos son mds altos (Gankar et al., 2006; Holst-Jensen et al.,
2003; Wolf et al., 2000).

1.7 Ventajas y desventajas de los métodos
basados en ADN

Las ventajas de emplear métodos basados en ADN radican en que
no es necesaria la expresién de la caracteristica introducida para
que sean detectados (como sucede con proteinas).

La rapida y alta sensibilidad en detectar OGM es uno de los
factores més importantes en la utilizaciéon de métodos especificos.
Sin embargo, la deteccién de un transgen especifico en OGM con
eventos conjuntos (stacked) no es tan fdcil por estas técnicas (Holst-
Jensen et al., 2003; Wolf et al., 2000). Lo anterior, debido a que
utilizan sistemas de expresiéon similares en ambas caracteristicas
dificultando su diferenciacién; por esta razén, requieren de la
disponibilidad completa de la informacién genética insertada para
poder desarrollar secuencias especificas que se hibridicen con el
genoma para su deteccién.

Debido a la alta sensibilidad y especificidad de la PCR en sus
diferentes formatos, esta tecnologia es la principal para la deteccién
de OGM cudlitativa y cuantitativamente (Anklam et al., 2002),
dado que la reproducibilidad y trazabilidad de los protocolos es
fundamental en los laboratorios de referencia.

2. Métodos basados en proteinas

Las proteinas son el resultado de una expresién regulada de los
genes. Para obtener un OGM se inserta una secuencia de ADN
que posee no sélo el gen de interés, que codifica para determinada
proteina, sino todas aquellas secuencias que regulan su expresién. El
resultado es un organismo que expresa dicha proteina, confiriéndole
nuevas caracteristicas.
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Esta metodologia se basa en el reconocimiento especifico de
un epitope, o porcién de la proteina, por parte de un anticuerpo,
recreando la respuesta inmune. La especificidad de determinado
anticuerpo por un epitope Unico permite que el uso de esta tecnologia
sea ideal para la deteccién cuantitativa y cualitativa de proteinas.

Una de las principales ventajas de emplear inmunoensayos
para la deteccién de OGM es su alta especificidad, lo que permite
el reconocimiento de una sustancia antigénica ain cuando haya
presencia de sustancias contaminantes (Libeck, 2007; Ahmed,
2002, Anklam et al., 2002). La metodologia de inmunoensayos
se utiliza en forma rutinaria, para obtener una répida purificacién,
visualizacién y cuantificacién de proteinas provenientes de OGM.

Una las desventajas de los andlisis inmunoquimicos es que su
precision y exactitud pueden verse seriamente afectadas en matrices
complejas como algunos productos alimenticios. Las posibles causas
deinterferencia se deben ainteracciones no especificas del anticuerpo
con proteinas, surfactantes, compuestos fendlicos, denaturacién de
proteinas por dcidos grasos, la presencia de fosfatasas endégenas o
inhibidores de enzimas (Anklam et al., 2002). La deteccién también
puede ser afectada en los casos en que se encuentran bajos niveles
de expresién de proteinas transgénicas, por degradacién asociada a
tratamientos térmicos o por una baja afinidad del anticuerpo con el
epitope (Ahmed, 2002; Anklam et al., 2002).

Los protocolos mds exitosos para la deteccién de OGM, em-
pleando anticuerpos, son los que se unen a una matriz sélida y estén
presentes en dos formatos: ensayos competitivos y ensayos en sand-
wich. Técnicas como el Western Blot y ELISA también han sido em-
pleadas para la deteccién de productos transgénicos (Ahmed, 2002).

Algunos de los anticuerpos que han sido desarrollados para la
deteccién de proteinas genéticamente modificadas son Bt, CrylA 'y
PAT; sin embargo, cabe resaltar que dependiendo de las variedades
del cultivo, se pueden presentar algunas diferencias en la expresién
proteica (Anklam et al., 2002) afectando de esta manera la sensibi-
lidad y exactitud del método.

2.1 Efectos de la matriz

Al igual que con los métodos basados en ADN, el tipo matriz es de
gran importancia para la deteccién de proteinas provenientes de

[ 26 ] Instituto de Investigacién de Recursos Biolégicos Alexander von Humboldt



Maldonado C., Alvarez E. L. y Castellanos J.

OGM. Para evaluar el efecto de diferentes matrices, se emplea una
solucién patrén, basada en extractos de material no genéticamente
modificado, realizando una curva de calibracién con concentraciones
conocidas del OGM. Si existe alguna interferencia significativa (p.e.,
mds del 10-15% de inhibicién o incremento) o si la forma de la
curva de calibracién cambia, los estédndares deben ser diluidos con
la solucién patrén de material no genéticamente modificado para
garantizar una cuantificacién exacta (Miraglia ef al., 2004; Anklam
et al., 2002).

2.2 Seleccion del antigeno

En los inmunoensayos para la deteccién de OGM es de vital impor-
tancia la seleccién y caracterizacién adecuada de las proteinas que
actban como antigenos. La pureza de un antigeno debe ser ideal-
mente mayor del 75% (Miraglia et al., 2004). Algunas caracteristicas
de los antigenos que determinan la probabilidad de éxito, son: ta-
mafo, hidrofobicidad, estructura terciaria, maduracién de proteinas
y glicosilacién. Posiblemente la mayor variable asociada a los inmu-
noensayos es el tipo de antigeno empleado para la produccién de
anticuerpos (Miraglia ef al., 2004; Anklam et al., 2002).

2.3 Cuantificacion

Existen grandes limitaciones para la cuantificaciéon de proteinas,
dado que los niveles de expresién introducida son especificos para
cada tejido del organismo y son regulados diferencialmente durante
el desarrollo. Los niveles de proteinas en muestras desconocidas
son dificilmente comparables con aquellos usados en materiales de
referencia. Una determinacién exacta sélo es posible cuando las
matrices de la muestra son idénticas al material de referencia y los
estandares o materiales de referencia que son compatibles han sido
validados para la matriz disponible (Miraglia et al., 2004).

2.4 ELISA

Muchos métodos de inmunoensayos se han basado en la técnica
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). Bdsicamente, esta
prueba es una reaccién antigeno-anticuerpo que se lleva a cabo
en una fase soélida (placas de 96 pozos). El antigeno-anticuerpo
reacciona y produce un complejo estable quepuede ser visualizado
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por la adicién de un segundo anticuerpo unido a una enzima. La
adicién de un sustrato que reacciona con la enzima resulta en una
formacién de color, la cual puede ser medida fotométricamente
(Figura 4). Asi se compara el color de las muestras con los de un
estédndar determinando, el rango de la concentracién en la muestra
(Miraglia et al., 2004).

Muestra Unién de la Adicion de Complejo
muestra al soporte anticuerpos antigeno-anticuerpo
. | > >
® 0 °
® o O O ® o O ©O ® o O O o 0o © O

Adicién de complejo
anticuerpo-enzima

Lo o | e
NONRON [N

Figura 4. Diagrama de la prueba ELISA.
Fuente: http://microvet.arizona.edu/Courses/MIC419/ToolBox/elisa.html

ELISA ha sido empleada con marcadores especificos de los
eventos de OGM producidos hasta el momento neomicina fosfo-
transferasa Il - nptll. Un método de ELISA modificado recientemente
(2007) basado en la deteccidon de ntpll ha sido empleado con éxito
en un gran ndmero de lineas genéticamente modificadas en nueve
especies vegetales. Similarmente, se ha demostrado que la enzima
sintetasa 5-piruvil shikimato-3-fosfato (EPSPS) ha sido expresada en
soya RR®, de la cual se ha desarrollado un inmunoensayo con re-
sultados positivos en las validaciones (Libeck, 2007; Anklam et al.,

2002).

Existen varios kits de ELISA comercialmente disponibles. Algu-
nos de estos kits de gran interés en la deteccién de proteina genéti-
camente modificada son Bt, CrylAc, Cry1C, Cry3A, Cry2A, Cry9C,
CP4 EPSPS y PAT, que ademds ofrecen un alto grado de automati-
zacién. Sin embargo, cabe resaltar que el contenido de las protei-
nas no estd distribuido homogéneamente dentro de la planta (p.e.,
en el maiz las mayores concentraciones de proteinas genéticamente
modificadas son observadas en las hojas y no en granos) segin lo
explicado anteriormente (Libeck, 2007; Anklam et al., 2002).
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2.5 Tiras de flujo lateral

Comercialmente se han desarrollado algunas variaciones de ELISA
para la deteccién de proteinas genéticamente modificadas. Entre
las mds usadas se tienen bandas de flujo lateral, con las cuales
se obtienen resultados semicuantitativos de forma sencilla y rdpida

(Anklam et al., 2002).

