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Resumen

La Biotecnologia Moderna, es en la actualidad uno de los sectores cientificos y
economicos mas estables a nivel mundial. Mediante su aplicacion es posible la obtencion
de los Organismos Vivos Modificados (OVM), los cuales son usados en areas diversas. A
pesar de ello, muchos consideran que su utilizacién debe estar constantemente sometida
a continuos procesos de evaluacion. Histéricamente, Venezuela ha sido un pais
importador de productos agricolas, en donde recientemente la misma pasé a ser miembro
pleno de un importante acuerdo internacional en materia de intercambio de productos de
diversa indole, en la region. También se sabe que en la actualidad, reina una moratoria
relacionada con el uso de OVM, la cual se ha intensificado en las principales ciudades del
pais, materializandose en la ejecucion de foros, charlas, talleres y grafitis, en contra de los
OVM. Dado este escenario de marcada polarizacion, se plantea por primera vez en el
pais la necesidad de detectar secuencias asociadas a OVM en semillas de maiz y soya,
debido a la susceptibilidad que tienen estas estructuras de introducirse al ambiente, como
parte inicial de cualquier sistema de produccién agricola. Para ello, se procedi6 a realizar
un muestreo de las principales semillas de maiz y soya registradas como cultivares
elegibles en el Servicio Nacional de Semillas. Se inici6 las actividades de deteccion con
un ensayo sencillo, mediante el cual se evaluaron las proteinas CP4 EPSPS, Cry 1Ab y
Cry3Bb, empleando las tiras de flujo lateral disefiadas por “Strategic Diagnostic Inc”.
Posteriormente se aplico las estrategias de “screening” general primario y evento
especifico, por PCR en tiempo final y real. En el primer caso fueron evaluados, para
ambos cultivos, las secuencias asociadas al promotor 35S y terminador NOS, adicionando
las secuencias de PAT y BAR para maiz. Posteriormente, solo a las muestras que se
detectaron para alguna de las secuencias antes mencionadas, se aplico la estrategia para
la deteccion de los eventos T25, Bt-11 y TC1507 para maiz y del evento GTS-40-3-2 para
soya. Mediante la aplicacion de las tiras de flujo lateral no se detecté ninguna de las
proteinas que evalua la prueba. En cuanto a las pruebas basadas en ADN para maiz, se
detecto las secuencias del promotor 35S, terminador NOS y PAT, con estos resultado se
procedié a identificar g el maiz proviene de un evento apilado, que le confiere al cultivo
tolerancia al herbicida glufosinato de amonio y resistencia a insectos lepidopteros, evento
DAS-215@7-1 de Pionner. En el caso de soya se logrd detectar un cultivar para promotor
35S y terminador NOS, lo cual dio pie a la identificacion del evento GTS-40-3-2, que le
confiere al cultivo tolerancia al herbicida glifosato. Segun estos resultados, se sientan las
bases del uso de OVM en los sistemas de produccion agricolas venezolanos, que
evidentemente ingresaron al pais de forma ilegal, y fueron liberados de forma
improcedente en el ambiente, constituyéndose este en un ejemplo de movimiento
transfronterizo ilicito, dado que el mismo se realizd6 en contravencion de las medidas
nacionales que rigen la aplicacion del Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la
Biotecnologia. Estos resultados ponen de manifiesto el hecho innegable de que en la
practica el pais no realiza ningun tipo de pruebas para conocer el estatus de modificacion
genética del material sujeto de introduccion al pais, siendo de particular importancia para
el Estado la ejecucion de esta labor debido a la politica nacional de negar el uso de OVM.
Por ello, se sugiere a las autoridades respectivas sincerar la situacion nacional, mediante
la aplicacién de las leyes en la materia o actualizar la posicién nacional en cuanto al uso
de las nuevas tecnologia en la agricultura.

Palabras claves: organismos vivos modificados, semillas, maiz, soya.



Introduccion General

Los humanos han manipulado, y manipulan, los genes desde el inicio de la agricultura, lo
que ha variado con el paso del tiempo son las técnicas de modificacion genética (Gepts,
2002). Una de las areas en las cuales la modificacion genética ha tenido mayor perfil
publico y donde se han debatido desde sus maximos beneficios, hasta sus grandes
limitaciones es la Ingenieria Genética (IG) (Diaz, 2004). A partir de la IG, es posible el
desarrollo de los Organismos Vivos Modificados (OVM), Organismos Modificados
Genéticamente (OMG) o transgénicos, los cuales son definidos por el Protocolo de
Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia (PCB) (2000), como cualquier organismo
vivo que posea una combinacion nueva de material genético obtenido mediante la
aplicacion de la Biotecnologia Moderna (BM).

Diversas especies, desde bacterias, hasta planta y animales han sido modificados
genéticamente (MG), en algunos casos suprimiendo genes, en otros introduciendo genes
de especies bioldgicamente distantes, otros mediante el silenciamiento de sus genes a
partir de su mismo acervo genético o mediante la sobreexpresién de un gen que posea de
forma natural la especie. Los OVM mayormente empleados son aquellos en los cuales se
le han introducido genes de especies taxondmicamente lejanas para generar bienes vy
servicios directos para el ser humano. El primer transgénico fue presentado al mundo en
1972 como un ensayo meramente cientifico, por Jackson, Symmons y Berg, en el cual se
insertaron genes de un virus de simio en fagos de bacterias de Escherichia coli (Jackson,
Symmons y Berg, 1972). Posteriormente en la misma bacteria se introdujo un gen
humano para producir insulina recombinante y desde 1982, la industria farmacéutica opté
por fabricar la insulina humana mediante I1G. Las técnicas de |G aplicadas al area agricola
tardaron un poco mas en dar sus frutos, fue en 1994, cuando en USA se comercializa el
primer cultivo MG, el tomate “Flavr Savr” o de larga duracion, en el cual se suprimio la
sintesis de una enzima (poligalacturonasa) que interviene en la degradacion de la peptina
de la pared celular del fruto para darle mayor duracién en el anaquel (Nap et. al., 2003).
Nace de esta manera una verdadera revolucion tecnolégica y cientifica para la produccién
de alimentos, denominada “la nueva revolucion verde”, basada en la produccién a partir
de organismos resultantes de la BM.

Si bien es cierto que en la actualidad los bienes y servicios ofertados a partir del
desarrollo de la BM y la IG son comunes de conseguir e incluso mas econémicos que los
productos desarrollados por la via convencional, existe también otra realidad, la cual esta
relacionada con las preocupaciones genuinas de la sociedad ante lo desconocido. Es asi
como desde 1974, en California, EEUU, se propone una moratoria al uso de los
organismos resultantes de la aplicacién de la |G, hasta tanto no se tuviese mejor
conocimiento sobre cuales serian los impactos de los mismos, sobre la salud humana vy el
ambiente, entre otras (Nap et. al., 2003).

Posteriormente, en 1992, en la Cumbre de la Tierra se da a conocer el Convenio sobre la
Diversidad Biologica (CDB) y con él se sientan oficialmente las bases para desarrollar un
documento legal en el cual se dejaran claras las reglas en cuanto a los usos, manejos,
transferencia y utilizacion segura de los OVM. EI CDB contiene tres disposiciones
directamente relacionadas con los OVM. Una de ellas es el articulo 19.3, el cual genero
las negociaciones para el desarrollo del PBC. Otros dos articulos contienen obligaciones
aplicables a todas las Partes en el CDB, independientemente de que se conviertan o no
en Partes en el Protocolo. Por una parte el articulo 8g trata sobre medidas nacionales en



general, siendo el espiritu de esto el exhortar a las Partes a que regulen, administren o
controlen los riesgos asociados a los OVM que pudieran tener efectos adversos sobre la
conservacion y el uso sostenible de la diversidad bioldgica, teniendo también en cuenta
los riesgos para la salud humana. Por otra parte, el articulo 19.4 toma en consideracion la
transferencia de OVM entre Partes. Requiere que cada Parte proporcione informacion
sobre sus regulaciones nacionales en materia de uso y seguridad a la Parte a la que el
OVM pretende enviarse, asi como cualquier informacion disponible sobre los efectos
adversos que la introduccién podria tener.

En 2000, es presentado en Montreal-Canada, el PCB, cuyo objetivo principal es “contribuir
a garantizar un nivel adecuado de proteccion en la esfera de la transferencia,
manipulacion y utilizacion seguras de los OVM resultantes de la BM que puedan tener
efectos adversos para la conservacion y la utilizacion sostenible de la diversidad biolégica,
teniendo también en cuenta los riesgos para la salud humana, y centrandose
concretamente en los movimientos transfronterizos”. Como se entiende, el PCB
basicamente regula lo concierte a movimientos transfronterizos de OVM, materia
estrechamente ligada a las relaciones comerciales que se establecen entre paises
productores y demandantes de alimentos. Sin embargo, en su articulo 4, queda expresa
la tarea de regular otros ambitos tales como “el transito, la manipulacion y la utilizacién de
todos los OVM”, haciendo especial referencia en “los posibles efectos adversos para la
conservacion y la utilizacion sostenible de la diversidad bioldgica, teniendo también en
cuenta los riesgos para la salud humana”.

El articulo 18 del PCB, indica que los OVM objeto de movimientos transfronterizos
intencionales sean manipulados, envasados y transportados en condiciones de seguridad,
teniendo en cuenta las normas y los estandares internacionales pertinentes, ademas de
catalogar la documentacion que debe acompanar a un OVM segun sus usos en: 1) OVM
destinados a uso directo como alimento humano o animal, o para procesamiento, el cual
debera estar acompafiado de una especie de acta donde se asienta la polémica frase
"pueden llegar a contener OVM (“main contain”)" y que no estan destinados para su
introduccién intencional en el medio, asi como un punto de contacto para solicitar
informacion adicional; 2) OVM destinados para uso confinado; el cual debe sustentarse en
los requisitos para su manipulacién; el punto de contacto para obtener informacion
adicional, incluido el nombre y las sefias de la persona y la institucién a que se envian los
OVM; y 3) OVM destinados a su introduccion intencional en el ambiente, en el cual se
deben especificar la identidad y los rasgos/caracteristicas pertinentes, los requisitos para
su manipulacioén, almacenamiento, transporte y uso seguros, el punto de contacto para
obtener informacién adicional y, segun proceda, el nombre y la direccion del importador y
el exportador; este ultimo ademas contiene una declaracién de que el movimiento se
efectia de conformidad con las disposiciones del PCB las cuales son aplicables al
exportador. En este sentido la evaluacion de las semillas se conforman como una
estructura vegetal altamente susceptible de evaluar desde el punto de vista biotecnoldgico
dado que las mismas seran introducidas al ambiente, ya sea de manera deliberada,
accidental o de forma ilicita, con el fin de iniciar la operatividad de cualquier sistema de
produccion agricola.

Por otra parte, se destaca la posicion de Venezuela ante el tema, pues en diversas
oportunidades y varios escenarios, politicamente se ha rechazado de forma activa el uso,
manejo, transferencia y utilizacién de OVM desarrollados por empresas transnacionales
sin conocer sus efectos sobre el ambiente, la salud y la agricultura de la nacién, posicion
que se adecua a lo sefialado en el Principio 15 de la Declaracion de Rio en donde se



sefala la obligatoriedad del Estado de aplicar las medidas de precaucién cuando se
supone exista peligro de dafio claro o irreversible.

En contraste con lo anterior, el pais ha suscrito diversos tratados de cooperacion e
intercambio agricolas con paises de la regién, tales como Argentina, Brasil y Uruguay,
entre otros, en donde la utilizacién y produccion de OVM es una practica comun. En
consecuencia, es altamente probable que los OVM se encuentren en las mercaderias que
estos paises estan expendiendo a Venezuela, pues la segregacion entre productos OVM
y no OVM no es una tarea comun, aparte de que la misma acarrea elevados costos para
los paises compradores. En los puntos aduanales el Instituto Nacional de Sanidad
Agricola Integral (INSAI) es la institucion legisladora en materia de entrada de semillas al
pais y de la aplicacion de las medidas de bioseguridad relacionadas con ellas. A los fines,
el INSAI solicita entre otros requisitos los datos del exportador del producto y su
representante, la firma autorizada del importador solicitante, las caracteristicas del
producto a importar, el medio de transporte a utilizar y el certificado de que el material
objeto de la introduccion es “no transgénico”. Es de hacer notar, que el INSAI no posee la
capacidad técnica e institucional para realizar las pruebas de deteccion de OVM, por lo
que solo confia en la buena voluntad del importador para permitir la entrada de semillas, y
otros insumos de este tipo, al pais.

De alli nace la necesidad de realizar la deteccion de OVM susceptible de introducirse al
ambiente, para de esa manera aportar un grano de arena en el cumplimiento de las leyes
nacionales relacionadas con la materia, particularmente a lo establecido en el PCB. Se
aclara también que se hizo la evaluacién en semillas comerciales dado que de esta
manera se esclarecioé que ya en nuestro pais debe hacerse una actualizacion urgente de
nuestro marco juridico y de la posicién nacional pues se pudo conocer que ya se estan
empleando OVM de forma deliberada en el ambiente. Por ello, la ruta a seguir seria la
redaccion del Reglamento Parcial a la Ley de Gestion de la Diversidad Bioldgica, con el
fin, no de castigar a quienes ya estén empleando la tecnologia, sino de esclarecer las
reglas de juego para evitar dafos irreversibles a los sistemas de produccién agricola, a la
diversidad bioldgica, la economia del pais o la salud de los consumidores.

La presente investigacion esta dividida en cinco capitulos a saber: Capitulo I: Situacion
mundial del uso y la produccion de OVM; Capitulo IlI: aspectos politicos y legales de la
seguridad de la BM en Venezuela, Capitulo Ill: Métodos para la deteccién e identificacion
de un OVM, Capitulo IV: Deteccion e identificacion de secuencias asociadas a OVM en
semillas de maiz (Zea mays L.) empleando los métodos de inmunoensayos y analisis por
PCR en tiempo final y real y Capitulo V: Deteccion e identificacion de eventos asociados a
OVM en semillas de soya (Glycine max L. Merryl) empleando los métodos de
inmunoensayos y analisis por PCR en tiempo final y real.



Objetivos

1. Realizar una revision general sobre la situacion mundial del uso y la produccion de
OVM.

2. Desarrollar los aspectos relacionados con los elementos politicos y legales de la
Seguridad de la BM en la Republica Bolivariana de Venezuela.

3. Indicar detalladamente los métodos para la deteccion, identificacion y cuantificacion de
OVM.

4. Estudiar la presencia y las caracteristicas de secuencias de ADN asociadas a
modificaciones genéticas comerciales en semillas de maiz y soya en la cadena
agroalimentaria del pais:

4.1. Detectar e identificar secuencias asociadas a OVM en semillas de maiz (Zea
mays L.) empleando los métodos de inmunoensayos y analisis por PCR en
tiempo final y real.

4.1.1 Aplicar las tiras de flujo lateral para la evaluacion de los eventos de
transformaciéon transgénica de maiz relacionados con tolerancia a
herbicidas y resistencia a insectos lepidépteros.

4.1.2. Evaluar la presencia del Promotor 35S, terminador NOS, Pat y Bar,
asociados con la estrategia de deteccion de OVM general o “screening”
primario en semillas de maiz.

4.1.3. Detectar el evento de transformacion de maiz TC1507, por medio de la
aplicacion de la PCR en tiempo real.

4.2. Detectar e identificar eventos asociados a OVM en semillas de soya (Glycine
max L. Merryl) empleando los métodos de inmunoensayos y analisis por PCR
en tiempo final y real.

4.2.1. Aplicar las tiras de flujo lateral para la evaluacion del evento de
transformacion transgénica de soya GTS40-3-2.

4.2.2. Evaluar la presencia del Promotor 35S y el terminador NOS, asociados con
la estrategia de deteccion de OVM general o “screening” primario en
semillas de soya.

4.2.3. Detectar el evento de transformacion de soya GTS40-3-2, por medio de la
aplicacion de la PCR en tiempo final y real.



Capitulo |

Situacion mundial del uso y la produccién de OVM

Introduccién

La produccion y comercializacion de OVM se inicié en 1992 con la autorizacion otorgada
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norteamérica (EEUU), al
producto tomate “Flavr Sarv’ (Redenbaugh et. al., 1993; Zhang y Guo, 2011).
Posteriormente en 1996, se extiende aun mas la produccién de OVM a nivel internacional,
adhiriéndose a EEUU otros cinco paises: Canada, Argentina, China, Sur Africa y
Australia, quienes asumieron el reto de plantar OVM, ya sea para la alimentaciéon humana,
animal o para liberacién al ambiente. En 2012, fueron sembradas 170 millones de
hectareas con OVM en 28 paises, 20 de los cuales son paises con economias
emergentes y 8 industrializados, y fueron aprobados en total cerca de 200 eventos de
transformacioén transgénicas, todos ellos asociados con caracteres agronémicos (Zhang y
Guo, 2011). En el presente capitulo se hace una revisidon general relacionada con los usos
y produccion de OVM en el mundo.

Generaciones de OVM

Como se indicé anteriormente, el primer cultivo OVM comercializado fue el tomate de
larga duracion, caracteristica que beneficiaba directamente al comprador del producto. A
pesar de ello, el mismo no tuvo la acogida apropiada por parte de los consumidores y sale
rapidamente de los anaqueles. En afos posteriores, los protagonistas de las nuevas
tecnologias agricolas pasan a ser el maiz y la soya, acompafados también del algodon, y
un poco despueés por la canola, quienes siguen siendo los cultivos por excelencia para la
produccion y comercializacion de OVM a nivel internacional. Esta vez, las caracteristicas
modificadas estaban mas relacionadas con los rasgos agronémicos que el productor
habia demandado para mejorar la eficiencia de sus sistemas de produccion.

Es asi como nacen los OVM considerados de primera generacion, siendo estos los
relacionados con la tolerancia al herbicida “Round up Ready” o la resistencia a insectos
taladradores, ambas caracteristicas por separado, y en menor grado la resistencia a
enfermedades fungicas o virales. En una segunda generacion, se inicioé la produccién y
comercializacion de los cultivos con caracteristicas apiladas, en los cuales se encontraba
en el mismo cultivar las caracteristicas de tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos.
Esto fue lo que catapulté al éxito en la adopcion de cultivos OVM por parte de los
agricultores a nivel mundial, ya que los mismos eran los principales favorecidos directos
del desarrollo de dichas tecnologias.

Una tercera generacion de OVM, incipientemente desarrollada, esta relacionada con la
produccion de cultivos que le ofrecen al consumidor alimentos con caracteristicas
nutricionales mejoradas. A la fecha, se conoce el “golden rice”, un arroz desarrollado para
suplir la deficiencia de vitamina A en poblaciones de escasos recursos del continente
asiatico (Ye et. al., 2000; Zimmerman y Qaim, 2002; Potrykus, 2003). También se trabaja



en la obtencion de aceite de soya y maiz cuyo contenido y composicién nutricional
complemente la dieta de quienes lo consumen, en cuanto al contenido de aminoacidos
esenciales y mejores caracteristicas de las grasas que los componen (James, 2013).

Los eventos apilados son una especialidad importante: en 2011, 12 paises sembraron
cultivos biotecnoldgicos con al menos dos eventos y 9 de ellos eran paises en desarrollo.
De los 170 millones de hectareas agrobiotecnoldgicas cultivadas en todo el mundo, 42,2
millones (26 %) fueron de eventos apilados, frente a los 32,3 millones de 2010 (que eran
el 22 % de 148 millones de hectareas) (James, 2011; James, 2012 y James, 2013).

Para el 2013 se tiene previsto el lanzamiento comercial de un cultivar de maiz tolerante a
la sequia, creandose de esta manera una cuarta generacién de OVM (James, 2013); los
mismos tienden al uso de cultivares que ayuden a aumentar la productividad de los
cultivos en areas en las que eventualmente no podrian cultivarse. Quizas ya en esta
generacioén se apilen en un mismo cultivar las caracteristicas agrondmicas y nutricionales
para la produccion de OVM.

América: un continente marcadamente a favor de la producciéon de OVM

En 2012, la tasa de crecimiento de los cultivos transgénicos fue al menos tres veces mas
rapida y cinco veces mayor en los paises en desarrollo, con 11% u 8,7 millones de
hectareas, versus 3% o 1,6 millones de hectareas en paises industrializados. Durante el
periodo 1996 - 2011 los beneficios econdmicos acumulados fueron elevados en los
paises en desarrollo con US$49.600 millones, comparados con US$48.600 millones
generados por los paises industrializados. Sin embargo, en 2011 los beneficios
econémicos de los paises en desarrollo fueron mayores con US$10.100 millones,
comparados con US$9.600 millones de los paises en desarrollo, con un total de
US$19.700 millones (James, 2013).