Este formato de bandas laterales se emplea para la deteccién
de OGM en hojas, semillas y granos. Como soporte se emplean
tiras de papel o pldsticas, siendo éste el sitio de la reaccién. La
membrana de las bandas posee dos zonas de captura, una que se
une a la proteina genéticamente modificada y la ofra que captura
el colorante. Una vez se anade la muestra, ésta se difunde a través
de la tira, uniéndose primero a los anticuerpos conjugados. En su
recorrido hasta la linea control, la muestra ya conjugada pasa por
la linea de ensayo, sufriendo un cambio de color cuando ocurre
la reaccién en la membrana. La presencia de una sola linea (linea
control) en la membrana, indica una muestra negativa y la presencia
de dos lineas, indica una muestra positiva (Figura 5).

Anticuerpos Banda de Banda de
Muestra conjugados ensayo control

Soporte de Soporte de

Soporte de i i6 . 8
muestra cgonjugacion Membrana manipulacién
\

\

Olg ©

il

Resultado Control valido
positivo

Figura 5. Diagrama de la bandas de flujo lateral.
Adaptado de: http://exploration.nasa.gov/articles/homeplanet_lite.html.

2.6 Western Blot

Es un método altamente especifico, que determina si la muestra
contiene la proteina objetivo, y es muy eficiente con proteinas
insolubles (Ahmed, 2002). La separacién electroforética de la proteina
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se realiza en un ambiente denaturante donde cualquier problema de
solubilizacién, agregacién o precipitacién se elimina. Este método
se basa en la separacién de proteinas de una muestra en funcién
de su tamafio mediante una electroforesis y una posterior deteccién
mediante anticuerpos especificos para la proteina obijetivo.

Las muestras que van a ser evaluadas se solubilizan con
detergentes (SDS) y son separadas por su tamafo y polaridad en un
gel de poliacrilamida. Luego, estos componentes son transferidos
y fijados a un soporte sélido (membrana de nitrocelulosa). A la
membrana se le adiciona un anticuerpo primario que reconoce
la proteina determinada que luego serd identificada con sondas
especificas (sueros mono o policlonales). Finalmente, el anticuerpo
es tefiido con algun colorante como ponceau, comassie o nitrato de
plata (Figura 6).

Proteinas transferidas

Bloqueo de
membrana

Anticuerpo
primario

Anticuerpo
secundario

Desarrollo
de color

Marcadores
de peso
molecular

@ Visualizacién

Figura 6. Diagrama del Western Blot.
Fuente: http://www.chemicon.com/resource/ANT101/a2B.asp

Los limites de deteccién de proteina genéticamente modificada,
empleando la técnica del Western Blot, varian entre 0,25 y 1%

dependiendo del tipo de muestra (material vegetal, alimentos
procesados) (Ahmed, 2002).

2.7 Ventajas y desventajas de los métodos
basados en proteinas

La aplicacién de métodos basados en proteinas para la deteccién
de OGM tiene un gran potencial por su bajo costo, practicidad,
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rapidez y facil procesamiento de una gran cantidad de muestras.
Estos andlisis se consideran adecuados cuando se necesita realizar
controles de rutina (Ermolli et al., 2004).

Por otro lado, los inmunoensayos se han convertido en
herramientas apropiadas y muy empleadas para la deteccion de
cultivos OGM en campo, ademds de que nnecesario personal
altamente calificado para la realizacién de las pruebas, debido a su
facil manipulacién (Aklam et al., 2002; Libeck, 2007).

Fundamentos de la
validacion de los métodos
para la deteccion de OGM

La validacién de un procedimiento analitico o ensayo es la forma
para establecer, por medio de estudios en el laboratorio, una base
de datos que demuestre cientificamente que un método tiene las
caracteristicas de desempefio que son adecuadas para cumplir con
los requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Implica
ademdés la demostracién de la determinaciéon de las fuentes de
variabilidad y del error sistemdtico y al azar de un procedimiento, no
sélo dentro de la calibracién sino en el andlisis de muestras reales.

Gankar y colaboradores (2006), basados en la propuesta de
Holst-Jensen y Berdal (2004), sugieren una metodologia que permi-
te la validacién de métodos para la deteccién de OGM en alimentos
y plantas por médulos o etapas (entendiendo estos médulos como
los pasos que se deben llevar a cabo para la deteccién: muestreo,
extraccién del analito de la matriz, cuantificacién del analito y and-
lisis). De esta forma, la validacién de las pruebas para deteccién de
OGM se realiza por validaciones independientes.

Cualquier procedimiento de validacién debe identificar y cuan-
tificar las fuentes potenciales de error. No es posible determinar un
Unico procedimiento de validacién para todos los procesos. La se-
leccién depende de la naturaleza del ensayo y de los andlisis re-
queridos. Para una adecuada seleccién del método es necesario
realizar una busqueda bibliogréfica exhaustiva con el fin de conocer
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diferentes metodologias analiticas, evaluarlas y seleccionar las més
adecuadas para las condiciones especificas de cada laboratorio.

Para todas las validaciones es necesario evaluar el andlisis o la
verificacién de los pardmetros de:

e Exactitud

*  Precisién

e Limite de deteccién (los datos obtenidos no son los mismos
de exactitud o precisién)

e Limite de cuantificacién

e Especificidad

e Linearidad

* Rango

e Solidez

1. Limites de deteccion (LD)

Es la cantidad mds pequefia de analito en una muestra que puede
ser detectada por una Unica medicién, con un nivel de confianza de-
terminado, pero no necesariamente cuantificada con un valor exac-
to. Berdal y Holst-Jensen (2001) propusieron que se debe utilizar un
numero absoluto de copias de ADN vy realizar la diferenciacién entre
los métodos para determinar LD teérico (estos valores son relativos
y obtenidos con estudios de validaciones) y los valores de LD reales
(obtenidos a partir de la evaluacién de la muestra). Sin embargo,
estos valores dependen de la matriz evaluada y la cantidad de ADN
disponible para la realizacién de la PCR.

Un método comprobado para la determinacién del LD se basa
en la PCR de tiempo real usando SYBR® Green (Herndndez et al.,
2004 Holst-Jensen et al., 2004; Ahmed, 2002). La ventaja de este
método de fluorescencia en tiempo real es que permite una determi-
nacién mds precisa de LD.

2. Limites de cuantificacion (LC)

Es la cantidad mds pequena del analito en una muestra que puede
ser determinada cuantitativamente con exactitud aceptable. Es un
pardmetro del andlisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos
en matrices de muestra y se usa particularmente para determinar
impurezas y productos de degradacién. Existen dos aproximaciones
principales para la cuantificaciéon de ADN en la deteccion de OGM.
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La primera es una comparacién de Ct (ciclo umbral de amplifica-
cién) y la segunda, una curva de estandarizacién (Gankar et al.,
2006; Applied Biosystems, 2001). Para la comparacién de Ct es
necesaria una validacién previa en donde se demuestre la eficiencia
del gen objetivo y el gen de referencia, la cual debe ser igual. Aqui
se observa una relacién lineal basada en las diferencias de los va-
lores de Cty el gen de referencia de un OGM especifico, utilizando
materiales de referencia certificados con diferentes concentraciones
de OGM (Lubeck, 2007; Gankar et al., 2006; Holst-Jensen et al.,
2003; Schreiber, 1999).

Para este primer acercamiento (comparacién de Ct), es nece-
sario asumir que las eficiencias de las amplificaciones son iguales
para los dos Ct evaluados (control y OGM), en todos los experi-
mentos y para todas las muestras evaluadas. La validacién con este
acercamiento debe ser estricta, sélida y con un ndmero limitado de
matrices reduciendo asi la variacién inherente de la matriz (Gankar

et al., 2006).

En el segundo acercamiento para determinar el LC, se emplea la
curva de estandarizacién, para lo cual la secuencia de referencia es
preparada con diluciones seriadas y analizada independientemente.
De esta forma se pueden evaluar las diferencias en la eficiencia de
la PCR entre los amplicones evaluados. Con este acercamiento se
obtienen resultados mds sélidos, ya que las eficiencias de amplifi-
cacién son tenidas en cuenta. Sin embargo, de nuevo es necesario
asumir que las eficiencias de la PCR son las mismas para el ADN de
referencia y el evaluado, llevando a una posible sobre o subestima-
cién del contenido de OGM en las muestras (Libeck, 2007; Gankar
et al., 2006).

3. Validaciéon de PCR

El objetivo de la validacién para un método de PCR analitico es
demostrar que en ensayos sucesivos de extraccién, preparacién y
andlisis el rendimiento va a ser adecuado, preciso, exacto y repro-
ducible para un analito especifico en una matriz dada. El proceso
de validacién permite el uso de métodos y resultados independientes
gue son comparables los unos con los ofros (Anklam et al., 2002).

Dependiendo del objetivo del andlisis (cualitativo o cuantitativo) se
deben tener en cuenta diferentes pardmetros (Anklam et al., 2002):
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* Especificidad/selectividad

¢ Sensibilidad
e Precisién/exactitud
¢ Solidez

Losfalsos positivos, pueden sercontrolados porla coamplificacién
de un control interno (adicionalmente a los dos controles de rutina
positivo y negativo).

Para un ensayo cuantitativo los datos recomendados para tener
en cuentfa son:

* Desviacién estdndar

e Desviacién estandar relativa (coeficiente de variacién)

* Repetibilidad y reproducibilidad del intervalo de confianza

e Recuperabilidad

e Solidez

4. Validacion de inmunoensayos

A medida que aumenta el nimero de inmunoensayos producidos,
se necesita un mayor numero de validaciones para poder realizar
comparaciones adecuadas (Libeck, 2007; Aklam et al., 2002).
Para realizar una validacién de inmunoensayos, es necesario
tener en cuenta la matriz, el anticuerpo empleado en la técnica, la
proteina a identificar y el método de identificacién de la proteina
genéticamente modificada (ELISA, Western Blot, tiras de flujo). Para
obtener datos de validaciones confiables, el nimero de ensayos
debe ser amplio permitiendo una repetibilidad y reproducibilidad
adecuadas y evaluando las desviaciones estédndar entre diferentes
grupos de laboratorio.

5. Materiales de referencia

Para desarrollar validaciones y cuantificaciones es necesario contar
con material de referencia adecuado. La produccién de materiales de
referencia debe seguir principios métricos y su medicién debe estar
de acuerdo con las unidades del sistema internacional (Aklam et al.,
2002). Es necesario concentrar esfuerzos para determinar métodos
de cuantificacién confiables acompafiados con sus materiales
de referencio adecuados (ADN de alta calidad, ADN degradado
simulando condiciones normales en procesamiento de alimentos)

(Aklam et al., 2002).
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Asi mismo, los materiales de referencia de proteinas son criticos
para las validaciones, y pueden ser derivados de una gran cantidad
de fuentes desde extractos de plantas hasta proteinas purificadas
(Libeck, 2007; Aklam et al., 2002).

En general se necesitan tres tipos de materiales de referencia
para la detecciéon de OGM:

e ADN

*  Matriz para los eventos mds importantes

e Proteinas

6. Incertidumbre

Es necesario que el laboratorio realice una lista de lo pardmetros
que pueden afectar el andlisis de OGM (la informacién con respecto
a la reproducibilidad y repetibilidad son Utiles para tener en cuenta)
(Zet et al., 2006).

Uno de los factores mds importantes de establecer en la deteccién
de OGM es la incertidumbre de las mediciones. La varianza asociada
con el muestreo constituye la mayor varianza en todo el proceso de
deteccién, debido a que los OGM no se distribuyen homogéneamente
en el lote de muestreo (Libeck, 2007; Miraglia et al., 2004). La
variabilidad intrinseca de un material, puede ser otra fuente de
aumento de la varianza. El laboratorio no puede controlar dichas
variables pero puede conocerlas para la correcta interpretacién de
los resultados (Zet et al., 2006). Asi mismo, otra fuente de medicién
errénea puede surgir de la incorrecta homogenizacién de la muestra
resultando en diferencias del contenido de OGM (Libeck, 2007; Zet
et al., 2006).

El uso de controles histéricos, basado en mediciones periddicas
ayuda a determinar desviaciones significativas de operaciones
normales (EA, 2003). En la deteccién de OGM, el uso de cartas
control (Shewhart) ayuda al control en el proceso de deteccién. La
tendencia mostrada por los resultados obtenidos, permite determinar
si estos son correctos o, si estdn por fuera de la tendencia con el fin
de que el laboratorio tome las medidas necesarias para corregir los
resultados (Zet et al., 2006).
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Informe de resultados

El informe de resultados debe incluir informacién sobre la muestra,
los métodos empleados para el andlisis, fechas relevantes, firmas de
los responsables del andlisis de la muestra, e informacién importante
para la correcta interpretacién de los resultados (Zet et al., 2006; Furr,
1995). Adicionalmente, el reporte debe incluir la incertidumbre de la
técnica y si esta afectando los limites especificados (ISO, 1999).

En la deteccion de OGM, todavia existen discusiones sobre
como informar correctamente los resultados, debido a que los
métodos de detecciéon no son capaces de medir directamente el
porcentaje de OGM en las muestras.

Usualmente se emplea la cantidad relativa del material de refe-
rencia, con base en el nimero de copias estimado (Zet et al., 2006).
Generalmente, se utiliza la expresién de resultados empleando la
relacién del nimero de copias especificos de OGM sobre las espe-
cies-especificas, debido a que la relacién de copias obtenida por el
método, es mds adecuada que el porcentaje de OGM presente en
la muestra (Holst-Jensen y Berdal, 2004).

Protocolos para la detecciéon
molecular de OGM

En esta seccidon se describen algunos de los protocolos utilizados
en las diferentes etapas en el proceso de deteccion de OGM ,
presentadas en la Figura 7.

1. Muestras

Las muestras que se pueden evaluar para la deteccién de OGM son:
e Sélidas: semillas, granos, alimentos secos, material vegetal
fresco.
e Liquidas: usualmente son procesados de alimentos como
leche y aceites.
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Tipo de muestra a evaluar

Estrategia de muestreo y
tamaro de la muestra
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v

Electroforesis

| Deteccion de OGM

Figura 7. Diagrama general para la deteccion de OGM.

2, Estrategia de muestreo y tamafio de muestra

Primero se debe determinar el tipo de muestra a recolectar, ya sea
un cultivo o un lote de importacién. Luego, se debe definir el plan
de muestreo, el cual incluye el tipo de muestra y la cantidad de
muestras a tomar, que dependen del tamafio del lote de muestreo o
area del cultivo (Libeck, 2007).

Para cultivos, la estrategia de muestreo debe realizarse a partir

de plantas distribuidas al azar y no debe estar sesgada hacia nin-
gun drea especifica del cultivo. Se puede utilizar un recorrido de
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una rendija o una W, lo que proporciona una distribucién adecuada
por toda el drea del cultivo. La ubicacién de las plantas que van a
ser muestreadas debe ser sefalada con anterioridad en el plan de
muestreo. Cuando se trata de plantas en crecimiento, es necesario
retirar una hoja del &pice y almacenarla en una bolsa pldstica rese-
llable, limpia y adecuadamente rotulada (Libeck, 2007).

Para materias primas o alimentos que estén en contenedores de
importacién, es necesario que las muestras del contenedor no pesen
més de 200 toneladas métricas y se realice un muestreo compuesto
con cada una de las submuestras de no mdas de 500 g, tomando
como peso final 3.000 g, segun las reglas de la ISTA (1999).

3. Acondicionamiento de las muestras

3.1 Protocolo para la molienda de muestras vegetales
(semillas, granos) y alimentos (procesados y
materias primas) (SDI, 2003)

1. Tome submuestras del lote total de muestreo.

2. Adicione aproximadamente 100-300 g de la muestra en el
primer compartimiento del molino.

3. Cierre y asegure todas las secciones del molino.

4. Inicie la molienda oprimiendo el botén principal del molino
(20-30 s).

5. Libere los seguros del molino y remueva la jarra.

6. Adicione la muestra en los tubos adecuados segun el
procedimiento para la extraccion de ADN.

3.2 Protocolo para la maceracion de tejidos
vegetales jovenes
1. Tome submuestras del lote total de muestreo.
2. Adicione aproximadamente 25 g de material vegetal fresco
en un mortero.
3. Adicione aproximadamente un volumen de nitrégeno liquido
y macere rdpidamente.
4. Repita el paso 3.
5. Tome el material vegetal homogenizado y rdpidamente

adiciénelo en los tubos de acuerdo con el protocolo de
extraccion de ADN.
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4. Métodos basados en ADN

4.1 Extraccion

4.1.1 Protocolo de extraccion de ADN a partir de alimentos
(Somma, 2005)

1. Tome 0,1 g de la muestra homogenizada previamente. Adi-
ciénelo a un tubo de microcentrifuga estéril y afiada 300 ul
de agua desionizada estéril y mezcle.

2. Adicione 500 ul de buffer CTAB y mezcle.

3. Adicione 20 ul de proteinasa K (0,020 g/ml), agite e incube
a 65°C de 30-90 min.

4. Adicione 20 ul de RNasa A (0,010 g/ml), agite e incube a
65 °C de 5-10 min.

5. Centrifugue a 14.000 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente.

6. Transfiera el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga con
500 ul de cloroformo y agite cuidadosamente durante 30 s.

7. Centrifugue nuevamente a 14.000 rom durante 10 min o
hasta que se observe una separacién de fases.

8. Transfiera 500 ul del sobrenadante a un nuevo tubo
de microcentrifuga con 500 ul de cloroformo y agite
cuidadosamente.

9. Centrifugue nuevamente a 14.000 rpm durante 5 min.
Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo de microcen-
triffuga. ARada dos volimenes de la solucion CTAB (mezcle
con la ayuda de la pipeta).

10. Incube a temperatura ambiente durante 60 min y luego
centrifugue a 14.000 rpm durante 5 min.

11. Descarte el sobrenadante. Disuelva el precipitado en 350 ul
de NaCl (1,2 M), luego afiada 350 ul de cloroformo y agite
durante 30 s.