De las 170,3 millones de hectareas que se sembraron y comercializaron de OVM a nivel
internacional, en 2012, el 98% (166,6x106ha) se concentré en diez paises, de los cuales
cinco son paises con economias emergentes (Brasil, Argentina, India, China y Sur Africa),
y es donde se concentra aproximadamente el 40% de la poblacion mundial. Otro dato
interesante de resaltar, es que de estos 10 paises, seis son americanos, quienes en su
conjunto, sembraron el 86% (146,4x10°ha) de la produccién mundial de OVM (Cuadro 1).
Por esta razén se sefiala que el continente americano ha jugado un rol importante desde
la expansion de la produccion mundial de OVM, y que ademas el mismo puede
considerarse como una region marcadamente a favor de los transgénicos (James, 2013).

Para el 2012, EEUU sigue siendo el principal pais productor de OVM en el mundo, quién
plantdé, 69,5 millones de hectareas. Por su parte, Brasil ocupa el segundo lugar,
sembrando 36,6 millones de hectareas, emergiendo de esta forma como uno de los
grandes gigantes en la produccién de OVM, debido a que su sistema regulatorio le
permite aprobar las nuevas solicitudes de forma facil, fluida y comoda y los agricultores
estan ganados a utilizar los nuevos eventos aprobados. Resulta interesante también
mencionar que en Brasil una empresa gubernamental desarrolld6 completamente, un



nuevo OVM, con sus propios recursos, demostrando asi su impresionante capacidad
técnica para desarrollar, producir e implementar un nuevo cultivo biotecnoldgico de ultima
generacién (James, 2013).

Cuadro 1. Area sembrada (millones de hectareas) y cultivos modificados genéticamente
en los 10 principales paises productores de OVM en el mundo.

Pais Area (x10°Ha) | Cultivo
EEUU* 69,5 Maiz, soya, algoddn, remolacha azucarera, lechosa, calabacin.
Brasil* 36,6 Maiz, soya, algoddn.
Argentina* | 23,9 Maiz, soya, algoddn.
Canada* |11,6 Maiz, soya, algoddn, remolacha azucarera.
India 10,8 Algodon.
China 4 Algodoén, lechosa.
Paraguay* | 3,4 Soya, maiz y algodon.
Sur Africa |2,9 Soya, maiz y algodon.
Pakistan (2,8 Algodén.
Uruguay* |1,4 Soya y maiz.
Total general — 170,3 (100%)
Total 10 paises — 166,9 (98%)
*Total paises americanos — 146,4 (86%)
Total otros paises — 20,5 (12%)

Fuente: James, 2013.

Argentina y Canada conservaron la tercera y cuarta posicion de la clasificacion mundial y
registraron cifras récord de superficie con cultivos de OVM de 23,7 y 10,4 millones de
hectareas respectivamente, para 2011. Las cifras mas notables fueron el incremento de
900.000 hectareas de maiz biotecnoldgico en Argentina (2011) y el de 8,4 millones de
hectareas de canola tolerante a herbicidas en Canada (2012), lo cual se traduce en una
tasa de adopcion del 97,5%.

Durante 2012, 28 paises plantaron cultivos biotecnoldgicos para comercializacion, otros
31 paises, han concedido 1996 regulaciones que aprueban cultivos biotecnologicos para
importacion, uso en alimentaciéon y forraje y para liberar al ambiente. Un total de 2497
autorizaciones que incluyen 25 cultivos GM y 319 eventos GM han sido emitidas por las
autoridades competentes en 59 paises, de las cuales 1129 son para uso alimentario (uso
directo o para procesamiento), 813 son para uso como forraje (uso directo o para
procesamiento) y 555 son para siembra o liberacién al medio ambiente (James, 2012;
James, 2013).

De los 59 paises con autorizaciones, EEUU tiene la mayor cantidad de eventos
aprobados (196), seguido por Japon (182), Canada (131), México (122), Australia (92),
Corea del Sur (86), Nueva Zelanda (81), Union Europea (67, incluyendo autorizaciones
que han expirado o que se encuentran en proceso de renovacion), Filipinas (64), Taiwan
(52) y Sudafrica (49). El maiz tiene la mayor cantidad de eventos aprobados (121 eventos



en 23 paises), seguido por el algodén (48 eventos en 19 paises), papa (31 eventos en 10
paises), canola (30 eventos en 12 paises) y soja (22 eventos en 24 paises). El evento que
ha recibido la mayor cantidad de autorizaciones es el maiz tolerante a herbicida, evento
NK603 (50 autorizaciones en 22 paises + 27 de la UE), seguido por la soja tolerante a
herbicida, evento GTS-40-3-2 (48 autorizaciones en 24 paises + 27 de la UE), el maiz
resistente a insectos, evento MON810 (47 autorizaciones en 22 paises + 27 de la UE), el
maiz resistente a insectos, evento Bt11 (43 autorizaciones en 20 paises + 27 de la UE),
algoddn resistente a insectos, evento MONS531 (36 autorizaciones en 17 paises + 27 de la
UE) y algodon resistente a insectos, evento MON1445 (31 autorizaciones en 14 paises +
27 de la UE) (Nap et. al., 2003; James, 2013).
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Capitulo Il

Aspectos politicos y legales de la Seguridad de la Biotecnhologia
Moderna en Venezuela

Introduccién

En los anos 50, del siglo pasado, el mundo abre paso al controversial y tan esperado
conocimiento de la genética' moderna. James Watson, Francis Crick y Rosalind Franklin,
entre otros, son los responsables del descubrimiento de la estructura de la molécula de la
vida: el &cido desoxirribonucleico (ADN)? (Franklin y Gosling, 1953; Watson y Crick, 1953),
la cual es una de las estructuras biolégicas mas conocida en la actualidad, por estar
presente en casi todos los organismos vivos® y poseer informacion codificante para la
estructura, organizacion y funcionamiento celular (Streips y Yasbin, 2002; Lewis, 2003).
Evidentemente, estos nuevos conocimientos adquiridos abrieron la posibilidad de
modificar casi que cualquier caracteristica genética de un organismo vivo (Bourlag, 2001;
Conroy, 2002; Streips y Yasbin, 2002; Lewis, 2003).

Posteriormente, en 1961 se celebrd la Reunidon Técnica sobre Exploracion e Introduccién
de Plantas, impulsada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), considerada el punto de partida en relacién con la legislacion para el
manejo de los recursos genéticos en regiones megadiversas. Posteriormente, se
desarrollaron otras actividades, con el fin de disefar y establecer las directrices
internacionales para encarar los problemas técnicos relacionados con la recoleccion,
conservacion, caracterizacion y evaluacion de los recursos fitogenéticos, asi como su
disponibilidad y utilizacion sostenible (Segundo Informe Nacional sobre el Estado de los
Recursos Fitogenéticos para la Agricultura y la Alimentacion, 2008).

Con el pasar del tiempo, inicio de la década de los 70 del siglo pasado, y con la afinacion
de las técnicas basicas aplicadas a la genética moderna, se logré el aislamiento de
genes* y la modificacién de éstos, con el fin de “copiarlos” y “pegarlos” en cualquier
blanco de interés para el humano (Jackson et al., 1972; Gepts, 2002; La Rosa et al.,
2006). Posteriormente, se entendié que la tecnologia poseia inmensas aplicaciones
industriales, por lo que fueron desarrollados productos comerciales especificos, tales
como medicamentos y aditivos alimenticios, bacterias, cultivos y animales modificados
genéticamente por la via de ingenieria genética®, entre otros (Grace, 1998; Mufioz, 1998;
Kennedy, 1999; Lleras, 2002; Martinez, 2002; EMBO Report, 2005; Batista, Burachick y
Rubinstein, 2007). Desde entonces, el crecimiento en el numero y variedad de
organismos resultantes de la aplicacion de la Biotecnologia Moderna® (BM), ha
aumentado significativamente afio tras afio (James, 2013).

'Rama de la biologia que estudia las leyes de la herencia y todo lo relacionado con ella (Griffith et al., 2002).

2 Molécula biolégicamente activa, formada por dos hebras contentivas de nucleétidos enlazados entre si,
formando una doble hélice. Contiene la informacion genética de un organismo vivo, la cual es transmitida de
una generacion a la siguiente de manera semi-conservativa (Streips y Yasbin, 2002).

® De alli el caracter de molécula universal.

* Secuencia de ADN que codifica las caracteristicas de la herencia de un organismo vivo (Griffith et al., 2002).

5 Conjunto de técnicas que permiten alterar el genoma de un individuo, de forma dirigida y controlada,
afadiendo, eliminando o modificando sus genes (Griffith et al., 2002).

® El Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia (2000), la define como: “Técnicas in vitro del
acido nucleico, incluidos el acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante y la inyeccion directa de acido
nucleico en células u organulos, o la fusion de células mas alla de la familia taxonémica que superan las



Como es evidente, en el desarrollo de estas nuevas tecnologias la sociedad ha
manifestado diferentes emociones que van desde la aceptacion total de los organismos
resultantes de la aplicacién de la BM’, y sus derivados, hasta el total rechazo de los
mismos (Monteagudo, 2002; Michelangeli, 2003; Diaz, 2004). Por ello, una serie de
investigadores estadounidenses, reunidos en California (1972), desarrollan el “Acuerdo de
Asilomar”, sentandose asi las bases de las preocupaciones éticas y filosoficas derivadas
por la manipulacién del ADN.

Posteriormente, se entra en un periodo de receso en cuanto a la adopcion de
instrumentos legales especificos en la materia, y la misma pasa a ser parte importante de
la agenda publica en 1992, donde es adoptado en Nairobi, Kenia, el Convenio sobre la
Diversidad Biolégica (CDB)®. Posteriormente este documento se abrié a la firma en la
Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y Desarrollo, celebrada en
Rio de Janeiro, Brasil, el mismo afio (Mackenzie et al., 2004).

El CDB, contiene tres disposiciones especificas en materia de Organismos Vivos
Modificados (OVM)°, una de ella generd las bases para negociar un protocolo de
bioseguridad', indicando la idea de establecer o mantener los medios para regular,
administrar o controlar los riesgos derivados de la utilizacién y liberacion de los OVM
como resultado de la biotecnologia que es probable tengan repercusiones ambientales
adversas que puedan afectar a la conservacion de la diversidad biologica, teniendo
también en cuenta los riesgos para la salud humana (Mackenzie et al., 2004).

La decision 1I/5 de la Conferencia de las Partes en el CDB, la cual fue celebrada en
Indonesia (1995), acordd la elaboraciéon de un protocolo sobre seguridad de la
biotecnologia, centrado especificamente en el movimiento transfronterizo de cualquier
OVM, pues los paises se comprometieron en elaborar un protocolo sobre seguridad de la
biotecnologia, centrado especificamente en el movimiento transfronterizo de cualquier
OVM resultante de la BM que pueda tener efectos adversos para la conservacion y
utilizacién sostenible de la diversidad bioldgica, que establezca en particular, para su
examen, procedimientos adecuados para un acuerdo fundamentado previo (Mackenzie et
al., 2004).

Es asi como se desarrolla el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia
del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, el hijo menor del CDB encargado de contribuir
a garantizar un nivel adecuado de proteccion en la esfera de la transferencia,
manipulacion y utilizacién segura de los OVM resultantes de la aplicacion de la BM, el
cual se centra en los riesgos a la diversidad biologica, la salud humana y hace especial

barreras fisiologicas naturales de la reproduccion o de la recombinacion y que no son técnicas utilizadas en
la reproduccion y seleccion tradicional”.

" Denominados también Organismos Modificados Genéticamente [OVM], Organismos Vivos Modificados
[OVM] o transgénicos.

® Ratificado por la Republica de Venezuela, segun Gaceta Oficial Extraordinario N° 4780 del 12 de septiembre
de 1994.

° El Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia (2000), los define como: “Cualquier
organismo que posea una nueva combinacién de material genético y que se haya obtenido mediante la
aplicacion de la BM”.

' También conocido como seguridad de la BM, se define como el conjunto de acciones o medidas de
seguridad requeridas para prevenir o minimizar los efectos potenciales adversos sobre los ecosistemas, la
diversidad biolégica y sus componentes, resultantes de la aplicacion de la BM (Articulo 12 de la Ley de
Gestidn de Diversidad Biologica, Gaceta Oficial N° 39.070 del 01 de diciembre de 2008).



énfasis en los movimientos transfronterizos de estos organismos. Venezuela adopt6 este
convenio en 2000 vy lo ratificé en 2002, segun la Ley N° 80 publicada en Gaceta Oficial de
la Republica Bolivariana de Venezuela N° 37.355 del 02 de enero de 2002; el mismo entro
en vigencia en septiembre de 2003, por lo que lo dispuesto en el debe ser cumplido por
las Partes firmantes del PCB.

Politica sobre Seguridad de la BM en el pais

Los OVM son concebidos por el Estado venezolano como problema, ya que desde su
Optica inciden en la desaparicion de especies autdctonas, generan dependencia
tecnoldgica y por tanto representan una amenaza a la soberania colectiva y nacional. En
este mismo orden de ideas, la Estrategia Nacional para la Conservacion de la Diversidad
Bioldgica (2008), indica que los OVM representan una amenaza potencial para la
conservacion de la diversidad biolégica, por la contaminacién de especies o variedades
autoctonas, a través de la transferencia de transgenes, pérdida de soberania alimentaria y
de valores ancestrales y culturales respetuosas del ambiente. Adicionalmente, segun un
Acuerdo juridicamente no vinculante, el pais rechaza el uso de OVM producidos por las
transnacionales de la alimentacion y la industria farmacéutica, sin conocer sus efectos
sobre los cultivos, la salud y la vida (Acuerdo con Motivo del Dia Internacional de la
Diversidad Biologica, Gaceta Oficial N° 38.942 del 30 de mayo de 2008).

Nuestro pais ha dado timidos pasos en la generacién de instrumentos juridicos para
orientar las politicas nacionales hacia un uso sustentable de la diversidad bioldgica y sus
componentes, y muy especialmente en materia de OVM, por ello en el Articulo 52 de la
Ley de Gestion de Diversidad Bioldgica queda clara la situaciéon actual de pais, al
sefalarse que el Estado prohibe la transferencia, utilizacion y liberacion de OVM hasta
tanto se demuestre su inocuidad para la conservacion y utilizaciéon sustentable de la
diversidad biologica y sus componentes. Asi mismo, el citado Articulo indica que la
gestion con OVM se podra realizar bajo condiciones de manejo confinado, de conformidad
con lo establecido en tal Ley.

La regulacion sobre Seguridad de la BM en el pais

La Republica Bolivariana de Venezuela esta sujeta a una serie de disposiciones legales,
administrativas y procedimentales relacionadas con los usos, manejos, transferencia y
utilizacion de los organismos resultantes de la aplicacion de la BM. Los instrumentos
juridicos nacionales son diversos y todos parten de los postulados constitucionales para la
ratificacion de los convenios internacionales, integrando convenios multilaterales vy
bilaterales, tratados; leyes organicas y ordinarias, acuerdos, resoluciones y decretos de
caracter nacional. Todos persiguen un unico fin, el cual esta referido a la utilizacién
sustentable de los recursos genéticos, la conservacion de la diversidad bioldgica, el eco-
socialismo y la proteccion de los conocimientos tradicionales y ancestrales de los pueblos
y comunidades indigenas y locales, entre otros.

Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela

La Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela (Gaceta Oficial de la Republica
Bolivariana de Venezuela'' N° 5.453, del 24 de marzo de 2000) establece la soberania
que ejerce la Republica sobre los recursos genéticos, los productos derivados y los
componentes intangibles, tal como se sefala en su Titulo Il, Capitulo X, Articulo 11.

" En lo adelante GORBV



En el Titulo Ill, Capitulo VI, De los Derechos Culturales y Educativos, el Articulo 110
sefala que el Estado reconocera el interés publico de la ciencia, la tecnologia, el
conocimiento, la innovacion y sus aplicaciones y los servicios de informacion necesarios
por ser instrumentos fundamentales para el desarrollo econémico, social y politico del
pais, asi como para la seguridad y soberania nacional. Para el fomento y desarrollo de
esas actividades, el Estado destinara recursos suficientes y creara el sistema nacional de
ciencia y tecnologia de acuerdo con la ley. El sector privado debera aportar recursos para
los mismos. El Estado garantizara el cumplimiento de los principios éticos y legales que
deben regir las actividades de investigacion cientifica, humanistica y tecnoldgica.

Por su parte en el Capitulo VIII, del mismo Titulo, Articulo 120, indica que toda actividad
susceptible de generar aprovechamiento dentro de los pueblos y comunidades indigenas,
debe realizarse sin lesionar la integridad cultural, social y econémica de los mismos. Asi
mismo, el Articulo 124, sefala que el Estado venezolano garantizara la proteccién a la
propiedad intelectual colectiva de los conocimientos tradicionales, tecnologias e
innovaciones de los pueblos indigenas. Adicionalmente, este mismo Articulo, resalta que
las actividades relacionadas con recursos genéticos y los conocimientos asociados a
ellos, deben perseguir beneficios colectivos; e indica, muy especialmente, la prohibicion
de patentar estos recursos y los conocimientos ancestrales ligados a ellos.

En el Titulo Il Capitulo IX, de los Derechos Ambientales, Articulo 127, se expone la
obligatoriedad de proteger el ambiente, la diversidad biolégica y sus componentes,
resaltando que “Es un derecho y un deber de cada generacién proteger y mantener el
ambiente en beneficio de si misma y del mundo futuro”. Por otra parte, este mismo
Articulo sefiala que “El Estado protegera el ambiente, la diversidad biolégica, los recursos
genéticos, los procesos ecoldgicos, los parques nacionales y monumentos naturales y
demas é&reas de especial importancia ecolégica”; y hace especial referencia con que el
“genoma’? de los seres vivos no puede ser patentado”. Como se entiende, todo aquello
relacionado con uso, manejo, transferencia y utilizacion de los recursos genéticos, y los
conocimientos tradicionales y ancestrales ligados a ellos, estan legalmente basados en
este Articulo de la Constitucion Bolivariana; también este resalta la importancia de la
participacion de los ciudadanos, mediante la accidon derecho-deber en materia de
conservacion del ambiente.

En el Titulo 11l Capitulo IX, en su Articulo 128 dispone que el Estado, con la participacion
de las comunidades organizadas, deba desarrollar una politica de ordenacioén territorial,
atendiendo a las realidades ecolégicas, geograficas, demograficas socioculturales y
econdmicas, como marco del desarrollo sustentable.

Por su parte, el Articulo 129 ordena que toda actividad humana, susceptible de generar
dafos a los ecosistemas debera estar acompafiada previamente de un estudio de impacto
ambiental y sociocultural y que en cualquier contrato de aprovechamiento de recursos
naturales que celebre la Republica, se considera tacitamente la obligacion de conservar el
equilibrio ecolégico, la transferencia tecnoldgica y la restauracion del ambiente alterado.

El Titulo VI, Capitulo I, Articulo 305 indica que el Estado promovera la agricultura
sustentable como base estratégica del desarrollo rural integral, a fin de garantizar la
seguridad alimentaria de la poblacion y el Articulo 306 senala que la seguridad de la
naciéon debe estar fundamentada en la corresponsabilidad entre el Estado y la sociedad

12 Conjunto total de genes que posee un organismo vivo.



para dar cumplimiento a los principios de independencia, democracia, igualdad, paz,
libertad, justicia, solidaridad, promocién y conservacion ambiental y afirmacion de los
derechos humanos, asi como en la satisfaccion progresiva de las necesidades
individuales y colectivas de los venezolanos y venezolanas sobre las bases de un
desarrollo sustentable y productivo de plena cobertura para la comunidad nacional.

El Articulo 326 indica que la seguridad de la Nacién se fundamenta en la
corresponsabilidad entre el Estado y la sociedad civil para dar cumplimiento a los
principios de independencia, democracia, igualdad, paz, libertad, justicia, solidaridad,
promocion y conservacion ambiental y afirmacién de los derechos humanos, asi como en
la satisfaccion progresiva de las necesidades individuales y colectivas de los venezolanos
y venezolanas, sobre las bases de un desarrollo sustentable y productivo de plena
cobertura para la comunidad nacional. El principio de la corresponsabilidad se ejerce
sobre los ambitos econdémico, social, politico, cultural, geografico, ambiental y militar.

Finalmente, el Articulo 327 expresa que la atencion a las fronteras es prioritaria en el
cumplimiento y aplicacion de los principios de seguridad de la Nacion. A tal efecto, se
establece una franja de seguridad de fronteras cuya amplitud, regimenes especiales en lo
economico y social, poblamiento y utilizacidon seran regulados por la ley, protegiendo de
manera expresa los parques nacionales, el habitat de los pueblos indigenas alli asentados
y demas areas bajo régimen de administracion especial.

Leyes especificas que regulan la materia de seguridad de la BM

Ley Aprobatoria del Convenio sobre la Diversidad Biolégica (GORBV Extraordinario N°
4780 del 12 de septiembre de 1994). Dicho Convenio fue el primer acuerdo mundial
integral que abordd todos los aspectos de la biodiversidad. Automaticamente al
Venezuela ratificar el CDB el mismo pasé a formar parte del ordenamiento juridico
nacional, el cual en lineas generales proporciona un enfoque holistico para la
conservacion de la diversidad bioldgica, el aprovechamiento sustentable de los recursos
naturales y la participacion justa y equitativa en los beneficios provenientes del uso de los
recursos genéticos. En sus articulos 8g. Conservacion in situ, 10b. Utilizacion sostenible
de los componentes de la diversidad biolégica y 19. Gestion de la Biotecnologia y
distribucién de beneficios el Convenio establece lo siguiente:

“Articulo 8g.

Cada Parte Contratante, en la medida de lo posible y segun proceda:

Establecera o mantendra medios para regular, administrar o controlar los riesgos
derivados de la utilizacion y la liberacion de OVM como resultado de la biotecnologia que
es probable tengan repercusiones ambientales adversas que puedan afectar a la
conservacién y a la utilizacién sostenible de la diversidad bioldgica, teniendo también en
cuenta los riesgos para la salud humana.”

“Articulo 10b.

Cada Parte Contratante, en la medida de lo posible y segun proceda, adoptara medidas
relativas a la utilizacion de los recursos biolégicos para evitar o reducir al minimo los
efectos adversos para la diversidad biolégica”.

“Articulo 19.
1. Cada Parte Contratante adoptara medidas legislativas, administrativas o de
politica, segun proceda para asegurar la participacion efectiva en las actividades
de investigacion sobre biotecnologia de las Partes Contratantes, en particular los



paises en desarrollo, que aportan recursos genéticos para tales investigaciones, vy,
cuando sea factible, en esas Partes Contratantes.

2. Cada Parte Contratante adoptara todas las medidas practicables para promover e
impulsar en condiciones justas y equitativas el acceso prioritario de las Partes
Contratantes, en particular los paises en desarrollo, a los resultados y beneficios
derivados de las biotecnologias basadas en recursos genéticos aportados por esa
Partes Contratantes. Dicho acceso se concedera conforme a condiciones
determinadas por mutuo acuerdo.

3. Las partes estudiaran la necesidad y las modalidades de un protocolo que
establezca procedimientos adecuados, incluido en particular el consentimiento
fundamentado previo, en la esfera de la transparencia, manipulacion y utilizacion
de cualesquiera organismos vivos modificados resultantes de la biotecnologia que
puedan tener efectos adversos para la conservacion y utilizacién sostenible de la
diversidad biolégica

4. Cada Parte Contratante proporcionara, directamente o exigiéndoselo a toda
persona natural o juridica bajo su jurisdiccion que suministre los organismos a los
que se hace referencia en el parrafo 3, toda la informacion disponible acerca de
las reglamentaciones relativas al uso y la seguridad requeridas por esa Parte
Contratante para la manipulacién de dichos organismos, asi como toda la
informacion disponible sobre los posibles efectos adversos de los organismos
especificos de que se trate, a la Parte Contratante en la que esos organismos
hayan de introducirse”.

La Ley de Tierras y Desarrollo Agrario (GORBV N° 37.323 del 13 de Noviembre de 2001),
tiene por objeto establecer las base del desarrollo rural integral y sustentable; entendido
éste como el medio fundamental para desarrollo humano y crecimiento econémico del
sector agrario dentro de una justa distribucién de la riqueza y una planificacién
estratégica, democratica y participativa, eliminado el Ilatifundio..., asegurando la
biodiversidad, seguridad alimentaria y la vigencia efectiva de los derechos de proteccion
ambiental y agroalimentacion de la presente y futuras generaciones” (Articulo 1). Asi
mismo, establece en su Articulo 15, numeral 3, que la incorporacién al proceso productivo
de los sujetos beneficiarios garantizara el acceso a los germoplasmas'® para establecer
plantaciones.

Ley Aprobatoria del Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del
Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (Ley N° 80, GORBV N° 37.355 del 02 de enero de
2002). La adopcion de este Protocolo, aprobado en Montreal, Canada en el aio 2000 y
ratificado por Venezuela en 2002, proporciona un marco normativo internacional para
conciliar las necesidades de protecciéon del comercio y del medio ambiente en una
industria mundial en rapido crecimiento, la industria de la biotecnologia.

El Objetivo del Protocolo segun su articulo 1, es el siguiente:

“De conformidad con el enfoque de precaucion que figura en el Principio 15 de la
Declaracién de Rio sobre el medio Ambiente y el Desarrollo, el objetivo del presente
Protocolo es contribuir a garantizar un nivel adecuado de proteccion en la esfera de la
transferencia, manipulacion y utilizacion seguras de los organismos vivos modificados
resultantes de la biotecnologia moderna que puedan tener efectos adversos para la
conservacion y utilizacion sostenible de la diversidad bioldgica, teniendo también en

B Individuo o grupo de individuos que representan a un genotipo, cultivar o variedad de la especie.



cuenta los riesgos para la salud humana, y centrandose concretamente en los
movimientos transfronterizos”.

El Protocolo, no afectara en modo alguno a la Soberania de los Estados sobre su mar
territorial, ni a los derechos soberanos ni la jurisdiccion sobre sus zonas econdmicas
exclusivas y sus plataformas continentales, ni al ejercicio por los buques o aeronaves de
todos los Estados de los derechos vy las libertades de navegacion de conformidad con el
derecho internacional.

Ninguna disposicion del Protocolo, se interpretara en el sentido de restringir el derecho de
una parte a adoptar medidas mas estrictas para proteger la conservacion y utilizacidon
sostenible de la diversidad bioldgica que las establecidas en el Protocolo.

En cuanto a su ambito de aplicacion, el Protocolo se aplicara al movimiento
transfronterizos, el transito, la manipulacién y la utilizacion de todos los organismos vivos
modificados que puedan tener efectos adversos para la conservacion y la utilizacion
sostenible de la diversidad bioldgica y la salud humana, con las excepciones establecida
en los articulos 5 y 6, referidas al movimiento transfronterizo de organismos vivos
modificados que son productos farmacéuticos destinados a los seres humanos que ya
estén contemplados en otros acuerdos u organizaciones internacionales, sin perjuicio de
lo establecido en el articulo 4, Organismos vivos modificados en transito, sin perjuicio de
lo dispuesto en el articulo 4 y sin menoscabar el derecho de una parte de reglamentar el
transporte de organismos vivos modificados a través de su territorio y de comunicar al
Centro de Intercambio de Informacion sobre Seguridad de la Biotecnologia y al
Movimiento transfronterizo de organismos vivos modificados destinados a uso confinado
realizado de conformidad con las normas de la parte de importacion, sin perjuicio de lo
dispuesto en el articulo 4 y sin menoscabar el derecho de una parte de someter a todos
los OVM a una evaluacion del riesgo con antelacién a la adopcion de decisiones sobre la
importacion y de establecer normas para este uso dentro de su jurisdiccion.

Finalmente es conveniente afiadir, que el Protocolo establece la obligacion de adoptar
normas en la esfera de la responsabilidad y compensacion por dafios y, remite a los
mecanismos financieros del Convenio, la actuacion de la Conferencia de las Partes como
reunion de las partes, los érganos subsidiarios, la relacion con el Convenio de Diversidad
Bioldgica, la obligacion de establecer los mecanismos de cumplimiento y de evaluacion y
revision, la imposibilidad de formular reservas, la forma de efectuar su denuncia y
contiene tres anexos, sobre: Informacion requerida en las Notificaciones, Informacion
sobre los OVM y sobre Evaluacion del riesgo.

La Ley de Semillas y Material para la reproduccion animal e insumos biologicos (GORBV
N° 37.552 del 18 de octubre de 2002) declara de interés nacional las actividades de
obtencion, investigacion, produccion, abastecimiento, comercializacion y en general, todas
las relacionadas a las mismas que tenga por efecto el uso de semillas, materiales para la
reproduccion animal e insumos biolégicos susceptibles de aprovechamiento
agroproductivo. En el Capitulo Il de los Organismos Transgénicos u OVM, se establece
que:

“Todo género susceptible de aprovechamiento agroproductivo a titulo de:
semilla, material para reproduccion animal o insumo bioldgicos, debera ser
evaluado genéticamente por el Instituto Nacional de Semillas y Material para
Reproduccion Animal previo a su liberacién, produccion o comercializacién o



cualquier otro uso, a fin de determinar si constituyen organismos transgénicos
o modificados genéticamente o provienen de este tipo de organismo (Articulo
14)”.

La Ley Organica de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (GORBV N° 38.242 del 03 de
agosto de 2005), tiene por objeto desarrollar los principios orientadores que en materia de
ciencia, tecnologia e innovacion que establece la Constituciéon de la Republica Bolivariana
de Venezuela, organizar el Sistema Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién, definir
los lineamientos que orientaran las politicas y estrategias para la actividad cientifica,
tecnologica y de innovacion, a fin de fomentar la capacidad para la generacion, uso y
circulacion del conocimiento y de impulsar el desarrollo nacional.

La Ley Organica de Pueblos y Comunidades Indigenas (GORBV N° 38.344 del 27 de
diciembre de 2005). Esta ley desarrolla los derechos de los pueblos y comunidades
indigenas consagrados en la Constitucion de la Republica Bolivariana de Venezuela y en
los diversos tratados, pactos, y convenios internacionales suscritos por la Republica en
esa materia. Se basa en el principio del respeto a la integridad cultural de los pueblos
indigenas, entendida de manera amplia y cubriendo todos los aspectos que abarca. El
Capitulo Il de la mencionada ley trata de la Consulta Fundamentada Previa e Informada
en la cual se establece que:

“Toda actividad susceptible de afectar directa o indirectamente a los pueblos y
comunidades indigenas, debera ser consultada con los pueblos vy
comunidades indigenas involucrados. La consulta sera de buena fe, tomando
en cuenta los idiomas y la espiritualidad, respetando la organizacion propia,
las autoridades legitimas y los sistemas de comunicacion e informacion de los
integrantes de los pueblos y comunidades indigenas involucrados, conforme
al procedimiento establecido en esta Ley. Toda actividad de aprovechamiento
de recursos naturales y cualquier tipo de proyectos de desarrollo a ejecutarse
en habitat y tierras indigenas, estara sujeta al procedimiento de informacion y
consulta previa, conforme a la presente Ley”.

Ley de Salud Agricola Integral (GORBV extraordinario N° 5890 del 31 de julio de 2008),
indica que por salud agricola integral de animales, vegetales, productos y subproductos
de ambos origenes, suelo, aguas, aire, personas y la estrecha relacion entre ellos,
incorporando principios de la ciencia agroecoldgica que promuevan la seguridad y
soberania alimentaria y la participacion popular, a través de la formulacion, ejecucién y
control de politicas, planes y programas para la prevencién, control y erradicacion de
plagas y enfermedades.

Esta Ley en su Capitulo IX de los Organismos Vivos Modificados, en su Articulo 46 sefala
lo siguiente:

“El Ejecutivo Nacional, a través de sus organos y entes competentes, regulara
la liberacion al ambiente, produccion, distribucién, intercambio,
comercializacion en todo el territorio nacional de OVM, productos y
subproductos, dada la ausencia de certeza cientifica sobre la inocuidad
ambiental y consumo de estos productos y sobre los posibles dafos
irreversibles que pudiera provocar a la salud de las personas o al equilibrio
natural. Excepcionalmente por razones estratégicas en materia de salud vy



cuando se garantice el cumplimiento de normas de bioseguridad, se permitira
la investigacion con OVM en absoluto confinamiento”.

La Ley de Beneficios y Facilidades de Pago para las Deudas Agricolas de Rubros
Estratégicos para la Seguridad y Soberania Alimentaria (GORBV extraordinario N° 5891
del 31 de julio de 2008), este decreto-Ley constituye una herramienta legal de apoyo
directo al pequefio y mediano productor que se encuentra imposibilitado de dar
continuidad efectiva y eficiente a su actividad, pues su situacién financiera le impide
solicitar nuevos préstamos que lo coloquen en una situacion de igualdad frente a
productores de mayor envergadura. Esta dirigido al fomento e incentivo de la actividad
agricola, de acuerdo con la orden constitucional de especial proteccion a dicho sector,
consagrada en el articulo 305, y responde a las politicas agricolas nacionales y su
aplicacion a los fines de la inmediata reactivacion de numerosas unidades productivas
que se encuentran subutilizadas por falta del apoyo financiero indispensable para su
idoneo aprovechamiento.

La Ley Organica de Seguridad y Soberania Agroalimentaria (GORBV Extraordinario N°
5.891 del 31 de julio de 2008) tiene por objeto brindar una herramienta juridica en manos
del Estado y de la sociedad en su conjunto que permita la planificacién normativa,
estratégica, democratica, participativa y territorializada de la produccion agricola, también
la gestacion y desarrollo de espacios para la produccion y distribucién de bienes, servicios
y riquezas coénsonos con el proyecto de sociedad plasmado en nuestra constitucion, al
tiempo que se garantiza el abastecimiento y distribucidn equitativa y justa de alimentos a
toda la poblacién. La ley establece un marco juridico estable que oriente las multiples
variantes de la actuacién de los Poderes del Estado y de las ciudadanas y ciudadanos, a
través del desarrollo ordenado de actos normativos (leyes y decretos) y administrativos
(resoluciones ministeriales e interministeriales) que propendan al logro de los objetivos
definidos en el ordenamiento organico y colme las deficiencias que en este sentido,
presenta la actual normativa vigente. La normativa establece los principios esenciales de
seguridad y soberania alimentaria, de la disponibilidad y acceso de los alimentos para
toda la poblacién, la creacion y planificacion de las reservas estratégicas, incluyendo los
casos de contingencias; la participacion en la distribucién e intercambio de productos
agroalimentarios; la participacion social en la planificacion de la produccion agricola
sustentable; del intercambio y comercio justo nacional e internacional; de la inocuidad y
calidad en la produccion interna de la inocuidad y calidad en los alimentos importados
exportados; de la investigacion en materia agroalimentaria; de la educacion
agroalimentaria de la cultura, habitos y patrones de alimentacion; de los programas de
formacion y control higiénico en la manipulacion de alimentos y de la inspeccion,
fiscalizacion y sanciones si fuesen necesarias.

La Ley de Gestion de la Diversidad Bioldégica (GORBV N° 39.070 del 01 de diciembre de
2008), en sus disposiciones generales senala que el objeto de la Ley regulara a la
diversidad biolégica en sus componentes, comprendiendo los genomas naturales o
manipulados, material genético, y sus derivados, especies, poblaciones, comunidades y
los ecosistemas presentes en los espacios continentales, insulares, lacustres y fluviales,
mar territorial, areas maritimas interiores y el suelo, subsuelo y espacios aéreos de los
mismos, en garantia de la seguridad y soberania de la nacidn, para alcanzar el mayor
bienestar colectivo, en el marco del desarrollo sustentable.

Segun el Articulo 2, a los efectos de dicha Ley, la gestion de la diversidad bioldgica en
materia de bioseguridad se encuentran sefialados en el numeral 10 el cual indica la



adopcion de acciones y medidas a los fines de regular el acceso a los recursos genéticos
y sus derivados, el numeral 11 relacionado con la adopcién de acciones y medidas en
materia de bioseguridad concernientes a los OVM para prevenir efectos adversos sobre la
diversidad bioldgica y el numeral 12 que indica la adopcién de acciones y medidas en
materia de biocomercio concernientes a los patrimonios genéticos y a los OVM para
prevenir efectos adversos sobre la diversidad bioldgica.

El Titulo V de la bioética, la biotecnologia y la bioseguridad, Capitulo Il de la
biotecnologia, sefiala en su Articulo 47 que el Estado establecera las medidas para
prevenir y evitar cualquier amenaza a la diversidad biolégica y sus componentes, derivada
del uso de la biotecnologia, en especial aquellas relacionadas con el desarrollo, el
manejo, el transporte, la utilizacion, la transferencia y la liberacion de los organismos
resultantes de la aplicacion de la BM. Por su parte, el Articulo 48, sefala que el Estado
promovera el desarrollo biotecnolégico del pais como un instrumento de desarrollo
sustentable, haciendo énfasis en la conservacién de la diversidad biolégica y sus
componentes, la salud y la seguridad agroalimentaria.

El Articulo 49, sefala que todas aquellas personas naturales o juridicas, publicas o
privadas, que realicen en el pais actividades con OVM, quedan sujetos al control de la
autoridad, a cuyos fines deberan proveerse de los instrumentos de control establecidos en
la presente Ley y demas normativas aplicables. Mientras que el Articulo 51 indica el
ambito de regulacién de las biotecnologias, asi como el alcance de uso de las mismas. El
Articulo 53, sefiala que toda persona natural o juridica, publica o privada, nacional o
extranjera que pretenda realizar cualquier actividad relacionada con OVM debera cumplir
con la normativa vigente en materia de bioseguridad.

Finalmente, los Articulos 54 y 55 estan relacionados con la evaluacion y gestion de
riesgos, donde se sefiala que tales procedimientos y mecanismos se realizaran de
acuerdo a lo establecido en el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la
Biotecnologia del CDB.

Otros instrumentos juridicos que regulan la materia de seguridad de la BM
Normas sobre Evaluacion Ambiental de Actividades Susceptibles de Degradar el
Ambiente (GORV N° 35.946 del 25 de abril de 1996). En este instrumento se dispone que
la evaluacion ambiental se cumplira como parte del proceso de toma de decisiones en la
formulacion de politicas, planes, programas y proyectos de desarrollo, a los fines de la
incorporacion de la variable ambiental en todas sus etapas, e indica tal y como se
encuentra sefalado en el Articulo 129 de la Constitucion que las partes interesadas deben
presentar el respectivo estudio de impacto ambiental y socio-cultural.

Normas sobre Coordinacion de Competencias en materia de Tramitacion de Contratos de
Acceso a los Recursos Genéticos (Resolucion N° 95 del 23 de agosto de 2001; publicada
en GORBV N° 37.268, del 24 de agosto de 2001). Esta norma, contempla los
mecanismos para la coordinacion de las actividades que, en materia de recursos
genéticos, desarrollan las distintas dependencias del Ministerio del Poder Popular para el
Ambiente.

Comision Ministerial de Acceso a los Recursos Genéticos (Resolucion N° 95 del 23 de
agosto de 2001; publicada en GORBV N° 37.268, del 23 de agosto de 2001). La Comision
de Acceso a los Recursos Genéticos evalla las solicitudes y de aprobarse en el seno de
la Comisién se firma un contrato de acceso a los recursos genéticos, el cual es un



acuerdo entre la Autoridad Nacional Ambiental, en este caso el Ministerio del Poder
Popular para el Ambiente, en representacion del Estado y una persona o institucion, el
cual establece los términos y condiciones para el acceso a recursos genéticos, sus
productos derivados y, de ser el caso, el componente intangible asociado. Cuenta para su
funcionamiento con un Reglamento Interno de la Comisién de Acceso a los Recursos
Genéticos (Resolucion N° 163, Publicada en GORBV N° 37.894, del 09 de marzo de
2004).

El Cddigo de Bioética y Bioseguridad (MCT/FONACIT, 2002) tiene como propdsito
establecer los lineamientos filoséficos basicos y las normas que de ellas se derivan, en el
ambito de la bioética y bioseguridad aplicados a la investigacién. Esta estructurado en tres
partes: principio de Bioética y Bioseguridad; normas de bioética y bioseguridad para la
investigacion con organismos vivos y el ambiente, y normas de la comision de Bioética y
Bioseguridad.

Este cddigo, define a la bioseguridad como el conjunto de acciones o medidas de
seguridad requeridas para prevenir o minimizar los efectos adversos potenciales
derivados de la investigacion sobre organismos vivos. Se contempla dos ambitos: uno
convencional, referido a las previsiones y regulaciones del comportamiento humano en el
laboratorio, el cual abarca el disefio, manejo, destino y salida de los agentes bioldgicos, y
otro especificamente referido a las actividades de la biotecnologia moderna, que trata
entre otros aspectos la utilizacién de los recursos genéticos para la obtencion de
Organismos Modificados Genéticamente (OMG), agentes bioldgicos peligrosos y
organismos exoticos, bajo condiciones de confinamiento o de liberacién al ambiente.

Decreto de Creaciéon de la Comision Nacional de Bioseguridad (GORBV N° 38.392,
Decreto N° 4.334, del 07 de marzo de 2006). Considerando que la Republica es parte del
CBD y del PCB, y que para el adecuado manejo de la seguridad de la biotecnologia, y en
especial para la regulacion y el control de los OVM, sus derivados y productos que los
contengan, es necesario el establecimiento de mecanismos de coordinacion institucional,
participacion ciudadana y asesoria técnico-juridica calificada, se cre6 la Comisidn
Nacional de Bioseguridad (CNB), con caracter permanente y ad honorem, como
organismo técnico-cientifico asesor del Ejecutivo Nacional en las actividades vinculadas
con OVM, sus derivados y productos que los contengan, resultantes de la aplicacién de la
biotecnologia y bioseguridad, relacionados con las areas de ciencia, tecnologia e
innovacion, salud, sanidad animal y vegetal, produccién agropecuaria, educacion, defensa
y ambiente.