12. Centrifugue a 14.000 rpm durante 10 min.

13. Transfieraelsobrenadante aunnuevotubodemicrocentrifuga.
Afada 0,6 vol de isopropanol y agite. Centrifugue a 14.000
rom durante 10 min.

14. Descarte el sobrenadante. Afada 500 ul de etanol 70%
al pellet obtenido y agite cuidadosamente. Centrifugue a
14.000 rpm durante 10 min.

15. Descarte el sobrenadante y seque el pellet. Resuspensa el
ADN en 100 ul de agua desionizada.
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Nota: la solucién de ADN puede ser almacenada méximo
durante dos semanas a 4 °C o a -20 °C por periodos mds
prolongados.

Buffer CTAB

CTAB 20g/L 49
NaCl 1.4 M 46,4 g
Tris-HCI 0.1 M 3,15¢
Na2EDTA 1,59

Afada 100 ml de agua desionizada. Ajuste el pH: 8,0
con NaOH TM. Adada agua hasta completar a 200 ml y
autoclave.

El buffer puede ser almacenado hasta por seis meses a 4 °C.

Buffer de precipitacién CTAB
CTAB 5 g/l 1g
NaCl 0.04 M 05¢g

Afada 100 ml de agua desionizada. Ajuste el pH: 8,0
con NaOH 1 M. ARada agua hasta completar a 200 ml y
autoclave.

El buffer puede ser almacenado hasta por seis meses a 4 °C.

NaCL 1,2 M
Disuelva 7,01 g de NaCl en 100 ml de agua desionizada.
Autoclave y almacene a temperatura ambiente.

Solucién de etanol 70%
Mezcle 70 ml de etanol absoluto y 30 ml de agua destilada
desionizada estéril.

RNasa A
0,010 g/ml RNasa A
Almacenar a -20 °C hasta su uso.

Proteinasa K

Proteinasa K 0,020 g/ml
Almacenar a -20 °C hasta su uso.
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4.1.2 Protocolo de extraccion de ADN
a partir de muestras vegetales con alto contenido de
polisacaridos y polifenoles (Lin et al., 2001)

. Mezcle 350 ul de buffer de extraccién con 350 ul de cloruro

de litio 8 My precaliéntelo a 65 °C.

. Macere el tejido vegetal con nitrégeno liquido hasta

convertirlo en polvo. Pese 0,1 g del polvo obtenido en un
tubo de microcentrifuga y afiada inmediatamente el buffer
de extraccién.

Nota: no permita que el polvo se descongele antes de afadir
el buffer de extraccién.

. Incube el tubo a 65 °C durante T min y agite vigorosamente

(con la ayuda de un vortex) 3-4 veces durante este periodo.

. Adicione 700 ul de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y

mézclelo vigorosamente.

. Centrifugue a 14.000 rpm durante 5 min a temperatura

ambiente.

. Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo, afada 700 ul

de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y centrifugue.

Lleve el sobrenadante a un tubo nuevo, afada 0,5 vol
de acetato de potasio 3 M (pH=4,8) y mezcle invirtiendo
suavemente el tubo.

Incube el tubo a -20°C durante 30 min.

. Centrifugue a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C y transfiera

el sobrenadante a un tubo nuevo.

Nota: Si no se observa precipitacién, la centrifugacién pue-
de omitirse.

Adicione 0,6 vol de isopropanol frio y mezcle invirtiendo
suavemente varias veces hasta que se mezclen las dos
capas.

Nota: el tubo no debe ser agitado bruscamente ya que el
ADN se encuentra vulnerable a ser fragmentado.

Incube el tubo a -20 °C durante 30 min. Centrifugue nueva-
mente a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C.

Descarte el sobrenadante y seque el pellet.

Resuspenda el pelleten 300 ul de agua destilada autoclavada.
Afada 2 vol de etanol absoluto e incube el tubo a -20 °C
durante 1 h o -70 °C por 30 min.
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14.

Centrifugue el tubo a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C.
Lave el pellet de ADN con etanol al 70% y centrifugue a
13.000 rpm durante 5 min a 4 °C.

. Seque el pellet de ADN y resuspéndalo en 10-15 ul de agua

destilada estéril.

Nota si el extracto de ADN no va a ser utilizado inmediata-
mente, almacene a -20 °C hasta su uso.

Buffer de extraccién

2% CTAB (p/v)

100 mM Tris-HCI (pH=8)

20 mM EDTA (pH=8)

1,4 M NaCl

Autoclave la solucién y afiada inmediatamente antes de
SU USO:

2% polivinilpirrolidona (PVP) Mr 750.000 (p/v)

2% 3-mercaptpetanol

4.1.3 Protocolo de extraccion de ADN con CTAB
(Doyle y Doyle, 1990)

. Precaliente 5-7,5 ml de buffer CTAB en un tubo cénico a

60 °C en bafo Maria.

. Macere 0,5-1,0 g de hojas frescas en un mortero

precalentado con el buffer CTAB.

Incube a 60 °C durante 30 min con una agitacién suave.
Adicione 1 vol de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y
agite suavemente.

Nota: En esta etapa se producen dos fases: la fase superior
acuosa contiene el ADN vy la fase inferior orgdnica que
contiene algunas proteinas degradadas, lipidos y compuestos
secundarios.

. Centrifugue por 10 min a 10.000 rpm a temperatura am-

biente.

Remueva la fase acuosa con una pipeta de punta ancha y
transfiérala a un tubo de centrifuga nuevo. Afada 2/3 de

vol de isopropanol y mezcle suavemente para precipitar el
ADN.

Centrifugue durante 1-2 min por 2.500 rpm a temperatura
ambiente. Descarte el sobrenadante de la forma mas
suave posible sin perder el pellet. Afada buffer de lavado
directamente sobre el pellet para resuspender el ADN.
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Dé al menos 20 min con el buffer de lavado, centrifugue
durante 10 min a 6.000 rpm a temperatura ambiente.

. Descarte suavemente el sobrenadante y seque el pellet a

temperatura ambiente.

. Resuspenda el ADN adicionando 1 ml de buffer TE.

Nota: en esta etapa el ADN obtenido es adecuado para su
digestién y amplificacién. Si no va a seguir con el proceso
de lavado, debe dejar secar completamente el pellet de
ADN a temperatura ambiente.

Afada RNAsa con una concentracién final de 10 ug/ml e
incube durante 30 min a 37 °C.

Diluya la muestra con dos volimenes de agua destilada o
TE. AAada acetato de amonio a una concentracién final de
2,5M, mezcle y 2,5 volumenes de EtOH; mezcle suavemente
para precipitar el ADN.

. Centrifugue el ADN durante 10 min a 10.000 rpm en una

centrifuga refrigerada.

. Seque a temperatura ambiente y resuspenda en buffer TE.

Nota: si el ADN no va a ser utilizado inmediatamente alma-
cene a -20 °C hasta su uso.

Buffer CATB

Boromuro de hexadeciltrimetil amonio 2%
Cloruro de sodio 1,4 M
2-mercaptoetanol 0,2%
EDTA 20 mM
Tris-HCI, pH:8 100 mM
Buffer de lavado

EtOH 76%
Acetato de amonio 10 mM
Buffer TE

Tris-HCl pH=8 10 mM
EDTA, pH:7.4 1T mM

4.1.4 Protocolo para la extraccion de ADN a partir de

semillas de arroz modificado por Dellaporta (European

1.

Commission, 2006)

Transfiera 10 g de la muestra previamente homogenizada
en un tubo de centrifuga.
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20.

21.
22.

23.

Adicione 100 ul de buffer de extraccién.
Adicione 7 ml de SDS 20%, mezcle invirtiendo los tubos.

Incube a 65 °C durante 40 min (invirtiendo cada 10 min los
tubos). Centrifugue a 10.000 gravedades durante 10 min.

Filtre el sobrenadante a través de una membrana de filtracién

Mirachloth.

Transfiera 30 ml del sobrenadante filtrado a un nuevo tubo
de 50 ml.

Adicione 9 ml de KAc 5M, y agite vigorosamente durante 1
min. Incube en hielo durante 30 min.

Nota: mezcle durante este tiempo invirtiendo los tubos.
Centrifugue a 3.000 gravedades durante 20 min.

Transfiera el sobrenadante a un nuevo tubo de 50 ml
usando una pipeta de 25 ml. Adicione isopropanol, mezcle
suavemente durante 1 min.

. Incube en hielo durante 5 min. Centrifugue a 3.000

gravedades durante 20 min.

. Descarte el sobrenadante y seque el pellet con aire seco a

37 °C hasta que todo el isopropanol se evapore.

. Disuelva el pellet en 1 ml de buffer TE.

. Transfiera la solucién de ADN a un tubo de 2 ml. Adada

10 ul RNasa A (0,010 g/ml), mezcle suavemente e incube
a 37 °C durante 20 min.

. Adicione 800 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico

(25:24:1), mezcle durante 1 min.

. Centrifugue a 14.000 rpm durante 10 min.
. Transfiera la fase acuosa a un tubo nuevo de 2 ml. Evite

alterar la interfase.