El Articulo 7, numeral 3 sefala la obligatoriedad de los miembros de la CNB de participar
en la elaboracion del Reglamento sobre Bioseguridad y proponer las modificaciones que
considere convenientes, asi como proponer los mecanismos que permitan la efectiva
aplicacion de los instrumentos legales pertinentes en materia de seguridad de la BM, asi
como de la Ley Aprobatoria del Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la
Biotecnologia del CDB.

Resolucion Conjunta por medio de la cual se dicta el Reglamento Interno de la Comisién
Nacional de Bioseguridad (GORBV N° 372.501 del 27 de octubre de 2009). El citado
reglamento tiene por objeto establecer las normas y procedimientos que regiran la
integracion, organizacién y funcionamiento interno de la CNB, las cuales son de
obligatorio cumplimiento para sus integrantes. El Reglamento establece en su Articulo 8,
numeral 6 que los miembros de la CNB deben contribuir con la elaboracion de informes,



documentos, minutas y otras actividades relacionadas con la CNB. Por su parte, en el
Articulo 11, numeral 3, se indica textualmente lo establecido en el Articulo 7, numeral 3
del Decreto de la Creacion de la CNB.

Protocolo de Nagoya — Kuala Lumpur sobre Responsabilidad y Compensacion
Suplementario al Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia, 2010. El
objetivo del presente Protocolo Suplementario es contribuir a la conservacion y utilizacién
sostenible de la diversidad biolégica, teniendo también en cuenta los riesgos para la salud
humana, proporcionando normas y procedimientos internacionales en la esfera de la
responsabilidad y compensacion en relacién con los organismos vivos modificados.

Define como operador a cualquier persona que tenga el control directo o indirecto del
OVM, término que podria incluir, segun proceda y segun lo determine la legislacion
nacional, entre otros, el titular del permiso, la persona que colocé el OVM en el mercado,
el desarrollador, el productor, el notificador, el exportador, el importador, el transportista o
el proveedor.

Se aplica a los danos resultantes de los organismos vivos modificados cuyo origen fue un
movimiento transfronterizo. Los organismos vivos modificados a los que se hace
referencia son aquellos:

a) destinados a uso directo como alimento humano o animal o para procesamiento;

b) destinados a uso confinado;

c¢) destinados a su introduccion deliberada en el medio ambiente.

Este Protocolo Suplementario se aplica a los dafos resultantes de los movimientos
transfronterizos involuntarios, asi como a los danos resultantes de los movimientos
transfronterizos ilicitos.

El mismo no ha sido firmado y ratificado por la Republica Bolivariana de Venezuela,
debido a que se considera un documento que mercantiliza los interés relacionados con los
dafos asociados al movimiento transfronterizo de OVM, pues entre sus obligaciones
indica las garantias financieras que deben someterse las Partes cuando ocurran
movimientos ilicitos o involuntarios de OVM, ademas de la responsabilidad de los Estados
por hechos internacionalmente ilicitos.

La Gestion de la Bioseguridad en la Republica Bolivariana de Venezuela

Tal y como se encuentra establecido en diferentes instrumentos legales nacionales, la
Autoridad Nacional encargada de regular las actividades de uso, manejo, transferencia y
utilizacion de los organismos resultantes de la aplicacion de la BM, es el Ministerio del
Poder Popular para el Ambiente. Por ello, en este Ministerio se encuentran oficializados
los Puntos Focales Nacional del Convenio sobre la Diversidad Biolégica, del Protocolo de
Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia y del Centro de Intercambio de
Informacion sobre Seguridad de la Biotecnologia del PCB. Adicionalmente, desde la
Oficina Nacional de Diversidad Bioldgica, del Ministerio del Poder Popular para el
Ambiente, coordinacion con las demas dependencias de ese Ministerio, asi como del
resto de las autoridades del Estado venezolano ligadas a la materia, se vela por el
cumplimiento de la normativa vigente existente sobre seguridad de la biotecnologia en el
pais.

Por ello, la Oficina ha trabajado en el disefio de medidas legales, administrativas,
procedimentales y de percepcion publica y participacion comunitaria en materia de OVM,



todo con el fin de adaptar el nuevo sistema econdmico de la nacion a la época actual de
conocimientos, para construir un sistema nacional de bioseguridad basado en la
sustentabilidad ambiental, social, cultural y politica que necesita el pais.

Adicionalmente, se sefala que existe una Comision Nacional de Bioseguridad, integrada
por los Ministerios del Poder Popular para el Ambiente (como autoridad rectora en la
materia), de Agricultura y Tierras, de Comercio, de Salud, de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion y de Alimentacion, mientras que el sector no gobierno esta representado por
las Universidades e Institutos Publicos de Educacion Superior, del Sector Industrial y
comercial de productos agricolas, alimenticios, medicinales y farmacéuticos, del Sector
agricola, que comprende tanto a pequefios, medianos y grandes productores,
especialmente de los subsectores produccion animal y vegetal agroalimentarios y un
representante de las comunidades organizadas.

El camino hacia el disefio del Reglamento sobre Seguridad de la BM para la
Republica Bolivariana de Venezuela

Como se dejo claro en las ideas desarrolladas anteriormente, en Venezuela existe un
marco normativo que se relaciona directa e indirectamente con el tema de bioseguridad,;
sin embargo, es necesario contar con un instrumento juridico que regule de manera clara
y precisa todo lo relativo al manejo seguro de OVM, sus impactos y riesgos por la
manipulacion, liberacion y comercio, ello atendiendo a las politicas de Estado, la
institucionalidad y las necesidades de pais.

En 2000, un grupo de trabajo intraministerial del Ministerio del Poder Popular para el
Ambiente, se reunié bajo la coordinacion de la Oficina Nacional de Diversidad Bioldgica, y
elabord la propuesta en referencia, la cual fue presentada en el Anexo 5 del Marco
Nacional de Bioseguridad de la Republica Bolivariana de Venezuela (2005). Quizas este
documento sirva de partida para que la Comision Nacional de Bioseguridad, de
cumplimiento a lo establecido en el Articulo 7, numeral 3, de la GORBV N° 38.392,
Decreto N° 4.334 del 06 de marzo de 2006.

Debe precisarse que, por tratarse de un reglamento de ejecucién de ley, debe ser dictado
por el Presidente de la Republica, segun se establece en el articulo 236, numeral 10 de la
Constitucion, de lo cual se desprende que el acto que lo contenga debe ser un Decreto,
que de conformidad con lo dispuesto en el articulo 15 de la Ley Organica de
Procedimientos Administrativos, son los actos administrativos de mayor jerarquia y debera
estar refrendado por los Ministros a quien corresponda la materia, o por todos si es
dictado en Consejo de Ministros.

En la elaboracion del Proyecto de Reglamento se utilizé un criterio Unico de ordenacion,
de acuerdo con el contenido se organizé en titulos o capitulos, los cuales a su vez, se
dividen en secciones y éstas en articulos, los cuales reglamentan la materia de una
manera mas detallada.

A continuacién se indica el orden interno del texto del Proyecto de Reglamento
desarrollado en 2000:

Capitulo |
Disposiciones Generales: indica aquellas normas que estan relacionadas con el contenido
del Reglamento, tales como: objeto, actividades que regula, exclusiones y las



definiciones, dejando claro que no debe definirse aquello que es obvio y que no puede dar
lugar a confusion (Articulos 1 al 4).

Capitulo 1l

Marco Institucional: sefiala a las Autoridades Nacionales Competentes para el control y la
fiscalizacion de OVM, tanto de ejecucién como de asesoria, con indicacion de sus
funciones. Se resalta que las Autoridades sefaladas son las que establece el Decreto de
Creacion de la CNB; adicionalmente, se especifica en ella la creacion de la CNB como
organo técnico-cientifico asesor del Ejecutivo Nacional en materia de Seguridad de la
Biotecnologia. Se sefalan los integrantes, funciones y otros de la Comisién (Articulos 5 al
16).

Capitulo llI

Mecanismos de Control.

Seccién primera: se indican los aspectos relacionados con las obligaciones de las
empresas que realizan actividades con OVM, derivados y productos que los contengan.
Se sefala que debe existir una ventanilla Unica por medio de la cual se deben registrar los
interesados en realizar actividades con OVM, asi como las medidas de bioseguridad
requeridas para minimizar los riesgos asociados con el uso de OVM (Articulos 17 al 20).

Seccion segunda: sefala las obligaciones a las cuales debe estar sometida la persona
natural o juridica, publica o privada, nacional o extranjera que pretenda realizar cualquier
actividad con OVM, derivados y productos que los contengan, tal como lo establece la Ley
Organica de Procedimientos administrativos. Se sefala ademas la documentacion que
debe acompanar tal solicitud (Articulos 21 y 22), la obligacién de la autoridad de informar
al solicitante acerca del estado de la revision de la documentacion (Articulo 23), los lapsos
para publicar la informacion en un medio de comunicacién de circulacién nacional, las
evaluaciones de riesgos basadas en los examenes de la informacién proporcionada por el
solicitante, la clasificacion de los riesgos segun la magnitud de posible dafio y la gestion
de riesgos (Articulos 24 al 30).

En esta seccidn se indican también los plazos para informar al solicitante sobre la
decision final de autorizar el uso de un OVM, asi como de los procedimientos
administrativos relacionados con una apelacion de una decision tomada por las
autoridades competentes (Articulos 31 al 36).

En la seccion tercera se desarrollan los elementos relacionados con el etiquetado,
resaltando que este procedimiento debe realizar acorde con la naturaleza del producto e
indicando de manera visible, clara, concisa y con letra de facil lectura, empleando tinta
indeleble, que se trata de un OVM. Asimismo, se hace la salvedad de que cuando no es
posible empacar el producto, debe colocarse una etiqueta declarando la identificacion de
OVM sobre el mismo (Articulo 37).

Capitulo IV

Tratamiento Confidencial de la Informacion: segun la Propuesta el interesado podra
solicitar a la autoridad que se reconozca la confidencialidad para alguna informacion
especifica, basicamente relacionada con la tecnologia empleada para la obtencion del
OVM, con el fin de resguardar y proteger legitimamente los intereses de los
desarrolladores de los OVM, asi como los medios para hacer cumplir tal mecanismo
(Articulos 38 y 40 — 41). Se indica también que los aspectos relacionados con la
evaluacién y gestiéon de los riesgos no deben ser declarados como informacion



confidencial, pues los mismos sefalarian las rutas mas adecuadas para resguardar de
manera efectiva la salud humana y animal, el ambiente y la produccién agricola (Articulo
39).

Disposiciones Transitorias y Finales: se sefiala que funcionarios de las autoridades
competentes podran realizar visitas, inspecciones y comprobaciones a las personas que
se sospeche esté realizando actividades con OVM, y de ser el caso, como estaria
conformado el grupo de visita (Articulo 42). También se sefalan las sanciones e
infracciones segun lo explicado en el aparte legal nacional, y finalmente se indican los
lapsos para permitir a la industria y a las autoridades adaptarse al nuevo marco de
bioseguridad y momento de entrada en vigencia del Reglamento.
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Capitulo lll

Métodos para la deteccidn, identificacién y cuantificacion de OVM

Introduccién

Segun el “International Life Science Institute” (2007), la deteccion e identificacién de un
OVM se realiza basicamente por tres motivos: 1) para investigacion y verificaciéon de que
la transformacion transgénica se realiz6 de manera apropiada, 2) para verificar la correcta
identidad de la mercaderia que se esta comercializando, y de esta manera ejercer los
controles de garantia de la calidad y 3) para hacer cumplir normas y/o mandatos
nacionales, en cuanto a la decision de la adopcion de productos derivados de la BM, entre
los cuales se destaca el etiquetado y el conocimiento del uso de eventos aprobados y no
aprobado, hecho que debe hacerse cumplir en los paises donde se encuentra aprobado
oficialmente el uso de OVM. En este capitulo se hace una descripcion detallada de los
principales métodos de deteccion, identificacion y cuantificacion de OVM, con el fin de dar
al lector una aproximacion a los términos relacionados con el tema.

1. Identificacién “in silico”

Utilizando la informacion disponible en el ciberespacio es posible conocer de forma
instantanea, rapida y muy sencilla que OVM se esta comercializando a nivel internacional.
Esto por qué el PCB en su articulo 21, establece la obligatoriedad de las Partes de
desarrollar sus portales web nacionales para dar a conocer sus situaciones sobre los
OVM. Por ello, la Secretaria del CDB desarrolld el “Centro de Intercambio de Informacién
sobre Seguridad de la Biotecnologia (CIISB)” (BCH, por sus siglas en inglés;
http//:www.bch.cbd.int), el cual es un medio para la difusion de la informacion relacionada
con OVM. En este sitio web se pueden consultar, entre otras cosas, leyes reglamentos y
directrices nacionales existentes para la aplicacion del PCB, acuerdos y arreglos
bilaterales internacionales, resimenes de las evaluaciones de riesgos y las decisiones
definitivas sobre importacion, exportacion o liberacion al ambiente de OVM.

También se consulta, casi que de manera obligada, los sitios web denominados 1) GMO
Detection Method Database (http://www.gmdd.shgmo.org) y 2) Center of Environmental
Risk Assessment (http://www.cera-gmc.org), de donde se extrae informacién relacionada
con adopcion de decisiones, ademas de que estos portales incluyen informacion practica
de muchisima utilidad a la hora de desarrollar los ensayos de deteccion y cuantificacion
de OVM en el laboratorio. Cabe resaltar que en cualquiera de las tres paginas web es
donde normalmente se inicia la tarea de identificacion de un OVM, ademas que toda la
informacion disponible en ellas esta totalmente libre (Dong et. al., 2008; Zhang y Guo,
2011).

Normalmente para la busqueda de los eventos de transformacion transgénica en los
portales web, los interesados se basan en el uso de los identificadores Unicos “ldU”
desarrollados por la “Organization for Economic Cooperation Development (OECD)” para
plantas transgénicas. Estos “IdU” son como la huella digital electrénica que registra al
OVM en el ciber-espacio. Los mismos se integran por un cédigo de 9 caracteres asignado
por los desarrolladores de plantas transgénicas, siendo los primeros (2 o 3) asociados con
el solicitante o desarrollador de la tecnologia, los siguientes caracteres (5 y 6) estan
relacionados con el evento de transformacion y el ultimo esta asociado con la verificacion
de dicho evento (Dong et. al., 2008). El ordenamiento de los eventos de transformacion
en codigos “IdU” permite a cualquier ciudadano comun o a los tomadores de decision, la



busqueda e identificacion y verificacion de la mercaderia que esta llegando en un
momento determinado a un puesto aduanal.

En resumen, esta estrategia permite la busqueda rapida, facil sobre un OVM, garantiza
que las importaciones y exportaciones de OVM tengan las aprobaciones necesarias,
permite revisar el estado mundial de otras decisiones relacionadas con el OVM, permite
detectar importaciones ilicitas o involuntarias, y por tanto se pueden adoptar las medidas
necesarias y tomar en tiempo real las decisiones técnicas, politicas y econdmicas
oportunas en cuanto al OVM objeto de busqueda, ademas de alumbrar los pasos
siguientes los cuales estan basicamente relacionados con el tipo de estrategia de
deteccion e identificacion que se deben emplear para corroborar de manera efectiva la
identificacion y/o cuantificacion del OVM.

2. Ensayos de evaluacion directa

Cuando se sospecha que una mercaderia agricola es producto del desarrollo de la IG, y
no se cuentan con materiales y equipos que permitan la deteccion molecular del mismo,
se hace uso de esta estrategia de deteccidn e identificacion, la cual se basa en someter el
material MG a la presion de seleccion para lo cual fue disefiado (Conceicao et. al., 2006;
Longo y Galindo, 2006).

Torres et. al. (2003), desarrollaron un método de evaluacion directo, simple, econémico y
efectivo para comprobar la tolerancia de semillas de soya al herbicida glifosato. El sistema
de deteccion consistio en usar papel de filtro humedecido con una solucion de 100 a 200
uM del herbicida glifosato como sustrato para la germinacion de las semillas de soya. Las
semillas de soya tolerantes al glifosato germinaron normalmente en esas soluciones,
entre 7 y 10 dias después de sembradas, desarrollando un sistema radical tipico y por
tanto una plantula normal. En contraste, en las semillas de soya no transgénica se
paralizé el crecimiento de la raiz primaria, y posteriormente las mismas murieron.

3. Métodos basados en proteinas

La deteccion especifica de las proteinas producto de la introduccion de nuevos genes en
organismos transgeénicos constituye una alternativa valida cuando se emplean anticuerpos
desarrollados especificamente contra esas proteinas. Sin embargo, es necesario aclarar
que la modificacion genética no siempre esta dirigida a la produccion de nuevas proteinas
0 quizas la expresion de la nueva proteina es tan baja que simplemente no puede ser
detectada (Longo y Galindo, 2006).

En general, se sefiala que este tipo analisis tiene utilidad practica cuando se aplica sobre
tejidos vegetales en los cuales se expresa la proteina transgénica. Es un método sencillo,
que normalmente puede ser ejecutado por cualquier persona y en cualquier lugar; la
desventaja que presenta es la imposibilidad de aplicarse en matrices muy procesadas,
debido a la desnaturalizacion de la proteina transgénica, también se dificulta la posibilidad
de identificar entre distintos cultivos MG que presenten la misma proteina transgénica. En
cuanto a la cuantificacion, se indica que existen muchos errores asociados con los niveles
de expresion de la proteina transgénica, la fenologia del cultivos y las condiciones
ambientales en la cuales se desarroll6 la planta (Conceigao et. al., 2006; Longo y Galindo,
2006). Existen tres formatos basicos de aplicacion de los métodos basados en la
deteccion de la proteina transgénica, los cuales son descritos a continuacion.



Formato I: Placas recubiertas de anticuerpos

Este ensayo se fundamenta en la técnica inmuno absorbente ligada a una enzima, ELISA
por sus siglas en inglés, y esta catalogado como un método sensible, especifico, seguro,
robusto, rapido de aplicar, de bajo costo y que normalmente requiere de poco
entrenamiento (Stave, 1999; Stave, 2002; Van Duijn et. al., 2002), por lo que puede
considerarse como un ensayo ideal de realizarse rutinariamente en los laboratorios. Por
medio del mismo se detecta la proteina de interés en una muestra que puede contener
numerosas proteinas distintas. Este tipo de ensayos también requiere que la proteina
blanco se encuentre intacta en la muestra, y en la cantidad necesaria para ser detectada
o identificada. Por ello, su utilizaciéon se limita a tejido fresco, o con muy bajo nivel de
procesamiento (Longo y Galindo, 2006).

Mayormente se emplea el ELISA sandwich, el cual se fundamente en la utilizacién de un
anticuerpo fijado a un soporte que se une de forma especifica a la proteina diana. Un
segundo anticuerpo, se conjuga a dicha proteina y se genera un cambio de color visible
facilmente, el cual es medible y facilmente cuantificable (Stave, 2002).

Formato Il: Western Blot

Este es un método semi-cuantitativo altamente especifico, particularmente empleado para
el analisis de proteinas insolubles (Brett et al., 1999). Por ser un método mas laborioso, es
poco empleado en los ensayos de deteccion de OVM (Conceigao et. al., 2006), por lo
que mas bien es empleado en la comprobacion de la modificacién genética durante del
desarrollo del transgénico (Longo y Galindo, 2006). Las proteinas de las muestras a
evaluar son extraidas y solubilizadas con detergentes y agentes reductores,
posteriormente son separadas por electroforesis; estas proteinas separadas son
transferidas a una membrana para exponerlas a un anticuerpo especifico. Este anticuerpo
es revelado empleando otro anticuerpo, el cual debe estar acoplado a un sistema de
deteccion enzimatica (Stave, 2002; ISO 21572: 2004).

Formato lll: Tiras de flujo lateral

Las tiras de flujo lateral, son una metodologia similar a la anterior, solo que las mismas
pueden ser facilmente transportadas de un lugar a otro sin tener que depender de
materiales y equipos de laboratorio sofisticados. Esta metodologia se asemeja a un test
de embarazo en humanas, y se aplican como una estrategia previa para conocer de forma
cualitativa la existencia o no de mercaderias OVM (Stave, 1999; Stave, 2002).