. Adicione 800 ul de cloroformo y mezcle durante 1 min.
. Centrifugue a 14.000 durante 10 min.

. Transfiera la fase superior acuosa a un tubo nuevo de 2 ml

con 90 ul de NaAc 3 M. Evite alterar la interfase.

Adicione 600 ul isopropanol y mezcle suavemente durante
1 min.

Centrifugue a 14.000 rpm durante 10 min.

Descarte todo el sobrenadante. Adicione 1 ml de etanol al
70% para lavar el pellet. Agite el tubo durante 1 hora.

Centrifugue a 14.000 rpm durante 5 min.
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Descarte el sobrenadante y séquelo con aire seco a 37 °C
hasta que el etanol residual se evapore.

Adicione 100 ul de TE 0,1X al pellet de ADN. Almacene las
muestras toda la noche a 4 °C; pasado este tiempo agite el
tubo durante 1 hora.

Centrifugue a 14.000 rpm durante T min.

Purifique las muestras de ADN utilizando el kit Clean &
Concentrator™-25 (Zymo Research) segin las instrucciones
del fabricante.

Resuspenda el ADN de la columna dos veces utilizando 50
ul de TE 0,1X.

Nota: si el extracto no va a ser utilizado inmediatamente
almacene a -20 °C hasta su uso.

Buffer de extraccién
Tris HCl pH:8 100 mM

EDTA pH:8 50 mM
NaCl 500 mM
2-mercaptoetanol 10 mM
RNasa A

10 mg/ml

Buffer TE 1X

Tris pH:8.3 10 mM
EDTA pH:8 1 mM
Buffer TE 0.1X

Tris pH:8.3 10 mM
EDTA pH:8 0,TmM

4.1.5 Protocolo para la extraccion de ADN
a partir de tejido vegetal fresco (minipreparacion)
(Edwards et al., 1999)

. Homogenice el tejido vegetal dentro de un tubo de

microcentrifuga durante 15 s, a temperatura ambiente.

. Adicione 400 ul de buffer de extraccién y agite vigorosamente

(vortex) durante 5 s.
Incube a temperatura ambiente durante 1 h.

. Centrifugue a 13.000 rpm durante 1 min.
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Transfiera 300 ul del sobrenadante a un tubo nuevo de
microcentrifuga.

Adicione 300 ul de isopropanol e incube durante 2 min a
temperatura ambiente.

Centrifugue a 13.000 rpm durante 5 min.
Seque el pellet y resuspéndalo con 100 ml de buffer TE 1X.

Nota: si el extracto no va a ser utilizado inmediatamente
almacene a -20 °C hasta su uso.

4.1.6 Procedimiento para la extraccion de ADN
a partir de muestras vegetales (minipreparacion)
(Pirttila et al., 2001)

. Pese alrededor de 0,025-0,100 g de tejido vegetal fresco

en un tubo de 1,5 ml. Cierre el tubo y péngalo en nitrégeno
liquido durante 10 s. Con la ayuda de una punta de pipeta
(200 ul) homogenice la muestra hasta convertirlo en polvo
fino.

. Afada 600 ul de buffer de extraccién y mezcle vigorosa-

mente. Incube a 65 °C en bafio Maria durante 15 min.
Centrifugue a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C. transfiera
el sobrenadante a un tubo nuevo.

Afada 2 ul de RNAsa A e incube a 37 °C durante 10 min.

Adada un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) mezcle invirtiendo el tubo varias veces.
Centrifugue a 14.000 rpm durante 3 min. Tome la fase
superior y descarte.

Repita le extraccién con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico.

Precipite el ADN afadiendo 0,6 vol isopropanol e incubdn-
dolo a -20 °C durante 10 min.

Centrifugue a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Descarte
el sobrenadante.

Lave el pellet de ADN dos veces con 1 ml de etanol al

70%.

. Seque el pellet a temperatura ambiente y resuspenda el ADN

con 50 ul de buffer TE.

Nota: si el extracto no va a hacer utilizado inmediatamente
almacene a -20 °C hasta su uso.

Buffer de extraccién
Tris-HCI, pH:8 100 mM
EDTA, pH:8 50 mM
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Cloruro de sodio 500 mM

SDS (p/v)2%

2-mercaptoetano | 2%

Luego de autoclavar e inmediatamente antes de su uso

afada 2% PVP (p/v)

Buffer TE
Tris-HCl pH:8 10 mM
EDTA pH:8 1 mM

4.2 Cuantificacion

4.2.1 Protocolo para la estimacion de la calidad y cantidad

11.

de ADN por electroforesis (Longo et al., 2005)

. Pese 0,8 g de agarosa por cada 100 ml de gel y diltyalo

en 100 ml de buffer TAE 1X. Caliente en horno microondas
hasta su completa disolucién.

Deije enfriar hasta una temperatura de 50-60 °C. Adicione
5 ul de bromuro de etidio 10 ug/ml y mezcle cuidadosa-
mente.

Ubique los peines adecuadamente en la cdmara de elec-
troforesis, vierta la solucién en el compartimiento del gel y
dejar solidificar (no deben quedar burbujas).

Una vez el gel esté frio y coagulado, saque los peines cuida-
dosamente y péngalo en la cdmara de electroforesis.

. Adicione buffer TAE 1X de forma que el gel quede totalmente

cubierto por el buffer.

. Adicione en cada pozo una alicuota de ADN. Asi: una

mezcla de 5 ul de ADN, 2 ul de buffer de carga (loading
buffer).

Adicione en uno de los pozos la misma mezcla pero con el
marcador de peso molecular.

. Tape la cdmara de electroforesis y conéctela a la fuente de

poder.

Encienda la fuente de poder y corra a 120 V durante 30 min.

. Una vez se ha terminado el tiempo de corrida, lleve el gel y

ubiquelo en un trasiluminador de luz UV.

Evalte la calidad y cantidad de ADN por comparacién con
el marcador de peso molecular.
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4.2.2 Protocolo para la cuantificacion de ADN por medio

10.

de espectrofotémetro (Universidad de Toledo, 2004)

. Encienda el espectrofotémetro minimo con 15 min de anti-

cipacién.

Tome los estdndares y las muestras del refrigerador y des-
congele en hielo. Mézclelas suavemente (invirtiendo varias
veces el tubo).

En un tubo nuevo de 1,5 ml, mezcle 10 ul de la ADN con
990 ul de agua desionizada. Mezcle vigorosamente (con la
ayuda de un vortex).

. Incube a temperatura ambiente durante 10 min permitiendo

la completa dilucién del ADN en la solucién. Esta dilucién
equivale a 1:100.

. En el espectrofotémetro seleccione ADN/RNA, usualmente

se cuantifica dsADN.

Nota: La absorbancia de 1 determina una concentracién de
50 ulg/ml de ADN.

Seleccione el factor de dilucién y presione “enter”.

Blanquee el espectrofotémetro, revisando que no existan
interferencias dentro de la celda, luego adicione agua en
una de las celdas. Presione “Blank/Zero”.

Mezcle rdpidamente la muestra de ADN (con ayuda
del vortex) y transfiera esta solucién a la celda (teniendo
precauciéon de no formar burbujas en la celda).

Inserte la celda dentro del espectrofotémetro (asegurdndose
que esta por el lado correcto de lectura). Presione “Read”.
Una lectura de absorbancia aparecerd en la pantalla
(aproximadamente 3-5 s después).

Realice la lectura de los estdndares primero y luego de las
muestras.

A260: corresponde a la longitud de onda absorbida por el
ADN. Este valor es usado para determinar la concentraciéon de

ADN en las muestras de acuerdo con el factor de conversién
(A260 de 1,0 = 50 ug/ml ADN).

A280: La absorbancia generada a 280 nm se emplea en la
relacion A260/A280, la cual determina la pureza del ADN. Se
considera una muestra adecuada cuando la relacién es >1,5.

Concentracién: basado en el factor de conversién y el factor de
dilucién en el espectrofotémetro, el resultado serd la concentra-
cién de ADN en la muestra (ug/ml).
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Estdndares de ADN: se debe tener soluciones stock de concen-
traciones conocidas de ADN (500, 100, 50 y 10 ng/ul). Man-
tenga estas soluciones stock diluyendo el marcador (10 mg/ml)
en agua libre de DNasa/RNasa.

5. Amplificacion

Lo primero que se debe establecer es el objetivo de la deteccion, si
se van a detectar secuencias no especificas o secuencias especificas
para cada evento de transformacién. En las tablas 1y 2 se presentan
algunas de las secuencias evaluadas en los eventos de OGM.

Tabla 1.
Primers empleados para la deteccion de OGM con métodos no especificos.

Objetivo Primer Secuencia Gen Numero | Citado en
(5’-3%) objetivo | acceso
p-355 355-1 | GCT CCT ACA AAT
GCCATCA
35S5-2 GAT AGT GGG ATT
GTG CGT CA CAMV .
Cardarelli et
p-355 p35S- | CCACGT CTT CAA 355 al., 2005
cf3 AGC AAG TGG promoter
p35S-crd TCC TCT CCA AAT
GAA ATG AAC
TTIC C
35SF CGT CTT CAAAGC
AAG TGG ATT G CAMV NC- Alary et al.,
35S 001497 2002
355R TCTTGC GAAGGA | promoter |  (EMBL) 00
TAG TGG GAT T
t-nos HA- | GCATGA CGT TAT
nos118-f | TTATGA GAT GGG
NOS ter- Cardarelli et
HA-nos118-r GAC ACC GCG minator al., 2005
CGC GAT AAT TTA
TCC
MONB810 355af2 TGA TGT GAT ATC
TCC ACT GAC G
Maiz hsp508 CGG CAA GTA ATC
AGCACAG Herndndez et
Maiz w7 GCG CTC TGT ACA al., 2004
AGC GTG C
Maiz ivr8 GCAAAG TGT TGT
GCTTGG ACC

Contintia en la siguiente pagina
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Objetivo Primer Secuencia Gen Numero | Citado en
(5°-3’) objetivo | acceso
sltm1 AAC CGG TAG CGT
TGC CAG
Soya
sltm?2 AGC CCATCT GCA
AGCCTTT Herndndez et
stmf3a | GCAAAT CCT CTG al., 2004
GCCTITCC
O 203 CTP-EPSPS
soya sltm2a CTT GCC CGT ATT
GAT GAC GTC
Soya / GAATCCTGT TGC
mafz CGGTICTTG NOS fer- | AY125353 | Herndndez et
Soya TTATCC TAG TTT minator (EMBL) al., 2004
GCG CGCTA
Soya / TGC CTC TGC CGA Lipp et al.
maiz CAGTGG TC CAMV AY192160 1999;
355 EMBL) Forte et al.
MG ACGTGGTTG | gromoter | | 2005
GAACGT CTTC
Soya CCTTIAGGATIT Trapmann
CAG CAT CAG et al. 2002;
TGG CTEP;‘S-F%M Forte et al.
GACTIG TCG 2005
CCG GGA ATG
Maiz / p35S1 ATT GAT GTG ATA
soya TCT CCACTG
ACGT CAMY Moriuchi et
355 1. 2007
CCT CTC CAA promoter al.
ATG AAA TGA ACT
TCCT
HA-nos 118 GAC ACC GCG
CGC GAT AAT TTA
TCC NOS Tengel et al.
terminator 2001
GCATGA CGT TAT
TTATGA GAT GGG
TM-355-1 GCC TCT GCC Lipp ef ol.
TM-355-2 |  GACAGT GGT 035 | yoorar 1999;
AAG ACG TGG TTG | promoter Lipp et al.
GAA CGT CTT 2001
tNOSF GTC TTG CGATGA
TTA TCA TAT AAT
TICTG
TN‘OS V00087 Holck et al.
INOSR CGCTATATTTTG | ferminator 2002
TITTCTATC GCG T
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Tabla 2.
Primers empleados para la deteccion de OGM con métodos especificos.
Objetivo Primer Secuencia Gen Numero | Citado en
(5°-3°) objetivo | acceso
CRYIAT CGG CCCCGA
GTT CACCTT
Maiz CRYIA2 CTG CTG GGG
ATG ATG TTG TTG Cardarelli et
CRYIA3 CCG CAC CCT al., 2005
GAG CAG CAC
Maiz CRYIA4 GGT GCA CGT TGT
TGT TCT GA crylA
Bt Bt11f TCC TTG TCC TTG crylA
ACA CAG TTT CTG
Maiz Bt11r GAT GTC ACT AGT
CCGAGAACG AA Herndndez et
Maximaizer | crytm] GTG GAC AGC al., 2003
CTG GAC GAG AT
176 maiz crytm2 TGC TGA AGC CAC
TGC GGAAC
CATTETTC A CP4EPSPS/
GAT CTG CT
RR soya | 20b for (RRS) NOs | Al783418
ATC CCACTATCC | Tormingtor | (GeBankl
TTIC GCAA
CGAACT CGATGC 8176
GGT CGATGT t
B1176Cle 355CaMv/ | /83419
CCC TTC AAC TTC BAR (GenBank)
AGC AAC GGC
AAC CGC GAG
Bi11Cle TTGTIGTAT C 3558801\/\\// AJ783420 | Peano etal.
CCTTACTCTAGC | qdh intron | (GenBankl | 2005
GAA GAT CCT
Maiz

GCA GATCTACCG | MONSTO
TCTTCG GTACG | 355CaMv/ | BDO14473

MONCI
| crcaccaaTcac hsp70 | (GenBank)
CAC ACA AGA GAG intron
ACCATGTIGGCC | g2
GA 21 TEAGCACE Aciin | BDO14494
TCC CTC AGC ATT | promoter/ | (GenBank)
GTT CAT CGG TA crp
RRO1 TGG CGC CCA AAG
CITGEATEG C Roundup Tengel ef al.,
Soya g
RRO4 CCC CAAGTT CCT | Ready Soy 2001
AAATCT TCA AGT

Contintia en la siguiente pagina
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Objetivo Primer

MON
810F1311

MON
810R1311

RRS-F

Maiz

Soya
y RRS-R

RR2075

NOSterN

Bt1135S
ADH241

Bt1135S
ADH241

Bt17635S
BAR151

Bt17635S
BAR151

RACTN

Maiz

CTPN

MON For

MON Rev

Secuencia
(5°-3)
CCTTCATAACCT
TCG CCC

AAT AAA GTG ACA
GAT AGC TGG GCA

GCCATG TTG TTA
ATT TGT GCC AT

GAA GTT CAT TTC
ATT TGG AGA GGA C

CTGCCT GAT GAG
CTC GAATIC

GCG GGACTCTAA
TCATAA AAA CCC

CAATCC CAC TAT
CCT TCG CAA

GTA GAC GTC GGT
GTG GCAGA

TIC TTATAG GGT
TTC GCT CAG CTG

GGT TGA CGA
TGG TGC AGA CC

TCC CTC AGC ATT
GTT CAT CGG TA

ACCATG TTG GCC
TGA GCA GG

TGG AGA GGA
CAC GCT GAC AA

GCATIC AGA GAA
ACG TGG CAG TA

Gen
objetivo

MONB810

GTS
40-3-2
soybean

Roundup
Ready Soy

Bt11

Bt176

GA 21

MONB810

Numero
acceso

AF434709

AB209952

AJ783418

AJ783420

AJ783419

BDO14494

BDO14473

Citado en

Gankar et al.

2006

Peano et al.
2005

5.1 PCR punto final

Los tiempos de la amplificaciéon de PCR dependen de los primers
seleccionados para la secuencia objetivo.

1. Ponga todos los reactivos en hielo.

2. En la cabina de flujo laminar prepare la mezcla maestra
(master mix). Esta se compone de buffer de PCR, dNTPs,
primers y cloruro de magnesio.

3. Adicione de forma rdpida la Taq polimerasa. Mezcle la mez-
cla maestra con el volumen total de todas las muestras que
se va a evaluar.

4. Divida las alicuotas en tubos de microcentrifuga nuevos y

adicione la muestra de ADN.
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. Cologue los tubos en el termociclador (previamente
encendido)

. Ingrese el programa de denaturacién, anillaje, extensién y
numero de ciclos.

. Una vez transcurrido el tiempo de amplificacién. Puede de-
jar almacenados los tubos dentro del mismo termociclador
a 4 °C, hasta su posterior andlisis por electroforesis.

5.1.1 Electroforesis (Longo et al., 2005)

. Pese 1,5-2 g de agarosa por cada 100 ml de gel y diltyalo
en 100 ml de buffer TAE 1X. Caliente en horno microondas
hasta su completa dilucién.

. Siga con los pasos del numeral 4.2.1

5.1.2 Amplificaciéon por PCR en tiempo real
con SYBR Green (QIAGEN, 2002)

. Descongele QuantiTect™ SYBR® Green master mix 2X
(almacenada a -20 °C), el ADN, los primers y el agua libre
de RNasas. Mezcle las soluciones individuales.

. Prepare la mezcla maestra de acuerdo con la Tabla 3.
Es necesario mantener las muestras y la mezcla maestra
en hielo mientras se realiza la programacién del equipo,
para evitar que se presente denaturacion de alguno de los
componentes.

. Mezcle la mezcla maestra vigorosamente y afiada los
volumenes adecuados en los capilares de PCR (usualmente
20 ul).

. Anada el ADN (10-100 ng/reaccién) a cada uno de los
capilares.

. Centrifugue los capilares a 3.000 rpm por 20 s.

. Programe el LightCycler® de acuerdo con el programa des-
crito en la Tabla 4.

. Ubique los capilares en el LightCycler® y empiece a correr el
programa.

. Desarrolle el andlisis de la curva de fusién de los productos
de la PCR.
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Tabla 3.

Componentes de la reaccién usando el sistema LightCycler.