Este método se aplica al analito de estudio, procesandolo de la manera como lo indica el
“kit” y agregando la cantidad de bufer o agua adecuada para preparar una solucién en la
cual se obtenga la proteina. Posteriormente, se introduce en ella la tira de flujo lateral. Se
espera a que fluya el liquido por la tira, hasta observar que la banda control se coloree,
luego se extrae de la mezcla, se secan con papel secante y se comparan con el patrén de
referencia que posee el “kit”. La aparicion de una banda (control), indica que la prueba se
desarrollé de manera adecuada, que las tiras funcionaron bien (no estan vencidas) y que
el cultivar puede considerarse negativo para el evento objeto de estudio (Figura 1a),
mientras que la aparicion de bandas adicionales indica un resultado positivo (Figura 1b)
(Stave, 1999; Stave, 2002).
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Figura 1. llustracion de una ELISA tipo sandwich en una tira de flujo lateral. (Stave, 2002,
con modificacion del autor).
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4. Métodos basados en ADN

Las estrategias de deteccion y cuantificacion de OVM basadas en ADN son consideradas
las mas globalizadas en su uso en todo el globo terraqueo, ya que las mismas se basan
en la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
(Gachon et al., 2004; Nesvold et al., 2005; Cankar et al., 2006). Por ello, es considerado
un método capaz de detectar una amplia gama de eventos, con excelentes niveles de
especificidad, sensibilidad y seguridad. Adicionalmente, con su aplicacion es posible
distinguir entre las plantas modificadas genéticamente que tienen diferentes
construcciones genéticas, pero que expresan proteinas iguales, o cuando una planta MG
proviene del diseio de la estrategia del gen anti-sentido (Conceigao et. al., 2006). La
principal limitacion que presenta es la dificultad para la construccion de los cebadores o
primers, la inexistencia de materiales de referencia certificados y costos elevados, ya que
cada prueba debe ser especifica a una modificacion genética particular (Nesvold et al.,
2005; Cankar et al., 2006).

Son ampliamente recomendados de usar dado que los resultados pueden obtenerse con
el mismo método sobre idénticos elementos de analisis en laboratorios distintos con
diferentes analistas que emplean distintos equipos; también los mismos permiten obtener
resultados analiticos independientes con el mismo método sobre idénticos métodos de
analisis en el mismo laboratorio por el mismo analista que emplea el mismo equipo en
intervalos de tiempo distintos (ISO 21570: 2005). Estas caracteristicas permiten incluir
estos ensayos en estudios colaborativos para la validacién de los métodos de deteccion y
cuantificacion de OVM (Cantrill, 2008).

La PCR incluye tres modalidades ampliamente utilizadas para la deteccion de OVM, ellas
corresponden a la PCR convencional (o también denominada tiempo final), la PCR
competitiva y la PCR tiempo real (o RT-PCR). La diferencia entre ellas radica en la forma
en que se reporta la deteccion del producto de amplificacion, los tipos de resultados
obtenidos, el tiempo de ejecucion y los costos de aplicacion de las pruebas.

Segun Tengel et al., 2001; Cazzola y Petruccelli, 2006; Conceigao et al., (2006) y Longo y
Galindo (2006), gran parte de las pruebas de deteccion de OVM se apoyan en las
técnicas basadas en PCR tiempo convencional. Esta, es considerada la metodologia por
excelencia para la verificacion de la presencia o no de secuencias asociadas a
construcciones transgénicas. Para evaluar los posibles fragmentos de ADN amplificados
se recurre a la electroforesis en geles de agarosa, lo que permite la separacion y posterior
identificacion de los fragmentos de ADN. Finalmente, para la visualizacion de los distintos
fragmentos se utiliza Bromuro de Etidio o Sybr Green, las cuales son moléculas



fluorescentes que se intercalan en el ADN, facilitando la visualizacion de éstas en
presencia de luz ultravioleta.

Con la PCR tiempo convencional, se evalla la presencia o ausencia de bandas de un
determinado peso molecular que corresponda con el segmento amplificado. La presencia
en el gel de una banda con el peso molecular esperado, indica un resultado detectado.
Los resultados de esta prueba son de tipo cualitativo ya que se informa al interesado de la
presencia o ausencia de una banda de peso molecular conocido.

Por su parte, la PCR competitiva consiste en la amplificaciéon simultanea de dos
secuencias de ADN que compiten por los reactivos de la reaccién. Una de las secuencias
corresponde a la secuencia GM que se quiere detectar, mientras que la otra corresponde
con la secuencia de un ADN competidor en la que se emplea la misma secuencia blanco
a detectar pero de menor tamano a la secuencia MG. Esto supone que la eficiencia de la
amplificacién es similar para ambos productos (James et al., 2003).

James et al. (2003), Conceicdo et. al., (2006) y Longo y Galindo (2006), indican que
actualmente los competidores provienen de ADN plasmidico por lo que la reproducibilidad
es mayor y por tanto la eficiencia también lo es. Adicionalmente, es importante lograr el
correcto disefio del ADN competidor, pues sino no se logra la eficiente similitud de
amplificacion entre el blanco GM y el ADN competidor, no se lograra la correcta
equivalencia entre la secuencia blanco (GM) y el competidor.

Para su aplicacion, se realizan varias PCR con distintas concentraciones conocidas del
ADN competidor, hasta lograr una situacién de equivalencia donde la intensidad de la
sefal obtenida mediante la electroforesis en geles de agarosa sea la misma para la
secuencia blanco GM y el competidor. En este punto, se realiza la cuantificacion, aunque
es poco utilizado para tales fines.

Por su parte, la PCR tiempo real (RT-PCR), difiere de las técnicas antes descritas, ya que
la misma permite cuantificar de una manera sensible, rapida y especifica el gen de
interés; adicionalmente, es posible registrar los resultados de una manera directa “in
silico”, a medida que van transcurriendo los ciclos de amplificacién en el termociclador
(Gachon et al., 2004; Cankar et al., 2006).

La reaccion de amplificacion se desarrolla bajo la accion de un fluorocromo excitado por
un laser, el cual emite una sefal. Esta senal, es proporcional a la cantidad de ADN que se
genera en cada paso de la reaccion. La sefal es emitida al lector de fluorescencia y este
cuantifica la senal emitida. EI computador procesa la informacién y presenta, en cada
ciclo, la fluorescencia emitida (o cantidad de producto de PCR amplificado), en cada
muestra (Gachon et al., 2004; Longo y Galindo, 2006) (Figura 1).

En relacion con la cuantificacion, la misma puede realizarse de dos maneras: la primera,
mediante la relacion del gen o segmento transgénico con respecto al total de ADN
presente en la muestra. Para ello, se realizan dos PCR, una para identificar y cuantificar la
secuencia MG y la otra para la cuantificacion del ADN total de la muestra (Gachon et al.,
2004; Gasparic et al., 2008).

La otra opcion de cuantificacion, esta relacionada con la elaboracion de una curva
estandar con el mismo tipo de muestra que las sometidas a estudio (muestras problema).
Para esta categoria, es necesaria la correcta cuantificacion del ADN, tanto en las



muestras problema como en los estandares de la curva, pues diferencias entre estas
concentraciones conllevaria a errores en este proceso (Conceigao et. al., 2006; Longo y
Galindo, 2006). Esta opcidn, tiene como desventaja que no es aplicable en alimentos, sino
solo en matrices sencillas como granos y semillas, siempre y cuando se conozcan los
estados de cigosis, ploidia, numero de inserciones del gen en el genoma o cuando se
analicen eventos de transformacion apilados (Longo y Galindo, 2006).

La RT-gPCR se ha convertido en la categoria mas empleada para la deteccion y
cuantificacion de OVM. Sin embargo, esta metodologia, posee ciertas limitaciones, las
cuales estan relacionadas con los costos para la adquisicion del equipo y los reactivos, y
el disefio de los cebadores es mas exigente que los empleados en la PCR tiempo final
(Conceigao, Nunes y Binsfeld, 2006; Longo y Galindo, 2006; Gasparic et al., 2008).

Segun Conceigao et. al., (2006), Longo y Galindo (2006) y Gasparic et al., (2008), la
reaccion en cadena de la polimerasa, en cualquiera de las modalidades antes indicadas,
permite diferenciar cuatro estrategias o categorias, segun el disefio de los blancos de
deteccion (o primer’s), lo cual determina los diferentes niveles de especificidad de la
estrategia a aplicar (Figura 2).

Longo y Galindo (2006), resefian las cuatro estrategias antes citadas, siendo estas
explicadas con mayor detalle a continuacion.

Método de screening primario

Corresponde a la categoria menos especifica dentro de las estrategias de deteccién. Para
su aplicacion, es necesario disefiar cebadores que reconozcan secuencias de ADN
comunes a varios cultivos modificados genéticamente, por ello es considerado un método
universal (Figura 2).

Normalmente, son amplificadas en la reaccion de PCR, las secuencias promotoras,
terminadoras y/o los genes indicadores (marcadores) de la transformacion. Los de mayor
uso son el promotor 35 S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) o del terminador NOS
(Nopaline Synthase Terminator) de Agrobacterium tumefaciens.

Su utilizacion como método de deteccion tiene algunos problemas en la practica, ya que
no permite la diferenciacion de eventos que contengan iguales sefiales reguladoras.
Adicionalmente, es importante indicar que algunas especies vegetales, especialmente las
del género Brassica, son afectadas por el CaMV, lo cual conlleva a la prueba a arrojar
falsos positivos.

En relacion con la cuantificacion, en la mayoria de los casos no es posible, ya que
algunas secuencias reguladoras se presentan diferencialmente en distintos OVM, lo cual
dificulta notablemente este procedimiento.
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Figura 1. Representacidén esquematica de una serie de calibracion de cantidades de la
estrategia de deteccion por RT-PCR (Fuente: Gachon et. al., 2004).

Método del Gen Especifico

Mediante la aplicacién de esta categoria, se disefian primers que tienen la capacidad de
detectar una seccién de ADN que corresponde con la secuencia introducida en la planta y
que es la responsable del fenotipo que muestra el OVM (Figura 2). Este tipo de deteccion
no permite la diferenciacion entre eventos distintos que contengan la misma secuencia,
por ejemplo el gen que codifica para la proteina Cry1Ab, aunque se encuentren bajo
diferentes elementos reguladores.
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Figura2. Representacién esquematica de las estrategias o categorias de deteccién de
OMG, de acuerdo con la insercion del blanco de deteccién (Fuente: Longo y
Galindo, 2006).

Método para la deteccién de la construccion especifica

Este método permite que los cebadores reconozcan parte de la construccion genética
particular (gen especifico) y parte de la secuencia terminadora, de los elementos
genéticos que conforman la construccion (Figura 2).

Método para la deteccion del evento especifico

Esta estrategia, permite la identificacion exacta del evento de transformacion. Para tal fin,
los cebadores se disefian para que anclen en la regidn gendmica de la planta proxima a la
construccién introducida, e incluso sobre la construccion misma, de tal manera que sélo
se podra detectar esa insercion en particular (Figura 2).

5. Otros métodos de deteccion de OVM

Nuevos métodos de deteccion de OVM se estan ensayando en la actualidad con
resultados muy promisorios, entre ellos se puede mencionar las micromatrices de ADN
(Holst-densen, 2003). Estas micromatrices estan siendo ampliamente utilizadas para
analisis masivos de expresion, deteccion de polimorfismos y para genotipaje (Nesvold et.
al., 2005).

Esta tecnologia apunta hacia la automatizacion de procesos de deteccion masiva en
formatos de muy pequefia escala, tipo chip de ADN, en las cuales multiples moléculas de
ADN de cadena simple estan ordenadas matricialmente en la superficie de un
portaobjetos. Con base en el principio de la hibridacién molecular y utilizando compuestos
fluorescentes, un lector laser permite evaluar instantaneamente decenas de miles de
secuencias transgénicas en un solo experimento, la cual es su mayor ventaja a la hora de
estudiar eventos transgénicos muy complejos como los de tercera generacion (Nesvold et.
al., 2005). Las desventajas de su uso son los elevados costos para la adquisicion de los
equipos, la complejidad sobre los criterios estadisticos para la interpretacién de los datos
y la imposibilidad de obtener resultados cuantitativos, sensibles y reproducibles para los
niveles exigidos en la actualidad para la detecciéon de OVM (Longo y Galindo, 2006).

6. Normas de calidad internacional y sus definiciones
La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO), ha desarrollado varias normas

para establecer estandares de calidad en materia de deteccion de secuencias derivadas
de OVM. El uso de éstas, facilitara el desarrollo de metodologias desde el punto de vista



legal y cientifico, asi como la cooperacién entre laboratorios mediante el correcto
intercambio de informacioén entre los diversos organismos interesados en las experiencias
de aplicacion, evaluacion, validacion y armonizacién de los métodos y procedimientos
para la deteccién de OVM, en el @mbito geografico requerido (Cantrill, 2008).

La ISO, ha desarrollado tres normas especificas relacionadas con la deteccion y
cuantificacion de OVM. La primera de ellas es la norma ISO 21569:2005 relacionada con
la deteccion cualitativa de OVM, derivados y productos que los contenga; la norma ISO
21570:2005 relacionada con la aplicacion de métodos cuantitativos de deteccién de
acidos nucleicos y la ISO 21571:2005 que detalla los métodos de extraccion de ADN para
la realizacién de las pruebas de deteccion y cuantificacion de OVM, derivados y productos
que los contengan. Adicionalmente, la ISO desarroll6 la norma 21572:2005 en la cual se
detallan los procedimientos para la deteccion de OVM, derivados y productos que los
contengan, mediante la aplicacion de los métodos basados en los inmunoensayos
(Cantrill, 2008; Comité de Codex Alimentarius, 2008).

Es también importante mencionar a la norma ISO 17025:2005, en la cual se establecen
los requisitos generales para la competencia de laboratorios de ensayo y calibraciéon
(FONDONORMA - ISO / IEC 17025: 2005). En la citada norma, se indican los requisitos
generales para la competencia en la realizacion de ensayos, desde los métodos de
calibracién, hasta el muestreo, legislando incluso sobre métodos no normalizados y los
desarrollados por el propio laboratorio.

En concordancia con la aplicacion de las normas citadas anteriormente se considera
importante aclarar que existen diferentes términos y/o definiciones asociados con la
deteccion y cuantificacion de un OVM. Dichos términos se clasifican en generales, de
control y validacion del método de deteccion y cuantificacion del OVM. A continuacién se
hara una descripcion de tales términos, segun lo indicado en las normas internacionales
relacionados con la materia. Se hace la aclaratoria de que no seran descritos los términos
relativos a la aplicacion del método de deteccién y términos relativos a la técnica, dado
que los mismos ya fueron detallados con anterioridad.

Término generales

Muestra: una o mas unidades de muestreo tomadas de una poblacion y destinada a
aportar informacion sobre la poblacion (ISO 21572: 2004).

Muestra de laboratorio: porcidon de la muestra que es destinada a un control o ensayo de
laboratorio (ISO 21572: 2004).

Muestra de analisis: preparacién y adecuacion de la muestra de laboratorio para ser
sometida al analisis objeto de estudio (ISO 21572: 2004).

Términos relativos al control:
Control de reaccion de PCR: Para comprobar la viabilidad del uso de los reactivos de
PCR se incluye una muestra de analisis en la cual el templado de ADN es sustituido por



agua. Con ello también se descartan falsos positivos o contaminantes en el resto de las
muestras de analisis.

Control negativo de reacciéon: Es una muestra de andlisis que no contiene la secuencia
ADN de interés.

Control positivo de reaccién: Es una muestra de analisis que contiene la secuencia
ADN de interés.

Material de referencia: material o sustancia en la que una o mas de sus propiedades
presentan valores suficientemente homogéneos y bien establecidos como para ser
empleados en la calibracidon de un equipo, la evaluacién de un método de medida o para
asignar valores a materiales (Community Reference Laboratory for GM Food and Feed.
European Commission).

Términos relativos a la validacion:

Exactitud: es la proximidad entre un resultado analitico y el valor de referencia aceptado.
Cuando se aplica a un conjunto de resultados analiticos implica una combinacién de
componentes aleatorios y un error sistematico o desviacion (ISO 21570: 2005).

Precision: es la proximidad entre resultados independientes obtenidos bajo condiciones
estipuladas. La precision depende solamente de la distribucion aleatoria de errores y no
esta relacionada con el valor verdadero o el valor especificado.

Limite de deteccion: para los métodos cualitativos es la menor concentracion o
contenido del analito que puede ser detectado de forma fiable, pero no necesariamente
cuantificado, demostrado mediante ensayo colaborativo satisfactorio o por una validacion
de un unico laboratorio individual (Documento CX/MAS 08/29/8 del Comité del Codex
Alimentarius sobre métodos de analisis y muestreo de OVM, 2008).

Limite de cuantificacion: para un procedimiento analitico es la menor cantidad o
concentracion de analito presente en una muestra que puede ser determinada
cuantitativamente con un nivel de precisién y exactitud aceptable demostrada mediante
ensayo colaborativo satisfactorio o una validacién de un unico laboratorio individual (ISO
21572: 2005).

Falso negativo: se entiende por falso negativo aquel resultado que no manifiesta el
analito esperado cuando en realidad si esta presente en la muestra en niveles superiores
al limite de deteccion (Longo y Galindo, 2006).

Falso negativo: es aquel resultado que se informa como positivo cuando en realidad en
la muestra no se encuentra el analito a detectar o esta muy por debajo del nivel reportado
(Longo y Galindo, 2006).

Consideraciones finales

La identificacién “in silico” de un OVM permite de una forma rapida, y con tan solo
empleando un computador con acceso a internet, conocer el estado actual mundial del
comercio e intercambio transfronterizo de transgénicos.

Los métodos de deteccion y cuantificacion basados en proteinas normalmente son
aplicados en campo o en aduanas, por su facilidad de aplicacion, rapidez para la
obtencién de resultados, ser de bajo costo y operables por cualquier persona; sin
embargo, los mismos no son aplicables a matrices muy procesadas y, en el caso de



matrices poco procesadas tanto la deteccidon como la cuantificacion estan muy
influenciadas por factores externos.

Debido a la alta sensibilidad la PCR es la metodologia por excelencia para detectar y
cuantificar el contenido de secuencias transgénicas en productos y derivados de OVM.

A pesar de que mediante el uso de los microchips de ADN son una buena alternativa para
analizar muchos blancos de deteccidn simultaneamente y en poco tiempo, siguen
teniendo como desventaja los elevados costos de aplicar los mismos en el campo
comercial.

Los métodos de deteccion y cuantificacion constantemente deben ser revisados para
mejorar las caracteristicas de precision, rapidez y costos, entre otros.

Finalmente, para que un método de deteccién y cuantificacion sea aceptado para su uso
en gran escala, el mismo debe pasar por una serie de pasos, siendo uno de los mas
importante la creacion de redes de laboratorios para el disefio de ensayos colaborativos
en interlaboratorios en donde se validen y armonicen los criterios y nuevos formatos de
deteccion y cuantificacion de OVM.
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Capitulo IV

Deteccion e identificacion de secuencias asociadas a Organismos
Vivos Modificados en semillas de maiz (Zea mays L.) empleando
los métodos de inmunoensayos y analisis por PCR en tiempo
final y real

Resumen

Con el fin de evaluar el estado de uso de las nuevas tecnologias para la produccion de
alimentos en el pais, se procedié a estudiar secuencias asociadas a OVM en semillas de
maiz, dado que las mismas son susceptibles de introducirse deliberadamente en el
ambiente. Para ello, se realiz6 un muestreo del 70% de las semillas de los cultivares de
maiz sembrados en 2011, constituido por cinco (10) cultivares comerciales y dos (02)
cultivares empleados por pequefios agricultores del pais. A las muestras, se les realizo la
extraccion del ADN para detectar el gen de la invertasa (gen enddégeno), después se
aplico la estrategia de deteccion “screening general primario” empleando secuencias de
“primer’s” que anclaran en la region comun a varias secuencias transgénicas (Promotor
35S, Terminador NOS, Pat y Bar). De dicha evaluacion, se obtuvo que una de las
muestras fuese detectada para P35S, Tnos y Pat, motivo por el cual se procedié a realizar
un ensayo de laboratorio para identificar el evento especifico DAS-g15@7-1,
corroborandose en tales ensayos que dicha semilla es un cultivar resistente a herbicidas y
tolerancia a insectos lepidopteros. Se tiene asi el primer reporte en Venezuela del uso de
semillas de OVM en el cultivo de maiz, con el agravante de que los mismos no estan
autorizados en el pais, por lo que tal actividad esta catalogada como ilicita. Por tal motivo,
se sugiere aumentar los controles aduanales para evitar la entrada de este tipo de
materiales o sincerar la situacion nacional en bioseguridad, mediante el desarrollo de las
leyes especificas en la materia, con el fin de evitar tales ambigliedades entre las
opiniones del Estado y la posicién de los productores agropecuarios.

Palabras claves: deteccion, organismos vivos modificados, semillas, maiz.

Introduccién

El maiz (Zea mays L.), se origind en una parte restringida de México (McClintonk et al.,
1981), y los tipos mas desarrollados emigraron hacia otros sitios de América (Bejarano y
Segovia, 2000). Dentro de todas las plantas cultivadas, el maiz es el unico que presenta
un elevado nivel de domesticaciéon (Paterniani, 2000). Ello quiere decir que es una
especie totalmente dependiente del humano, pues los procesos de seleccion y
mejoramiento genético eliminaron por completo las caracteristicas ancestrales de
sobrevivencia en la naturaleza (Paterniani, 2000).