Componente Volumen/Reaccion Concentracion final

2x QuantiTect™ SYBR®

. 10 ml 1x
Green master mix
Primer A Variable 0,5 uM
Primer B Variable 0,5 uM
Agua libre de RNasa Variable -
Opcional: uracil-N-
glicosilada Variable 0,5 unidades/
Templado de ADN reaccién
(afadido en el paso 7,4)
Volumen tofal 20 ml <1 ug/reaccién

Tabla 4.

Condiciones de PCR tiempo real para el sistema LightCycler.

Paso Tiempo | Tempera- Rampa Observaciones
tura

Activacién inicial La HotStarTaq

de la PCR 15 min 95 °C 20 °C/s | polimerasa es activada
en este paso

Ciclos

Denaturacién 155 94 °C 20 °C/s

Anillamiento 20-30s | 50-60°C 20°C/s | Aproximadamente 5-
8°C debajo del Tm de
los primers.

Extension Recoja los datos de
fluorescencia u ofros
datos especificados al
inicio del programa.

10-30's 790 20 °C/s El tiempo de extenflon
depende del tamafio
del producto. Permita
55/100 pb, con un
mdximo de tiempo de
extensiéon de 10's

Adquisicién de 5s Xe°C 20°C/s | Tm

datos (opcional)

NUmero de 35-55 El ndmero de ciclos

ciclos ciclos depende de la
cantidad de ADN

[ 54 ] Instituto de Investigacién de Recursos Biolégicos Alexander von Humboldt




Maldonado C., Alvarez E. L. y Castellanos J.

6. Métodos basados en proteinas

6.1 Extraccion

6.1.1 EnviroLogix QuantiPlate Kit for Cry1Ab/Cry1Ac
(Envirologix, 2007a)

Tejido vegetal fresco

. Tome aproximadamente 10 mg de material vegetal fresco,
utilice la tapa de un tubo de 1,5 ml para romper el material.
Con la ayuda de la punta de una pipeta, rompa el material
vegetal.

Nota: si se desea la determinacién cuantitativa de los niveles
de toxina Cry1Ab cuantitativamente debe registrarse la can-
tidad de material vegetal.

. Adicione 0,5 ml de buffer de extraccién/dilucién.

. Homogenice la muestra con una punta nueva.

Nota: para la dilucién de la muestra, las concentraciones de
la proteina pueden variar de planta a planta; sin embargo,

los extractos deben ser diluidos como minimo 1:11 antes de
realizar el ensayo.

Semilla individual

. Tome una sola semilla en una bolsa pléstica pequefia y ma-
cérela. Trasfiera el material a un tubo extractor de tejido.

. Adicione 1 ml de la solucién de extraccién de granos 1X a
cada tubo y agite vigorosamente por 20-30 s.

Nota: para una extraccién éptima de la proteina, lave el
extracto con buffer de extraccién por lo menos durante 4
horas.

. La muestras deben ser clarificadas por medio de cualquiera

de estos dos métodos:

- Cenftrifugue a 5.000 gravedades durante 5 min.

- Filtre el material por medio de un filtro (0,45 um) con
una baja unién a proteinas hidrofilicas.

Lote de semillas

. La muestra de ensayo debe haber sido homogenizada vy
mezclada adecuadamente del lote de muestreo, obteniendo
una muestra representativa.

. Pese 0,5 g y adiciénelo a un tubo de 2,0 ml.

. Adicione 1,25 ml de solucién de extraccién de granos 1X
a cada tubo y agite vigorosamente por 20-30 seg. Puede
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o

evaluar muestras mds grandes adicionando 2,5 ml/g de

muestra.

Incube las muestras a temperatura ambiente durante 1 h.

Agite nuevamente.

La muestras deben ser clarificadas por medio de cualquiera

de estos dos métodos:

- Centrifugue a 5.000 gravedades durante 5 min.

- Filtre el material por medio de un filtro (0,45 um) con
una baja unién a proteinas hidrofilicas.

6.1.2 EnviroLogix QuickStix™ Kit para granos de maiz
Roundup Ready® NK603 determinando la proteina
CP4 EPSPS (Envirologix, 2007b)

. Pulverice la muestra.

Adicione la cantidad de agua adecuada dependiendo la
siguiente férmula: granos de maiz x 1,5= ml de agua

Cierre y agite vigorosamente hasta que toda la muestra esté
humeda (20-30 s dependiendo de los granos).

Adicione a un tubo o vial el sobrenadante en cantidad sufi-
ciente para realizar el posterior andlisis.

6.2 ELISA

6.2.1 EnviroLogix QuantiPlate Kit for Cry1Ab/Cry1Ac
(Envirologix, 2007a)

. El desarrollo de color es directamente proporcional a la

presencia de la proteina Cry1Ab/Cry1Ac

Afada 100 uL del control negativo, 100 ul de cada
calibrador y 100 uL de cada muestra a cada uno de los
respectivos pozos (siga el orden de adicién de reactivos).

. Mezcle vigorosamente el contenido de cada pozo moviendo

la cinta con movimientos circulares durante 20-30 s.

Nota: tenga cuidado con la contaminacién cruzada.

Cubra los pozos con parafilm o cinta para prevenir la
evaporacién e incube a temperatura ambiente durante 15
min. Use un agitador orbital a 200 rpm.

Adicione 100 ul de la enzima conjugada CrylAb a cada
pozo.

Agite vigorosamente el contenido de cada pozo.

Nuevamente, cubra la placa con cinta o parafilm e incube
durante 1 h. Use un agitador orbital a 200 rpm.
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8. Luego de la incubacién, retire la cubierta cuidadosamente y
agite vigorosamente el contenido de los pozos al desague.

9. Llene completamente los pozos con el buffer de lavado y
vuelva a descartar. Repita este paso tres veces.

10. Para remover la mayor cantidad de agua posible ponga la
placa invertida encima de un papel absorbente.

11. AAada 100 ul del sustrato a cada pozo.

12. Mezcle vigorosamente el contenido de cada pozo. Cubra
nuevamente los pozos con cinta o parafilm, incube a
temperatura ambiente durante 30 min. Use un agitador
orbital a 200 rpm.

13. Arada 100 ulL de la solucién de parada a cada pozo y
mezcle vigorosamente. La reaccién se tornard amarilla.

14. lea lo placa dentro de los primeros 30 min después de
afadir la solucién de parada.

6.3 Bandas de flujo lateral

6.3.1 EnviroLogix QuickStix™ Kit para granos de maiz
Roundup Ready® NK603 determinando la proteina
CP4 EPSPS (Envirologix, 2007b)

1. Las bandas deben estar a temperatura ambiente antes de
usarlas.

2. Ubique la banda en el vial; la muestra subird por capilari-

dad a la banda.

3. Permita que la reaccién se lleve a cabo durante 5 min. Las
muestras positivas serdn visualizadas a una mayor veloci-

dad.

4. Para poder almacenar la banda, corte y descarte la seccién
inferior de la banda cubierta con cinta.

7. Limites de deteccion

Los limites de deteccién (LD) pueden ser expresados empleando la
siguiente ecuacién:
3.30
] I
S

Donde 0 es la desviacién estdndar de la respuesta, estimado
como la desviacién del blanco o por la curva de calibracién (creada
a partir de muestras con el analito en concentraciones del LD). La
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desviacién residual de la regresion lineal o de la desviacién estandar
del intercepto de y en la regresién lineal puede ser usado como
desviacion estandar. S es la pendiente de la curva de calibracién.

8. Limites de cuantificacion

El limite de cuantificacién puede ser calculado de tres formas
diferentes.

Evaluacién visual

Se obtiene por medio del andlisis de muestras con
concentraciones conocidas del analito y estableciendo el
nivel minimo al cual el analito pude ser cuantificado con
una exactitud y precisién aceptables.

Deteccién de ruido

Sélo es aplicable a ensayos en los que se observe un ruido
base. Esta determinacién es desarrollada comparando los
resultados de muestras con concentraciones bajas del analito
contra el blanco y estableciendo una concentracién minima
al cual el analito puede tener una deteccién confiable.

Desviacién estdndar de la pendiente
Expresdndolo (LC) asf:

100
[C= —mmemmee-
S

Donde d es la desviacién estandar de la respuesta, estimado
como la desviacién del blanco o por la curva de calibracién
(creada a partir de muestras con el analito en concentraciones
del LD). La desviacién residual de la regresion lineal o de la
desviacién estdndar del intercepto de y en la regresién lineal
puede ser usado como desviacién estdndar.