El maiz es un alimento basico para muchas poblaciones en el mundo, especialmente en
México, América Central, Venezuela y Colombia (Cartay, 2000). En nuestro pais, esta
especie es empleada mayormente para la obtencion de la harina precocida, de la cual se
elaboran las “arepas”, consideradas como un plato tipico nacional. Por ello, la produccion
de este rubro en Venezuela deberia suplir al menos la necesidad basica nacional
establecida por la demanda de la poblacion. Como es bien sabido, todo sistema de
produccion agricola debe contar con el adecuado suministro de la semilla, pues de ella
depende una buena produccion (Oropeza et. al., 2000). A pesar de que para el afio 1988,
el pais se suplia de la semilla que iba a emplearse en sus campos de produccion, a partir
de esa fecha se inicié un proceso de desequilibrio en el abastecimiento de este insumo,



que trajo como consecuencia, mas recientemente de 2005 a la fecha, la importacion de
semilla hibrida de maiz para cultivarse en campos venezolanos.

Como se sabe, el conocimiento en diferentes areas y campos, no solo de la agronomia,
sino de otras areas aplicadas a ella, han logrado desarrollar procesos y productos
capaces de aumentar la eficiencia en la produccion de alimentos. Es asi como se indica
que la Biotecnologia Moderna, ha acelerado los procesos en el mejoramiento genético de
especies vegetales, dado que mediante la insercibn de genes entre especies
evolutivamente distintas, se ha logrado desarrollar plantas que, mediante las técnicas de
mejoramiento genético tradicionales, no hubiese sido posible de obtener. En maiz se han
utilizado las técnicas de infeccién con Agrobacterium tumefaciens (Ishida et. al., 1996),
bombardeo de particulas (Klein et. al., 1989), corrientes eléctricas de bajo voltaje (Murry
et. al., 1989) y electroporacién (Huang y Dennis, 1989), entre otras. Tales modificaciones
siempre han estado centradas en la obtencion de plantas con caracteristicas que van
desde la resistencia a herbicidas, plagas y enfermedades hasta aquellas relacionadas con
mayor calidad nutricional o mejor calidad alimentaria (Lentini, 2000). El primer maiz
transgeénico fue desarrollado por Gordon-Kamm et. al. (1990), el cual era resistente a
herbicidas. Posteriormente, se han ido agregando otros rasgos y caracteristicas a este
cultivo, y con ello ha aumentado la aceptacion por parte de los productores agricolas que
siembran maiz.

Debido al “boom” de los OVM, la utilizacion de maices transgénicos ha ido ascendiendo
afio tras ano, hasta llegar a la cifra record de casi 35 millones de hectareas en EEUU, en
2012 (James, 2013). Al igual que la adopcion del maiz MG, la comercializacién ha ido en
ascenso ano tras afio (James, 2013). En este sentido es que la deteccion e identificacion
de los materiales susceptibles de ser OVM a comercializarse a nivel internacional, gana
importancia, dado que de esta forma se autorizan, o no, iniciar con todas las tareas
relativas al comercio de este rubro. Por ejemplo, dado que en Venezuela la posicidon
nacional es rechazar el uso de OVM lo que se buscaria es la evaluacion de los hibridos y
cultivares susceptibles de ingresarse al pais, evaluarlos en cuanto al estado genético
(desde el punto de vista de transgénesis) y tomar la decision de si un hibrido o no, ingresa
al pais en funcion de los resultados de dicho examen, negando la entrada a aquellos
hibridos o cultivares que sean detectados como OVM. Vale destacar que esta tarea no se
hace, quizas por una parte por falta de voluntad politica, y por otra debido al poco
personal capacitado que existe en el area.

Por las consideraciones expuestas anteriormente, se propone evaluar por primera vez en
Venezuela, y empleando semillas comerciales de maiz, la deteccion de OVM susceptibles
de ser introducidos en el ambiente, aplicando los métodos basados en proteinas y ADN,
con el fin de saber hasta qué punto la posicidn politica actual nacional en la materia se
esta cumpliendo en la practica.

Materiales y Métodos

Seleccién y obtencién de las semillas objeto de estudio

Para la seleccion de los nombres comerciales de maiz, se empled la lista de cultivares
elegibles del Servicio Nacional de Semillas (SENASEM), Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA), Ministerio del Poder Popular para la Agricultura y
Tierras, para el periodo de siembra 2010-2011 en Venezuela, las cuales representaron al
70% de los cultivares sembrados en las zonas productoras de maiz (Cuadro 1). Como
una forma de aplicacion de la norma bioética venezolana no seran aclarados a personas



naturales o juridicas, publicas o privadas los nhombre de los cultivares comerciales que se
evaluaron en esta investigacion (Codigo de Etica para la Vida, 2003).

Cuadro 1. Cultivares elegibles de mayor comercializacion de maiz en Venezuela (2009/2010).

Categoria de clasm'cacwn Tipo Color del grano Origen Ano de Liberacion
en el laboratorio
Control negativo Variedad Amarillo Venezuela 1980
Control positivo Hibrido Amarillo Argentina 1996
Muestra comercial 1 Variedad Amarillo Venezuela 2009
Muestra comercial 2 Variedad Amarillo Venezuela 2009
Muestra comercial 3 Variedad Blanco Venezuela 2005
Muestra comercial 4 Hibrido Blanco México 2003
Muestra comercial 5 Hibrido Amarillo Tailandia 2001
Muestra comercial 6 Hibrido Blanco México 2008
Muestra comercial 7 Hibrido Blanco México 2011
Muestra comercial 8 Hibrido Amarillo México 2005
Muestra comercial 9 Hibrido Amarillo EEUU 1999
Muestra comercial 10 Hibrido Blanco Venezuela 2005
Muestra comercial 11 Hibrido Blanco Venezuela 2005
Muestra comercial 12 Hibrido Blanco México 2006
Muestra Comun 1 Variedad Blanco URF-INIA n/a
Muestra Comun 2 Variedad Amarillo URF-INIA n/a

Las muestras del control negativo, asi como los materiales comerciales 1, 2 y 3 se
obtuvieron de la Unidad de Produccién Socialista de Semillas- INIA, en Maracay. Las
muestras comerciales de la 4 a la 9 y 12, fueron obtenidas en la empresa gubernamental
Agropatria y las muestras 10 y 11 de la empresa Hibridos Mejorados Compafiia Anénima
(HIMECA). Las muestras categoria “comun”, son semillas empleadas por pequefios
productores, y fueron donadas por la Unidad de Recursos Fitogenéticos (URF) del INIA.
Para el muestreo, se aplicd un procedimiento propuesto por la Asociacion Internacional de
Pruebas en Semillas (ISTA, 2003). Para lo cual se procedi6 a la seleccion aleatoria de los
sacos, los cuales se encontraban debidamente sellados y etiquetados con su respectiva
identificacion (ISTA, 2003; ISO 21568: 2006). Se muestrearon de 5 a 6 sacos por cultivar
comercial y por estiba, los cuales fueron seleccionados en forma de zigzag; en cada uno
de ellos se introdujo un calador, previamente limpio de restos de granos/semillas de otras
especies y de otros lotes de maiz muestreados, con el orificio hacia abajo, por una de las
esquinas. Se tratd en todos los casos de alcanzar la otra esquina del saco, en forma
diagonal, y en direccion ascendente formando un angulo aproximado de 30°.
Posteriormente se gird lentamente hasta presentar los orificios hacia arriba y se golped
suavemente para facilitar la entrada de las semillas. Finalmente se extrajo el calador,
teniendo la precaucion de evitar derramar la muestra. Cada vez que el calador era
introducido, se trataba de extraer muestras de 500 a 600g por saco, con las cuales se
armaron los pools de semillas de 3kg aproximadamente. Se empacaron en bolsas de
papel con su debida identificacion. Los orificios abiertos con el calador fueron sellados con
ayuda de una etiqueta.

Preparacion de las muestras de laboratorio

Las semillas muestreadas se trasladaron al Laboratorio de Deteccion y Cuantificacion de
Organismos Modificados Genéticamente (OMG), adscrito a la Direccion de Agricultura y
Soberania Alimentaria del Instituto de Estudios Avanzados (IDEA), en donde se inici6 la
aplicacion de los métodos de deteccion molecular de transgénicos. La confirmacion de los
eventos especificos de transformacién transgénica, se realizé en el Laboratorio de
Deteccion de OMG, ente adscrito al Centro de Investigaciones Veterinarias vy
Agronomicas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Republica
Argentina.



Para la molienda de las muestras se contd con un molinillo tradicional de café, el cual
previamente se limpié con un pafio humedecido con una solucion de etanol al 70% (3
veces), y una vez con hipoclorito de sodio al 5%. Se esperaba a que se secara totalmente
para utilizarse. Dicha limpieza se realizé entre muestras y al finalizar la molienda.

Se inici6 el procedimiento, moliendo por tandas en funcién de la capacidad del molinillo, el
control negativo, para posteriormente moler las muestras problema. En cada tanda era
colectado, en un vaso plastico descartable, el polvo que quedaba adherido a las paredes
del equipo y con ayuda de una espatula esterilizada, se homogeneizaba la muestra y se
almacenaba en un tubo de falcon de 50ml esterilizado. De ahi se separaron cinco (05)
muestras de laboratorio, dos (02) sub-muestras de 5g de harina de maiz se colocaron en
vasos plasticos descartables con el fin de realizar los inmunoensayos de evaluacion
directa, dos (02) fueron colocadas en dos viales, llenando los mismos hasta la marca de
100uL, con las cuales se realizaron las pruebas de deteccidén de transgenes basadas en
ADN; mientras que un vial totalmente lleno se constituyé en la muestra “stock” de
laboratorio, siendo almacenado a temperatura ambiente en el laboratorio.

Aplicacioén de las tiras de flujo lateral

En esta prueba se aplicé las tiras de flujo lateral desarrolladas por la empresa “Strategic
Diagnostic Inc.” de EEUU, con el fin de evaluar las siguientes proteinas transgénicas:
Cry1Ab, Cry3Bb, y CP4 EPSPS, las cuales detectan en combo los rasgos asociados con
resistencia a insectos lepiddpteros y tolerancia al herbicida “Round up Ready”. Las
muestras de analisis para esta metodologia se obtuvieron agregando a las muestras de
laboratorio 7ml de agua destilada estéril, se agitdé vigorosamente hasta obtener una
mezcla. Se realizé una prueba adicional, la cual consistié en germinar 50 semillas de cada
cultivar en bandejas de plastico con papel de filtro comun, regadas diariamente con agua
comun de chorro, durante una semana. Luego de ello, fueron seleccionadas todas las
plantas, eliminando los restos de papel, y se maceraron en morteros frios hasta obtener el
sumo de las plantulas.

En cada mezcla se introdujo una tira de flujo lateral, se esper6 a que fluyera el liquido, por
la tira hasta observar que la banda control se coloreara, luego se extrajeron de la mezcla,
se secaron con papel secante y se compararon con el patron de referencia que posee el
“kit”. La aparicion de una linea (control), indica que la prueba se desarroll6 de manera
adecuada, que las tiras funcionaron bien (no estan vencidas) y que el cultivar puede
considerarse negativo para los eventos antes mencionados, mientras que la aparicion de
una o dos bandas, adicionales a las del control, indica un resultado positivo (Lin, Chiang y
Chih, 2001; Quirasco et al., 2004).

Pruebas de Deteccion basadas en ADN

Todas las pruebas de deteccion basadas en ADN se realizaron por duplicado, empleando
métodos no normalizados por la “International Organization for Standardization (ISO)”
(ISO 21570: 2005). Las mismas, se realizaron en dos repeticiones con el fin de evaluar la
repetitibilidad y reproducibilidad de los ensayos de laboratorio. En todas las pruebas de
este tipo, se utilizé un control negativo del transgén, que se corresponde con un cultivar
de maiz producido por mejoramiento genético tradicional en Venezuela, un control
negativo de PCR (reemplazando el ADN molde por agua), un control negativo de la
especie especifica (ADN de soya) para el caso del gen enddgeno de la invertasa, y un
control positivo de transgénico el cual provino de un ADN extraido a partir de una harina



de maiz que poseia el Laboratorio del IDEA, donada por el Laboratorio de Deteccion de
OMG del INTA.

Extraccion y cuantificacion del ADN

La extraccion del ADN de las muestras se realizé mediante el uso del “kit” comercial
“Nucleospin” desarrollado por “Macherey Nagel” de Alemania (Tengel et al., 2001; James
et al., 2003). Una vez realizado el proceso de extraccion, se comprobd la cantidad y
calidad del ADN segun descrito por Tengel et al. (2001), Chen Lin et al. (2001), Zambrano
et al. (2002) y Quirasco et. al. (2004) y Gryson, (2010).

Aplicacion de la PCR tiempo final para la amplificacion del gen endégeno de maiz,
el “screening” general primario para el P35S y Tnos y PCR en tiempo real para
detectar los genes Bar y Pat

Se aplicé una prueba de deteccion para amplificar por PCR tiempo final los fragmentos de
ADN asociados con un gen de copia unica de la invertasa de maiz, esto con el fin de
evaluar la calidad del ADN extraido. Luego se estudio las secuencias de varios eventos
de transformacién transgénica, evaluando aquellas relacionadas con el P35S del virus del
Mosaico de la Coliflor y del Tnos de Agrobacterium tumefaciens, por PCR en tiempo final
(Cuadro 3). Las condiciones de reaccion de la PCR y los programas del termociclador se
variaron de acuerdo con el blanco de deteccion de interés. Los productos de PCR se
separaron en geles de agarosa al 2,5% (m/v), preparados con bufer TBE al 1%, pH 8,3,
se observaron y fotografiaron en un sistema de fotodocumentacion GelDoc (BioRad).

Cuadro 2. “Primers” empleados para evaluar las secuencias asociadas con el gen enddgeno de
maiz, el “screening” general primario para el P35S, Tnos, Bar y Pat.

. Secuencia TA TPA .
Blanco Primer 553 (C) (pb) Referencia
Endégeno Ivr-1 CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC 60 296 Ehlers et. al. (1997).

Ivr-2 GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC

P35S P35S-U GCTCCTACAAATGCCATCAGATAGT 58 195
P35S-L GATAGTGGGATTGTG CGTCA

Lipp et. al., (1999).

NOS-A GAATCCTGTTGCCGGTCTTGCG
Tnos NOS-D | GCGGGACTCTAATCATAAAAACCC | 93 127 Thion et. al., (2002).
baF2 | GCACAGGGCTTCAAGAGCGTGGTC
Bar barR2 GGGCGGTACCGGCAGGCTGAA 62 1t James et. al., (2003).
patF2 GAAGGCTAGGAACGCTTACG )
Pat patR2 GCCAAAAACCAACATCATGC 62 262 Permingeat et. al., (2002).

TA: Temperatura de alineamiento; TPA: Tamario del Producto Amplificado.

Cuadro 3. Condiciones de reaccion y programa de la PCR en tiempo final segun el blanco de
deteccion

Blanco de deteccién Ciclo Temperatura Tiempo
Componente | Endégeno | P35S | TNOS (°C) (min)
Bufer 1X Desnaturalizacién inicial 95 3
MgCl 4mM [ 1.25mM Desnaturalizacién 95 0.75
Primer’s 0.2uM | 0.5uM N
dNTP’s 0.2uM Alineamiento 60°%S 0.75
Taq 0.625U 63™°°
DMSO 5% Amplificacion 72 0.5
ADN ~200ng Amplificacién final 72 5

Ivr: endégeno; P35S: promotor 35s;

Volumen final: 25uL.
TNOS: Terminador NOS.

La evaluacién de las secuencias de los genes de la Fosfinotricina Acetiltransferasa
aislados de Streptomyces hygroscopicus (Bar) y de S. viridochromogenes (Pat), se realizo



por PCR en tiempo real, en el INTA-Argentina. La secuencia de primer’'s es la que se
indica en el Cuadro 2. Se uso el “kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I’ de
Roche Diagnostics. Las condiciones del programa de PCR fueron utilizadas por defecto
como lo sefala su manual de procedimiento en el “kit” antes mencionado. En esta
metodologia se informé como detectado aquellas muestras que presenten pico de Tm en
el rango caracteristico y que tenga un Ct < a (Ct del control +2) (Hernandez et. al., 2003;
Corbisier et. al., 2005).

Deteccion de los eventos especificos T25, Bt-11 y TC1507 por PCR en tiempo real
Para identificar los eventos especificos de transformacién T25, Bt-11 y TC1507, se
procedio a realizar las respectivas PCR en tiempo real, segun lo descrito anteriormente,
solo a aquellas muestras que dieron positivo para P35S, Tnos, Pat y/o Bar, utilizando las
secuencias de “primer’s” tal como se indican en el Cuadro 3.

Cuadro 3. “Primers” empleados para evaluar las secuencias asociadas con los eventos de
transformacion transgénica T25, Bt-11 y TC1507.

Blanco Primer Se;lﬁn;'a (Ié) -(r::; Referencia
T254F | CAGCGACAATGGCGGAACGACTCAA )
125 T252R | CCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCA | 02 | 225 | Xanget al, (2009).
o RER] TATCATCGACTTCCATGACCA o5 | 207 | Zimmermann, Luktny
BUI12 AGCCAGTTACCTTCGGAAAA y Pauli, 2000.
MaiY-F1 TAGTCTTCGGCCAGAATGG
TC1507 - —NaivRs CTTTGCCAAGATCAAGCG 60 58 CRL

TA: Temperatura de alineamiento; TPA: Tamafo del Producto Amplificado; CRL: Community Reference
Laboratory for GM Food and Feed. European Commission.

Resultados y Discusion

Tiras de flujo lateral

En la Figura 1, se observa que todas las bandas se tifieron a nivel del control de
deteccion, o sea que la prueba se aplicé de manera correcta y que las tiras no estaban
vencidas; también puede observarse que cuando se aplican las tiras directamente sobre
la harina de semillas de maiz, ninguno de los cultivares de maiz resulté ser positivo a los
eventos de transformacion que se estaban evaluando (Figura 1 a y b). En contraste,
cuando se aplico la prueba en semillas germinadas por una semana, se logré observar
que el cultivar comercial 12 fue detectado para la caracteristica resistencia a insectos
lepidopteros, pues se tifid la banda a nivel de la proteina Cry1Ab (Figura 1c). Este
resultado “falso negativo” se debe en buena parte en que las semillas son sometidas a
temperaturas que superan los 50°C, con el fin de disminuir la humedad de campo a la
humedad apropiada de comercializacién (Chen et al., 1972; Association of Official Seed
Analysis, 1985), por lo que en este tipo de analito la proteina transgénica es
desnaturalizada, y no es reconocida en su sitio en la banda.
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Los resultados permiten senalar que a pesar de que la prueba se recomienda de aplicar,
en campo o en aduanas para la deteccion temprana de semillas y granos de OVM (Stave,
1999; Van Duijn et al., 2002) por su facilidad de realizacion, rapidez en la obtencion de
resultados, reproducibilidad y repetitibilidad (Stave, 1999; Van Duijn et al., 1999; Lipp et
al., 2000; Stave, 2002; Van Duijn et al.,, 2002; Longo y Galindo, 2006), tiene como
desventaja que soOlo puede utilizarse en muestras con un minimo, o ningun,
procesamiento, pues es la Unica forma de garantizar que los resultados de la aplicacion
del método expresen los niveles de sensibilidad adecuados (Lopez, Mayorquin y Vegas,
2003; Longo y Galindo, 2006; Rochedo, Nunes y Canisio, 2006).

Extraccion de ADN de las muestras de soya

El método de extraccién utilizado fue adecuado pues se desarrollé especificamente para
extraer ADN en matrices poco procesadas, como harinas de semillas y granos, asi como
en productos alimenticios con bajo contenido de lipidos y que no han recibido intensos
tratamientos térmicos (Cazzola y Petrucelli, 2006). De esta manera, debido al poco
procesamiento de las muestras se recomienda utilizar el “kit” comercial desarrollado por
Macherey Nagel, ya que asi se estandarizan las condiciones entre laboratorios en cuanto
a la extraccion de ADN (Lipp et al., 1999; Thion et al., 2002; ISO 21571: 2005; Di
Bernardo et. al., 2007) (Figura 2).

Evaluacién del gen endégeno.

Mediante esta estrategia se logré amplificar de manera especifica y adecuada el gen
endogeno de referencia asociado con la invertasa de maiz tal y como se esperaba solo en
las muestras de maiz y no en los controles de reaccion de la PCR, las cuales fueron
muestras contentivas de agua y ADN de soya (James et al., 2003; Cazzola y Petruccelli,
2006), también se establecio que los reactivos de PCR funcionaron de manera adecuada
(Figura 3). Resultados similares fueron obtenidos por Quirasco et al., (2004) al evaluar
tortillas mexicanas de maiz elaboradas de diferentes formas, en donde los mejores
resultados de la evaluaciéon del gen enddgeno se obtuvo en las tortillas preparadas con
granos de maiz con poco procesamiento.

Lineas:

: Marcador de ADN 1kb plus (Invitrogen)
: Control negativo: maiz nacional

: Control positivo: Harina de maiz MG.

: Muestra comercial 1

: Muestra comercial 2

: Muestra comercial 3

: Muestra comercial 4

: Muestra comercial 5

: Muestra comercial 6
10: Muestra comercial 7
11: Muestra comercial 8
12: Muestra comercial 9
13: Muestra comercial 10
14: Muestra comercial 11
15: Muestra comercial 12
16: Muestra comun 1

17: Muestra comun 2
Figura 2. Analisis de la extraccién de ADN de las muestras de soya objeto de estudio, en gel de
agarosa al 1%.
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1: Marcador de ADN 1kb plus (Invitrogen)
2: Control negativo de transgénico

3: Control negativo de reaccién

4: Control negativo de endégeno

5: Control positivo de transgénico

6: Muestra comercial 1

7: Muestra comercial 2

8: Muestra comercial 3
9: Muestra comercial 4
10: Muestra comercial 5
11: Muestra comercial 6
12: Muestra comercial 7
13: Muestra comercial 8
14: Muestra comercial 9
15: Muestra comercial 10
16: Muestra comercial 11
17: Muestra comercial 12
18: Muestra comudn 1

19: Muestra comudn 2

Figura 3. Amplificacién del gen de la invertasa en muestras comerciales de semillas de maiz.
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Por otra parte se puede asegurar que el procedimiento de extraccién permitié obtener un
ADN de longitud, pureza e integridad estructural suficiente para ser amplificado por PCR
(Tengel et al., 2001). Entonces, se concluye que tanto la extraccion de ADN, asi como la
PCR para evaluar la identidad del maiz, se realizd6 de forma correcta, ya que los
resultados obtenidos de manera independientes son similares entre si, lo cual le da el
caracter de repetitibilidad al ensayo (ISO 24276: 2005). Resultados similares fueron
reportados por Cazzola y Petrucelli (2006).

El método empleado en esta investigacion fue validado en estudios colaborativos
organizados por el grupo de trabajo de “Desarrollo de métodos para la identificacion de
alimentos producidos mediante técnicas de ingenieria genética”, del “German Federal
Institute for Healt Protection of Consumer and Veterinary Medicine” (German Federal
Foodstuff Act., 1998; Reporte N° XXIV/98/A3/001 de la Unién Europea). Para la extraccion
del ADN, se utiliz6 el método del CTAB, y como diana especifica del taxén (gen
endogeno), se empled la secuencia descrita en la base de datos del GenBank bajo el
namero de accesién U16123 (Hernandez et al.,, 2005; Zhang y Guo, 2011). Como
resultado obtuvieron que el método sélo amplifica el ADN asociado con el gen endégeno
de la especie de interés, por tanto se puede asegurar que el mismo presenta una alta
especificidad para ADN obtenido a partir de harina de maiz. Similares resultados senalan
Broll et. al., (1998) y Meyer, (1999).

Aplicacion de la estrategia “screening” general primario.
a) Evaluacion de la presencia del Promotor 35S del Virus del Mosaico de la coliflor
y del Terminador NOS de A. tumefaciens

Los resultados de la Figura 4 indican que la muestra comercial 12 presento la banda de
195pb (Linea 16), la cual esta asociada con la existencia del P35S, pudiendo encontrarse
inserto desde una copia hasta un numero variable de copias en el genoma de la planta de
maiz (Hemmer, 1997; Pietsch et al., 1997; Zhang y Guo, 2011). Por su parte, con
respecto al terminador NOS de A. tumefaciens los resultados indican que la muestra
comercial 12 contenia ADN amplificable de una fuente similar o igual al Tnos, pues al ser
comparada esta con el producto de amplificacién positivo de reaccion se observa la gran
similitud entre estas (Figura 5).

En la actualidad la mayoria de los cultivos transgénicos comercializados contienen las
secuencias de estas sefales de inicio y fin de la expresioén del transgen, motivo por el cual
es frecuentemente utilizado en ingenieria genética para lograr tal fin (Hemmer, 1997,
Pietsch et al.,, 1997). El P35S es comun de encontrarse en los siguientes eventos de
transformacién de maiz: Bt-176, Bt-11, MON810, TC1507, DAS59122, T25, MON88017,



MON863 y NK603, siendo detectable a limites de 0,1% m/m en granos de maiz,
empleando como materiales de referencia aquellos que han sido certificados por la “Joint
Research Center” (ISO 21569: 2006). El Tnos, se puede hallar en los siguientes eventos:
Bt11, TC1507, MON88017, MON863, NK603 y GA21 y es detectable a limites de 2%.
Finalmente se resalta que sdélo los eventos Bt 11, TC1507, MON88017, MON 863 y
NK603 son quienes tienen en la misma construccion transgénica a ambos reguladores de
la expresion del transgen, en maiz (Zhang y Guo, 2011).

Cabe resaltar que al aplicar este método de deteccion hay que tener los respectivos
cuidados de no indicar como detectados aquellas muestras en las que se sospeche de la
existente de una virosis causada por el mosaico de la coliflor o por una bacteriosis
causada por A. tumefaciens, dado que pueden ocurrir infecciones naturales de cualquiera
de los dos organismos en un una siembra de maiz, dado que el virus posee una amplio
rango de hospedantes, mientras que la bacteria, asi como parientes cercanas a ellas, se
encuentran de forma natural en el suelo (Wurz y Willmund, 1997).
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Figura 4. Productos de amplificacion del P35S en muestras comerciales Muestra comercial f
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Figura 5. Productos de amplificacion del Tnos en muestras comerciales
de semillas de maiz.
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b) Evaluacién de la presencia de los genes PAT y BAR

Mediante la aplicacion de la PCR en tiempo real se logré detectar la proteina PAT, con
valores de Ct de 22.04 y 22.26 (ACt<0.5), Coincidiendo con lo reportado por la
“Community Reference Laboratory for GM Food and Feed” de la Unién Europea (2005),
con diluciones del ADN de la muestra de 1:1 (Figura 6). Por otra parte, se sefala que la
proteina Bar no fue detectada.

La enzima PAT acetila la fosfinotricina en el extremo N-terminal, la misma no presenta
actividad herbicida por si misma, mas bien la tolerancia al quimico viene dada mediante la
modificacién del quimico en lugar de modificar el objetivo de su actividad. Muchas plantas
MG contienen el gen PAT que actia como marcador de seleccidon durante el desarrollo
del transgénico (Wehrmann et. al., 1996). En esos casos, hay uno o0 mas transgenes
adicionales en la planta y el producto final no es necesariamente tolerante al glufosinato
de amonio (Lutz et. al., 2001).
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Figura 6. PCR en tiempo real para detectar el gen asociado con la proteina PAT. (a)

Muestras positivas; (a) Muestras negativas. (c) prueba de comprobacion para
el gen BAR.

En el entendido de que ninguna de las pruebas antes aplicadas son concluyentes para
indicar si un cultivar es o no transgénico, se procedio a aplicar una prueba adicional con el
fin de confirmar el origen transgénico de la muestra 12 y la identificacién exacta de la
secuencia modificada genéticamente. La misma se inici6 con una busqueda en los
portales de: ‘http:www.shgmo.org’, del Centro de Intercambio de Informacion sobre
Seguridad de la Biotecnologia del Convenio de Diversidad Biolégica
(http:www.bch.cdb.int), asi como en el “Center for Environmental Risk Assessment’
(http:www.cera-gmo.org), tomando como criterios que la muestra comercial 12 fue
detectada para P35S, Tnos y PAT. De tal busqueda se desprendié que los eventos Bt-11,
T25 y TC1507 tienen una mezcla de estos promotores y terminadores, de ellos, el Unico
que cumple perfectamente con la existencia de los tres reguladores es el evento TC1507,
esta registrado con el identificador unico de la OECD DAS-g15a7-1, el cual fue registrado
por las empresas “Pionner Hi-Breed International” y “Mycogen Seed”, sin embargo se hizo
la prueba empleando los cebadores también para los eventos Bt-11 y T25, con el fin de
descartar que posiblemente hubiesen algunos de estos dos eventos de transformacion.

c) ldentificacién del evento especifico TC1507

Se pudo confirmar por PCR tiempo real, que la muestra comercial 12 es un cultivar de
maiz que contiene el evento de transformacién DAS-g15@7-1, asociado a la resistencia a
herbicidas y tolerancia a insectos lepidopteros (Figura 7).
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Figura 7. Productos de amplificacion de la construccién especifica asociada al evento de
transformacioén transgénica de maiz DAS-g15@7-1, resistente a herbicidas y tolerante a
insectos lepiddpteros, mediante la aplicacion de la estrategia de la PCR Tiempo Real.

El evento DAS-21597-1, ha sido desarrollado de la linea de maiz 1507, y fue
transformado mediante el uso de la tecnologia de aceleracion de particulas empleando el
fragmento de ADN PHI8999A quien presenta dos casetes de modificacién (Documento
308/E3 de Dow AgroScience). El primero presenta una version truncada de cry1F
derivada de Bacillus thuringiensis subsp. aizawai que le confiere resistencia a los insectos
plaga Ostrinia nubilis, Spodoptera frugiperda, Agrotis sp. y Diatraea sp., bajo la regulaciéon
del promotor ubiquitin ubiZM1 (2) derivado de maiz y del terminador ORF25polyA de A.
tumefaciens pTi5955; el segundo posee una version sintética de PAT derivado de S.
viridochromogenes, que le confiere tolerancia al herbicida glufosinato de amonio, bajo la
regulacion del P35S, quien actia como promotor y terminador de esta secuencia MG
(Decision 2005/772/EC).

Dicho evento de transformacion, ha sido aprobado en EEUU (Documento aprobatorio 00-
136-olp, 2000), Canada (Documento aprobatorio DD2002-41, 2002), Argentina
(Resolucion 143 del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2005), Colombia (Acta
5 del 17 octubre 2006 - numeral 2 (Maiz DAS-01507-1) de la Sala Especializada de
Alimentos y Bebidas Alcohodlicas (SEABA) del Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos —INVIMA-), Europa (Commission Decision 2006/197/EC of 3
March 2006, OJ L 070 , 09/03/2006) y Brasil (Parecer Técnico de la Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca N° 1679/2008). Como se entiende dicho cultivar esta
aprobado de usar en todos los paises de la regién, mas la Unién Europea, quizas por el
hecho de presentar conjuntamente dos caracteristicas agronémicas importantes para los
agricultores, ademas de no tener mayor inconvenientes desde los puntos de vista
ambientales (Documento aprobatorio DD2002-41, 2002; Dubelman, et. al., 2005; Buntin,
2008), nutricionales y de salud (Mackenzie et. al., 2006).



Segun los resultados derivados en esta investigaciéon se obtuvo que de doce (12)
materiales comerciales de maiz evaluados, uno (01) es un OVM, ello quiere decir que en
Venezuela ya se han liberado al ambiente, para uso comercial, organismos transgénicos.
También resulta interesante citar que el evento DAS-g15@7-1 proviene de lineas o
hibridos de color amarillo, resultado que no concuerda con la muestra obtenida en esta
investigacion, en donde la muestra es de color blanco. Esto tiene logica, pues se sabe
que en Venezuela para la obtencién de harina precocida se usa al maiz blanco como
materia prima.

No se tiene certeza de como este material llegé a los campos maiceros del pais. Quizas
este sea un ejemplo de movimiento transfronterizo ilicito, dado que el mismo se realiz6 en
contravencion de las medidas nacionales que rigen la aplicaciéon del Protocolo de
Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia. Dicho cultivar fue comprado y distribuido
por el mismo gobierno venezolano, quién mediante la empresa socialista Agropatria
adquirié dicho material. Recordemos que Venezuela ha suscrito diferentes convenios de
cooperacion agricola con muchos de estos paises en donde esta aprobado de usar este
evento de transformacion. También se resalta el hecho innegable de que en la practica el
pais no realiza ningun tipo de pruebas para conocer el estatus de modificacion genética
del material sujeto de introduccion al pais, siendo de particular importancia para el Estado
la ejecucion de esta labor debido a la politica nacional.

Otra teoria, que cobra mucho menos fuerza es la relacionada con que pudo haber
ocurrido el ingreso de este cultivar, mediante los “caminos verdes” de Brasil o Colombia a
Venezuela, pues como se mencion6 con anterioridad, en estas naciones este evento esta
aprobado para alimentacién humana, animal y para liberacion al ambiente. También,
resulta interesante resaltar que muchos eventos apilados poseen este evento transgénico,
entre los cuales se pueden mencionar DAS-21567-1XMON-2@623, DAS-15@7-1xDAS-
59122-7 y DAS-21567-1xXMON-g@633xDAS-59122-7, motivo por el cual no solo podria
hablarse del evento DAS-@15@7-1, sino de cualquiera de estas combinaciones que
podrian estar usandose por parte de agricultores, en nuestros campos venezolanos.

Con respecto al uso de las nuevas tecnologia por parte de pequefios agricultores se
indica que aparentemente estos no han tenido acceso a las nuevas tecnologias, cosa que
no ha ocurrido en otros paises, siendo ejemplo Colombia, Uruguay y Paraguay, en donde
los pequefios agricultores mediante contrabando accedian al uso de semillas transgénicas
en sus unidades de produccion. Segun Nufez (2005), las semillas de los cultivos
transgeénicos son desconocidas por los pequefios productores de maiz del pais, pues las
mismas son incompatibles con las practicas agroecoldgicas y los principios de
sustentabilidad de este tipo de sistemas de produccion.

Consideraciones finales

El muestreo de las semillas permitidé obtener muestras que aseguraran resultados de
calidad confiables tanto en los ensayos de evaluacion directa (tiras de flujo lateral), asi
como en los analisis de deteccion e identificacion de OVM basados en ADN.

Se considera que las tiras de flujo lateral no son un método de deteccidon recomendable
de aplicar a las semillas dado que el procesamiento fisico para disminuir la humedad de
las mismas, compromete la estructura de la proteina transgénica y por tanto la misma no
es reconocida de manera especifica en el sitio de la banda disefiado para ello. Sin
embargo, cuando no se dispone de otro método pero si de tiempo, se pueden germinar
las semillas y realizar este tipo de pruebas, dado que se activa la maquinaria celular, se
inicia la produccion de proteinas en las plantulas y alli si son detectadas las proteinas MG.



El método de extraccidn utilizado fue adecuado pues se desarrollé especificamente para
extraer ADN en matrices poco procesadas, tales como semillas, por ello al aplicar las
respectivas PCR se logré determinar que la integridad y calidad del ADN extraido fue
adecuado.

De acuerdo con los principios para la deteccién y cuantificacion de OVM, se logré
amplificar de manera adecuada el gen enddgeno de referencia asociado con la invertasa
de maiz sélo en las muestras que se correspondieron con la especie.

De la aplicacion de la estrategia “screening general”, se logro la deteccion del P35S, Tnos
y pat en la muestra comercial 12, esto dio pie a la deteccion del evento de transformacion
DAS-g15¢7-1 asociado con la resistencia a herbicidas y tolerancia a insectos
lepidopteros.

Con esta investigacion se establece por primera vez la posibilidad cierta del uso de OVM
en cultivos de maiz en Venezuela, por lo que se sugiere a las autoridades respectivas
sincerar la situacion nacional, mediante la aplicacion de las leyes en la materia o
actualizando la posicion nacional en cuanto al uso de las nuevas tecnologia en la
agricultura.
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Capitulo V

Deteccion e identificacion de eventos asociados a Organismos
Vivos Modificados en semillas de soya (Glycine max L. Merryl)
empleando los métodos de inmunoensayos y analisis por PCR en
tiempo final y real

Resumen

La soya transgénica tolerante al glifosato es uno de los Organismos Vivos Modificados
(OVM) mas comercializados a nivel mundial, tanto que el 85% del comercio internacional
de este cultivo se basa en este tipo de materiales. También se sabe que Venezuela es un
importador de materias primas y productos procesados de paises en donde el uso de
OVM es una practica comun, resaltando en este aparte la entrada de nuestro pais en el
Mercosur. Por tales razones, se procedié a evaluar el estado de uso de las nuevas
tecnologias para la produccion de alimentos en el pais, mediante el estudio de secuencias
asociadas a OVM en semillas de soya. Se realizé un muestreo del 100% de las semillas
de los cultivares de soya sembrados en 2010, constituido por cinco (05) cultivares
comerciales y dos (02) cultivares empleados por pequefios agricultores del oriente del
pais. A las muestras, se les realizé la extraccion del ADN para detectar el gen de la lectina
de soya (gen enddgeno), después se aplico la estrategia de deteccion “screening general
primario” empleando secuencias de “primers” que anclaron en la regién comun a varias
secuencias transgénicas (Promotor 35S y Terminador NOS). De dicha evaluacion, se
obtuvo que una de las muestras resultd detectada para ambas secuencias, motivo por el
cual se procedio a realizar un ensayo de laboratorio para identificar el evento especifico
GTS 40-3-2, corroborandose en tales ensayos que dicha semilla es tolerante al glifosato.
Se tiene asi el primer reporte en Venezuela del uso de semillas de OVM en el cultivo de
soya, con el agravante de que los mismos no estan autorizados de usarse en el pais, por
lo que tal actividad esta catalogada como ilicita. Por tal motivo, se sugiere aumentar los
controles aduanales para evitar la entrada de este tipo de materiales o sincerar la
situacion nacional en bioseguridad, mediante el desarrollo de las leyes especificas en la
materia, con el fin de evitar tales ambigliedades entre las opiniones del Estado y la
posicion de los productores agropecuarios.
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Introduccién

Los humanos han manipulado, y manipulan, los genes desde el inicio de la agricultura, lo
que ha variado con el paso del tiempo son las técnicas de modificacion genética (Gepts,
2002). Con el transcurrir del tiempo, y la profundizacion en los conocimientos en diversas
areas de la ciencia relacionadas con genética, nace la ingenieria genética y con ella los
Organismos Vivos Modificados (OVM) o transgénicos, los cuales son definidos por el
Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia (PCB) (2000), del Convenio
sobre la Diversidad Biologica (CDB) (1992), como cualquier organismo vivo que posea
una combinacion nueva de material genético que se haya obtenido mediante la aplicaciéon
de la biotecnologia moderna.

Los cuatro cultivos biotecnolégicos que ocupan mayor superficie sembrada a nivel
mundial son la soya, el maiz, el algodén y la canola, registrando un notable aumento del
area sembrada desde 1996 hasta el 2011. Asi mismo, el numero de paises que han
adoptado los cultivos biotecnolégicos, también han ascendido significativamente, en ese
mismo periodo; motivo por el cual se sefiala que esta industria ha crecido de manera



exponencial y en la actualidad es uno de los sectores cientificos y econémicos mas
estables a nivel mundial (James, 2012).

Los principales paises productores de OVM en el mundo son EEUU, Brasil, Argentina e
India. Del total de paises productores, el 60% estan ubicados en Ameérica, quienes
aportan un area de 128 millones de hectareas, las cuales representan el 88% de la
produccién mundial de OVM, discriminados en 52% para EEUU y Canada y 36% para
paises de América Latina (de economias emergentes) (James, 2012). Por esta razon,
América es considerado un continente biotecnoldgico.

Se sabe también que la industria biotecnolégica esta en manos de pocas empresas
desarrolladoras de este tipo de tecnologias (Brugés, 2005), motivo por el cual se hace
importante desarrollar métodos de deteccidon de eventos transgénicos, por una parte para
evitar la utilizacién de la tecnologia sin pagar los debidos privilegios por derechos de
propiedad intelectual, por otra, para aplicar las reglamentaciones que cada pais imponga
sobre el uso de nuevas tecnologias, las cuales pueden variar desde la total prohibicion del
uso de OVM, hasta la negativa de utilizar algunos cultivos y/o eventos transgénicos, y
finalmente para declarar el origen transgénico, y su proporcion, a los consumidores que
asi lo exijan (Longo y Galindo, 2006; Concei¢ao, Nunes y Binsfeld, 2006; Ferreira et. al.,
2012).

Actualmente Venezuela rechaza el uso de OVM producidos por empresas transnacionales
(Gaceta Oficial N° 38.942), motivo por el cual se puede sefialar que en el pais existe una
especie de moratoria. También es importante indicar que el Estado ha establecido
diversos tratados de cooperacién e intercambio agricolas, siendo uno de los mas
significativos el Mercosur, en donde se tiene previsto la realizacion de importantes
transacciones economicas directas, en materia agricola, con Argentina, Brasil y Uruguay,
entre otros, paises en los que la utilizacién y produccién de OVM es una practica comun.
También se resalta el hecho de que las autoridades aduanales no realizan las pruebas de
deteccion de OVM a las materias primas, y/o productos procesados, que son importados
al pais (Miranda, 2005). En consecuencia, es altamente probable que los OVM se
encuentren en cualquier eslabén de las cadenas agroproductivas del pais.