9. Informe de resultados

Existen diferentes maneras de expresar el contenido de OGM, una
de ellas puede ser calculando el porcentaje de ADN, asi (Libeck,

2007):

e Andlisis de % de ADN en 3.000 granos o semillas usando la

PCR cuantitativa.
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10. Control de calidad para la deteccion de OGM

Se debe tener en cuenta, durante todas las etapas de la deteccién de
OGM (muestreo, extraccién, amplificacién, andlisis, visualizacién,
reporte de resultados), la alta probabilidad de contaminacién cru-
zada. El material de muestreo, los equipos de acondicionamiento y
el material de extraccién y deteccién deben ser limpiados periédi-
camente antes del andlisis (Bindler et al., 1999). A continuacién se
enumeran los aspectos mds importantes en cada paso para obtener
datos confiables:

* Preparacion de material para andlisis: la preparacién de to-
dos los reactivos para el andlisis de OGM (acondicionamien-
to, extraccién, amplificacién-deteccién) deben estar bajo las
normas propias de cada uno de los reactivos o de los linea-
mientos de los procedimientos involucrados. Los reactivos
deben ser de alto grado (pureza o grado molecular).

e Controles de extracciones de ADN: para la extraccién de
ADN de material biolégico, el laboratorio debe emplear
controles de extraccién determinados por los kits comerciales,
o por medio de comparaciones entre diferentes protocolos
de extraccién.

e Controles de amplificacién en la PCR: el laboratorio deber
tener controles, tanto positivos como negativos, de todas las
amplificaciones que se realizan en la PCR en tiempo real, o
punto final.

* Inmunoandlisis con ELISA: algunos kits incluyen calibrado-
res (sustancia conocidas del analito objetivo) y un control
negativo (libre de la proteina objetivo) para ser visualizado
o inferpretado instrumentalmente. Estos estdndares desarro-
llan diferentes intensidades de colores dependiendo de las
concentraciones incluidas.

e Uso de equipos adecuados, calibrados, evaluados y veri-
ficados: el laboratorio debe tener los equipos en buenas

condiciones y deben ser de uso exclusivo para la deteccién
de OGM.

* Uso de metodologias, procesos y andlisis normalizados o
validados: el laboratorio debe realizar los protocolos de de-
teccién de OGM bajo lineamientos normalizados interna-
cionalmente o publicaciones cientificas.
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¢ Cdlculo de la incertidumbre: se debe realizar en todos
los procedimientos analiticos, realizados dentro  del
laboratorio.

Glosario

Alimento: todo producto natural o artificial, elaborado o no,
que ingerido aporta al organismo los nutrientes y la energia
necesarios para el desarrollo de los procesos bioldgicos. Que-
dan incluidas las bebidas no alcohdlicas, y aquellas sustancias
con que se sazonan algunos comestibles y se conocen con el
nombre genérico de especia.

Bioseguridad: conjunto de medidas y acciones que se deben
tomar para evaluar, evitar, prevenir, mitigar, manejar y/o con-
trolar los posibles riesgos y efectos directos o indirectos, que
puedan afectar la salud humana, el medio ambiente y la bio-
diversidad, la productividad o produccién agropecuaria, como
consecuencia de la investigacién, introduccién, liberacién, mo-
vimiento transfronterizo y producciéon de OGM.

Cebador o primer: oligonucleétido que se usa para iniciar
una reaccién de PCR. El primer se une a la secuencia comple-
mentaria y eso permite que la polimerasa comience la elonga-
cién o extensién de la molécula de ADN.

Contramuestra: parte de la muestra que se almacena, y
sirve como garantia para repetir andlisis a partir de la muestra
original.

Especificidad: fraccién del nimero total de detecciones de
OGM negativas que son asignadas correctamente con el mé-
todo utilizado.

Exactitud (veracidad): expresa la cercania entre el valor que
es aceptado, sea como un valor convencional verdadero (ma-
terial de referencia interno de la firma), sea como un valor de
referencia aceptado (material de referencia certificado) o valor
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encontrado (valor promedio) obtenido al aplicar el procedi-
miento de andlisis un cierto nimero de veces.

Grano: tipo de fruto, llamado técnicamente cariépside, tipico
de los cereales.

Intervalo de linealidad: &dmbito entre la menor y la mayor
concentracién de analito en la muestra, (incluyendo éstas con-
centraciones) para las cuales se ha demostrado que el procedi-
miento analitico tiene el nivel adecuado de precisién, exactitud
y linealidad.

Limite de cuantificacion: cantidad més pequefa del analito
en una muestra que puede ser cuantitativamente determinada
con exactitud aceptable. Es un pardmetro del andlisis cuantita-
tivo para niveles bajos de compuestos en matrices de muestra y
se usa particularmente para impurezas y productos de degrada-
cién. Se expresa como concentracién del analito.

Limite de deteccidn: cantidad mds pequeia de analito en
una muestra, que puede ser detectada por una Unica medicién,
con un nivel de confianza determinado, pero no necesariamen-
te cuantificada con un valor exacto. Es comUnmente expresado
como concentracién del analito.

Linealidad: habilidad (dentro de un dmbito dado) del proce-
dimiento analitico de obtener resultados de prueba que sean
directamente proporcionales a la concentracién de analito en
la muestra.

Material certificado de referencia: aquel material de refe-
rencia que va acompanado de un certificado otorgado por una
institucién reconocida mundialmente.

Material de referencia: material o sustancia que posee va-
lores de una o mds propiedades suficientemente homogéneas
y claramente establecidas como para poder ser utilizados en
la calibracién de un aparato, la evaluacién de un método de
medida o la asignacién de valores o materiales.

Material vegetal: muestra de cualquier parte de una planta,

raiz, tallo, semilla, hojas o frutos, que puede ser empleado para
la deteccién de OGM por diferentes técnicas analiticas.
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Método analitico: adaptacién especifica de una técnica ana-
litica para un propésito de medicién seleccionada.

Muestra: porcién o fraccién del material a ser analizado. Pue-
de ser obtenida a partir de multiples sub-muestras tomadas del
lote de muestreo.

OGM: organismo genéticamente modificado. Cualquier orga-
nismo vivo que posea una combinacién nueva de material ge-
nético, que se haya obtenido mediante la aplicacién de la tec-
nologia de ADN recombinante, sus desarrollos o avances; asf
como sus partes, derivados o productos que los contengan, con
capacidad de reproducirse o de transmitir informacién genéti-
ca. Se incluyen dentro de este concepto los organismos vivos
modificados (OVM) a que se refiere el Protocolo de Cartagena
sobre Seguridad de la Biotecnologia.

Pellet: sedimentos que se forman una vez el material celular
mds pesado se ha precipitado después de una centrifugacién
o decantacién.

Polisacaridos: los polisacdridos son polimeros cuyos moné-
meros son los monosacdridos, que se unen repetitivamente me-
diante enlaces glucosidicos. Estos compuestos llegan a tener un
peso molecular muy elevado.

Polifenoles: son sustancias de gran capacidad antioxidante.
Son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencéni-
cos sustituidos por funciones hidroxilicas.

Precision: expresa la cercania de coincidencia (grado de dis-
persiéon) entre una serie de mediciones obtenidas de multiples
muestreos de una misma muestra homogénea bajo condiciones
establecidas. Puede considerarse a tres niveles: repetibilidad,
precision intermedia y reproducibilidad. Debe determinarse uti-
lizando muestras originales y homogéneas. Sin embargo, si no
es posible obtener una muestra homogénea puede ser deter-
minada usando muestras preparadas o una disolucién de la
muestra.

Promotor: el promotor de un gen es una secuencia del ADN

que controla la iniciacién de la transcripcién del ARN como
producto de un gen especifico.
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Procedimiento analitico: forma en que se realiza un andli-
sis dado. Debe describir en detalle los pasos necesarios para
realizar cada prueba analitica. Puede incluir, los siguientes
conocimientos: caracteristicas de la muestra, preparacién de
los estdndares de referencia y reactivos, uso de los aparatos
o instrumentos, generacién de la curva de calibracién, uso de
formulas para los calculos.

Proteina: son macromoléculas de masa molecular elevada,
formadas por cadenas lineales de aminodcidos unidos median-
te enlaces peptidicos. Las proteinas pueden estar formadas por
una o varias cadenas peptidicas y son biomoléculas constitui-
das bdasicamente por carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno.
Suelen ademds contener azufre y algunas también fésforo, hie-
rro, magnesio o cobre, entre otros elementos.

Reproducibilidad: expresa la precisiéon de una técnica para
obtener resultados similares entre diferentes muestras con con-
centraciéon del analito conocida.

Selectividad: describe la habilidad de un procedimiento ana-
litico para diferenciar entre varias sustancias en la muestra y es
aplicable a métodos en los que dos o mds componentes son
separados y cuantificados en una matriz compleja.

Semilla: embrién vegetal en estado de vida latente, acompa-
fado de tejido nutritivo y protegido por tegumentos.

Sobrenadante: fase superior acuosa resultado de la centrifu-
gacién.

Sensibilidad: fraccién de detecciones de OGM positivas que
son asignadas correctamente con el método utilizado.

Solidez: medida de la capacidad de un procedimiento anali-
tico de permanecer estable por pequefias pero deliberadas va-
riaciones en los parémetros del método y provee una indicacién
de su fiabilidad en condiciones de uso normales.

Terminador: secuencia del ADN que contiene las sefiales que

determinan la finalizacién del proceso de trascripciéon de un gen
especifico del ADN.
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Validacion: confirmacién mediante la aportacién de pruebas
objetivas de que se han cumplido los requisitos para el uso pre-
tendido o una aplicacién especifica.
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