En esta investigacion se hace la evaluacién de las semillas dado que las mismas son el
insumo de inicio de todo sistema de produccion, ademas que si se demuestra la
existencia de semillas OVM quiere decir que seguramente se han realizado liberaciones al
ambiente de este tipo de materiales, y por tanto se estdn empleando dichas tecnologias
de forma ilegal. Por ello, el objetivo propuesto para conocer el estado actual del uso de
OVM en semillas de soya se basdé en estudiar la presencia y las caracteristicas de
secuencias de ADN asociadas a modificaciones genéticas comerciales en semillas de
soya en la cadena agroalimentaria del pais, mediante la deteccion molecular del Promotor
35S y Tnos (estrategia del “screening primario”) y de la determinacion del evento
especifico GTS 40-3-2, el cual le confiere a la soya tolerancia al herbicida glifosato, todo
ello haciendo comparaciones con la normativa vigente internacional en cuanto a los
ensayos de laboratorios para deteccion e identificacion de OVM.

Materiales y métodos

Seleccién y obtencién de las semillas objeto de estudio

Para la seleccion de los nombres comerciales de las semillas objeto de estudio, se reviso
la base de datos de los cultivares elegibles de soya del Servicio Nacional de Semillas
(SENASEM), para el periodo de siembra 2009-2010 en Venezuela. Las muestras



seleccionadas representaron al 100% de los cultivares sembrados en las zonas
productoras de soya, las cuales estan basicamente concentradas hacia el oriente del pais
(Cuadro 1). Adicionalmente, fueron colectadas muestras categoria “comun”, donadas por
el Laboratorio de Recursos Fitogenéticos del INIA, siendo estos materiales empleados por
pequefos productores de soya del pais, basicamente en sistemas de produccién
tradicional.

Cuadro 1. Cultivares elegibles de mayor comercializacion de soya en Venezuela

(2009/2010).
Ori Representante Ao de Categoria de clasificacion en el
rigen - - -
Legal Liberacién laboratorio
Gosta Rica / UCLA 2007 Control negativo
enezuela
Argentina* Monsanto n/a Control positivo
Brasil Diproagro 2007 Muestra comercial 1
Brasil Diproagro 2007 Muestra comercial 2
Venezuela Monsanto 2009 Muestra comercial 3
Brasil Diproagro 2007 Muestra comercial 4
Brasil Diproagro 2005 Muestra comercial 5
n/a n/a n/a Muestra Comun 1
n/a n/a n/a Muestra Comun 2

*harina de material modificado genéticamente proveniente de la Republica Argentina, en un Convenio realizado entre el
IDEA y el Laboratorio de Deteccion de OMG del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INTA). n/a: no aplica

Las muestras se obtuvieron del SENASEM, Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA), Ministerio del Poder Popular para la Agricultura y Tierras, ubicado en
Maracay, estado Aragua; metodologia similar fue realizada por Aguilera et al. (2008), en
donde incluyé la evaluacion de OVM autorizados para liberarse al ambiente en Europa.
Cabe resaltar que no seran aclarados a personas naturales o juridicas, publicas o
privadas los nombre de los cultivares comerciales que se evaluaron en esta investigacion
pues en la actualidad no estan autorizados en Venezuela el uso de semillas OVM para
liberacion al ambiente, o cualquier otro tipo de empleo. Por ello, y como una forma de
aplicacion de la norma bioética venezolana, tal informacion se considera “estrictamente
confidencial” (Cédigo de Etica para la Vida, 2003).

Para la obtencion de las semillas, se aplicd un procedimiento de muestreo propuesto por
el sistema de inspeccion de granos (GIPSA, por sus siglas en inglés), del Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (2005), ademas de tomar en cuenta algunas
consideraciones establecidas por la Asociacion Internacional de Pruebas en Semillas
(ISTA, 2003), para ensayos microbiolégicos en semillas; ambos se basan en el muestreo
por aceptacién, por medio del cual se evalua la calidad general de la semilla. Tal tarea se
realiz6 de esta manera pues en la actualidad no se cuentan con procedimientos
especificos de aplicar a materiales sospechosos de ser MG (Documento CX/MAS 08/29/8
del Comité del Codex Alimentarius sobre métodos de analisis y muestreo de OVM, 2008).

Para la toma de la muestra, se procedio a la seleccion aleatoria de los sacos, los cuales
se encontraban debidamente sellados y etiquetados con el nombre del material comercial,
obtentor y origen, entre otros (ISTA, 2003; ISO 21568: 2006). Se muestrearon de 5 a 6
sacos por cultivar comercial y por estiba, los cuales fueron seleccionados en forma de
zigzag; en cada uno de ellos se introdujo un calador, previamente limpio de restos de
granos/semillas de otras especies y de otros lotes de soya muestreados, con el orificio
hacia abajo, por una de las esquinas. Se traté en todos los casos de alcanzar la otra



esquina del saco, en forma diagonal, y en direccion ascendente formando un angulo
aproximado de 30°. Posteriormente se gird lentamente hasta presentar los orificios hacia
arriba y se golped suavemente para facilitar la entrada de las semillas. Finalmente se
extrajo el calador, teniendo la precaucién de evitar derramar la muestra. Cada vez que el
calador era introducido, se trataba de extraer muestras de 300 a 400g por saco, con las
cuales se armaron los pools de semillas de 2kg aproximadamente, para finalmente
empacarse en bolsas de papel con su debida identificacion. Los orificios abiertos con el
calador fueron sellados con ayuda de una etiqueta.

Preparacion de las muestras de laboratorio

Una vez que las semillas fueron muestreadas, las mismas se trasladaron al Laboratorio
de Deteccion y Cuantificaciéon de Organismos Modificados Genéticamente, el cual esta
adscrito a la Direccion de Agricultura y Soberania Alimentaria del Instituto de Estudios
Avanzados (IDEA), Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
en donde se aplicaron las metodologias de deteccion molecular de transgénicos.

Para la molienda de las muestras se contd con un molinillo tradicional y casero de café, el
cual previamente se limpié con ayuda de un pafio humedecido con una solucion de etanol
al 70% (3 veces), y una vez con hipoclorito de sodio al 5%. Se esperaba a que se secara
totalmente para utilizarse.

Se inici6 el procedimiento, moliendo por tandas en funcion de la capacidad del molinillo, el
control negativo, para posteriormente respetar el orden creciente de numeracién indicado
en el Cuadro 1. Entre muestra y muestra se realizé la limpieza del molinillo segun el
procedimiento ya descrito. En cada tanda era colectado el polvo mas fino, el cual quedaba
adherido en las paredes del equipo, Tal harina era depositada en un vaso plastico
desechable con ayuda de una espatula esterilizada, para ser homogeneizada y
almacenada en un tubo de falcon de 50ml, previamente esterilizado. De ahi se separaron
cinco (05) muestras de laboratorio, dos (02) sub-muestras de 5g de harina de soya se
colocaron vasos plasticos descartables con el fin de realizar los inmunoensayos de
evaluacioén directa, dos fueron colocadas en dos viales, llenando los mismos hasta la
marca de 100uL, los cuales serian empleados en las pruebas de deteccién de transgenes
basadas en ADN; y una se agregé en un vial totalmente lleno y se almacend a
temperatura ambiente en el laboratorio, la cual se constituyd en la muestra “stock” de
laboratorio.

Aplicacion de las tiras de flujo lateral

Las tiras de flujo lateral son una prueba de inmunoensayo similar a un test de embarazo
en humanas, y se aplican como una estrategia previa para conocer de forma cualitativa la
existencia o no de semillas de soya OVM (Stave, 1999; Stave, 2002). Para ello, se
emplearon las tiras desarrolladas por la empresa “Strategic Diagnostic Inc.” de EEUU,
para evaluar el evento de transformacion transgénica GTS40-3-2 relacionado con la
tolerancia al herbicida glifosato, el cual es comercializado como soya “Round up Ready”.

Las muestras de analisis para esta metodologia de deteccion, se obtuvo agregando a las
muestras de laboratorio 14ml de agua destilada estéril, se mezcl6é vigorosamente hasta
obtener una mezcla, que a diferencia de Quirasco et al. (2004), no se realizd la
centrifugacion de la misma; en ella se introdujo una tira de flujo lateral. Se esper6 a que
fluyera el liquido por la tira, hasta observar que la banda control se coloreara, luego se
extrajeron de la mezcla, se secaron con papel secante y se compararon con el patron de
referencia que posee el “kit”. La aparicién de una linea (control), indica que la prueba se



desarrollé de manera adecuada, que las tiras funcionaron bien (no estan vencidas) y que
el cultivar puede considerarse negativo para el evento GTS 40-3-2, mientras que la
aparicion de dos bandas indica un resultado positivo (Lin, Chiang y Chih, 2001; Quirasco
et al., 2004)

Pruebas de Deteccion basadas en ADN

Todas las pruebas de deteccion basadas en ADN se realizaron por duplicado, empleando
métodos de deteccion no normalizados por la ‘“International Organization for
Standardization (1ISO)” (ISO 21570: 2005). Las mismas, se realizaron aplicando el
esquema doble ciego, la primera repeticion fue realizada por el autor principal de la
investigacion y la segunda prueba la ejecutd el Técnico Investigador encargado del
Laboratorio de Detecciéon y Cuantificacién de Organismos Modificados Genéticamente del
IDEA. Lo anterior se llevd a cabo como una aproximacion a lo establecido en la norma
ISO 21569: 2005, relacionada con detecciéon cualitativa de OVM.

En todas las pruebas de este tipo, se utilizd un control negativo del transgén, que se
corresponde con una soya producida por mejoramiento genético tradicional en Venezuela,
un control negativo de PCR (reemplazando el ADN molde por agua), un control negativo
de la especie especifica (ADN de maiz) para el caso del gen enddgeno de la lectina de
soya, y un control positivo de transgénico el cual provino de un ADN extraido a partir de
una harina que poseia el Laboratorio del IDEA, donada por el Laboratorio de Deteccion de
OMG, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), ente adscrito al Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca de la Republica Argentina.

Extraccion y cuantificacion del ADN

La extraccion del ADN de las muestras se realiz6 mediante el uso del “kit” comercial
“Nucleospin” desarrollado por “Macherey Nagel” de Alemania (Tengel et al., 2001; James
et al., 2003). Una vez realizado el proceso de extraccion, se comprobd la cantidad y
calidad del ADN obtenido, tal como se encuentra descrito en los procedimientos de
laboratorio propuestos por Tengel et al. (2001), Chen Lin et al. (2001), Zambrano et al.
(2002) y Quirasco et. al. (2004).

Aplicacion de la PCR tiempo final para la amplificaciéon del gen endoégeno de soya y
el “screening” general primario para el P35S y Thos

Inicialmente se aplicod la prueba de deteccion para amplificar por PCR tiempo final los
fragmentos de ADN asociados con un gen de copia unica de la lectina de soya, los cuales
solo estan presente en esta especie. Posteriormente se procedid a estudiar las
secuencias asociadas a varios eventos de transformacion transgénica, evaluando las
secuencias del promotor 35S (P35S) del virus del Mosaico de la Coliflor y del terminador
de la nopalina sintetasa (Thos) de Agrobacterium tumefaciens (Cuadro 2).

Cuadro 2. “Primers” empleados para evaluar las secuencias asociadas con el
endogeno de soya y el “screening general” para el P35S y Tnos.
Método de BI Pri Secuencia TA (°C) TAP Ref .
deteccién anco rimer 5 53 (pb) ererencia
Especie | £rysqeno | IMLECF TCCACCCCCATCCACATTT 81 Peano et. al., (2005).
especifica 9 TMLECR GGCATAGAAGTTGAAGGA 0 Nikolic et. al., (2008).
P35S P35S —U GCTCCTACAAATGCCATCAGATAGT 195 Lipp et al,, (1999)
“Screening’ P35S — L GATAGTGGGATTGTG CGTCA ppet a, '
primario NOS —A GAATCCTGTTGCCGGTCTTGCG .
Tros NOS—D GCGGGACTCTAATCATAAAAACCC 63 127 Thion et. al., (2002).




Las condiciones de reaccion de la PCR y los programas del termociclador se variaron de
acuerdo con el blanco de deteccion de interés, y los mismos se indican en el Cuadro 3.
Con respecto a la deteccion del Tnos se indica que se realizd6 una modificacion de la
investigacion de Thion et. al., (2002), con el fin de obtener mayor cantidad de producto de
PCR y minimizar el efecto de los dimeros de “primers” o cebadores. Los productos de
PCR se separaron en geles de agarosa al 2,5% (m/v), preparados con bufer TBE al 1%,
pH 8,3, se observaron y fotografiaron en un sistema de fotodocumentacién GelDoc
(BioRad).

Cuadro 3. Condiciones de reaccién y programa de la PCR segun el blanco de deteccion

Blanco de deteccién Ciclo Temperatura Tiempo

Componente | Endégeno | P35S | Tnos (°C) (min)
Bufer 1X Desnaturalizacion 95 5
MgCl 4mM | 1.25mM inicial

Primer's 0.2uM | 0.5uM Desnaturalizacion 95 0.5
dNTP’s 0.2uM Alineamiento (60)F 738 05
Taq 0.625U (65)™ :
DMSO 5% Amplificacién 72 0.5
ADN =200ng Amplificacién final 72 5

Volumen final: 25pL.

E: enddgeno.

Deteccion del evento especifico GTS 40-3-2, por PCR en tiempo final y real

Para identificar de forma directa el evento especifico de transformaciéon GTS 40-3-2, se
procedio a realizar PCR, tanto tiempo final como real, sélo a aquellas muestras que dieron
positivo para P35S y Tnos, tomando en consideracién lo indicado en la investigacion de
Cazzola y Petrucceli, (2006) para la PCR en tiempo final y lo indicado en el “kit” comercial
de Roche mas abajo indicado, para PCR tiempo real. Las secuencias de primers
empleadas para el desarrollo de ambas estrategias, fueron las siguientes:
5ATCCCACTATCCTTCGCAAGA3’ (forward) y S5TGGGGTTTATGGAAATTGGAAZ
(reverse), con una temperatura de alineamiento de 58°C y producto de amplificacion de
169pb, para PCR en tiempo final (Cazzola y Petrucceli, 2006). Por su parte para la
realizacion de la PCR en tiempo real, se usé el “kit LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green I” de Roche Diagnostics. Las condiciones del programa de PCR del “kit”
antes mencionado fueron utilizadas por defecto como lo sefiala su manual de
procedimiento. En esta metodologia se informé como detectado aquellas muestras que
presenten pico de Tm en el rango caracteristico y que tenga un Ct < a (Ct del control +2)
(Hernandez et. al., 2003; Corbisier et. al., 2005).

Resultados y Discusion

Tiras de flujo lateral

En la Figura 1, se observa que todas las bandas se tifieron a nivel del control de
deteccion, o sea que la prueba se aplicé de manera correcta y que las tiras no estaban
vencidas; también puede observarse que ninguno de los cultivares de soya resultdé ser
positivo al evento de transformacion GTS 40-3-2. A pesar de que la prueba se recomienda
de aplicar, en campo o en aduanas, para la deteccion temprana de semillas y granos de
OVM (Stave, 1999; Van Duijn et al., 2002) por su facilidad de realizacion y rapidez en la
obtencion de resultados (Stave, 1999; Van Duijn et al., 1999; Lipp et al., 2000; Stave,
2002; Van Duijn et al., 2002; Longo y Galindo, 2006), tiene como desventaja que soélo
puede utilizarse en muestras con un minimo, o ningun, procesamiento, pues es la Unica
forma de garantizar que los resultados de la aplicacion del método expresen los niveles
de sensibilidad adecuados (L6épez, Mayorquin y Vegas, 2003; Longo y Galindo, 2006;
Rochedo, Nunes y Canisio, 2006).
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Figura 1. Resultados de la aplicacion de las tiras de flujo lateral en muestras comerciales de soya.

Es ese sentido, se sefala que tales resultados, se deben en buena parte en que las
semillas son sometidas a temperaturas que superan los 50°C, con el fin de disminuir la
humedad de campo a la humedad apropiada de comercializacion (Chen et al., 1972;
Association of Official Seed Analysis, 1985). Evidentemente el tratamiento térmico
desnaturaliza a la proteina CP4 EPSPS y por tanto la misma pierde su estructura y no es
reconocida en el sitio de unién del antigeno/anticuerpo en la tira de flujo lateral (Stave,
1999; Stave, 2002; Van Duijn et al.,, 2002). Caso similar ocurre cuando se analizd
diferentes tipos de tortillas de maiz mexicanas en donde se empleé como materia prima
para su elaboracion maiz del evento de transformacion CBH 351, en donde los
tratamientos térmico y fisico-quimico por la nixtamalizacion, no permitieron la deteccién de
la proteina Cry9C, aunque si en la muestra de granos de maiz sin procesamiento
(Quirasco et al., 2004). Por ello se sefiala que las tiras de flujo lateral no son un método
recomendable de utilizar en materiales con cierto nivel de procesamiento, tales como las
semillas comerciales.

En relacion con la aplicacion del método, se sefiala que el mismo es repetible y
reproducible dado que la utilizacion de “kit” comerciales permiten obtener resultados
analiticos independientes e iguales, ya sea en el mismo laboratorio o en otro, siempre y
cuando se cumpla el requisito de que se realice bajo las mismas condiciones, por distintos
analistas y en intervalos de tiempo breves (Lipp et al., 2000; ISO 21572:2004), tal y como
se obtuvo en este estudio. Por ello, este método fue evaluado mediante prueba
interlaboratorio sobre materiales de referencia de acuerdo con la norma ISO 5725 (Lipp et
al., 2000; ISO 21572:2004) y es recomendado por el Centro Comun de Investigacion de la
Comision Europea para detectar OVM bajo las condiciones ya resefiadas, obteniéndose
en todos los casos los mismos resultados (Documento CX/MAS 08/29/8 del Comité del
Codex Alimentarius sobre métodos de analisis y muestreo de OVM, 2008).

Extraccion de ADN de las muestras de soya

El método de extraccion utilizado fue adecuado pues se desarrollé especificamente para
extraer ADN en matrices poco procesadas, como harinas de semillas y granos, asi como
en productos alimenticios con bajo contenido de lipidos y que no han recibido intensos
tratamientos térmicos, entre los que destacan alimentos concentrados para humanos y
animales y helados, entre otros (Cazzola y Petrucelli, 2006).

En la Figura 2, se observa que el rendimiento, la integridad y calidad del material genético
extraido permitié obtener ADN gendmico sin degradaciones que limitaran la realizacion de
las pruebas moleculares de deteccion de transgenes. Ello quiere decir que el tratamiento
térmico aplicado a la semilla modifica la estructura de la proteina transgénicas, mas no la
cantidad y calidad del ADN de las mismas. De esta manera, debido al poco
procesamiento de las muestras se recomienda utilizar el “kit” comercial desarrollado por



Macherey Nagel, ya que asi se estandarizan las condiciones entre laboratorios en cuanto
a la extraccion de ADN, cumpliéndose asi con los requisitos reglamentarios
internacionales en la materia (Lipp et al., 1999; Thion et al., 2002; ISO 21571: 2005; Di
Bernardo et. al., 2007).

Lineas:

: Marcador de ADN 1kb plus (Invitrogen)
: Control negativo: soya nacional

: Control positivo: Harina de soya MG.

: Muestra comercial 1

: Muestra comercial 2

: Muestra comercial 3

: Muestra comercial 4

: Muestra comercial 5

9: Muestra comun 1

0N O WN >

3 4 5 ¢ 7 8 9 10: Muestra comun 2
Figura 2. Anéli3|s de Ia extraccion de ADN de las muestras de soya objeto de estudio, en gel de
agarosa al 1%.

Segun Cankar et al. (2006) y Di Bernardo et. al. (2007), la técnica de extraccion de ADN
es crucial para una buena deteccion y cuantificacion de OVM, ya que el mismo influencia
directamente los resultados de la PCR. Si no se realiza adecuadamente la extraccion,
entonces se obtendran matrices de analisis contentivas de inhibidores que disminuyen la
eficiencia de amplificacion del transgen, que en el caso de la deteccién podrian obtenerse
resultados indebidos (falsos positivos o falsos negativos), mientras que en el caso de la
cuantificaciéon podria subestimarse o sobreestimarse el contenido de OVM en el analito
objeto de estudio.

Evaluacién del Gen endégeno.

En ambas repeticiones se puede indicar que se logré amplificar de manera especifica y
adecuada el gen endoégeno de referencia asociado con la lectina de soya, tal y como se
esperaba solo en las muestras de soya y no en los controles de reaccion de la PCR, las
cuales son las muestras contentivas de ADN de maiz y agua (Figura 3). Ello quiere decir
que se establecid correctamente la identidad de la soya mediante la evaluacién del gen de
copia unica de la lectina de soya (James et al., 2003; Cazzola y Petruccelli, 2006),
también se desprende de la evaluacion de los controles de reaccién que los reactivos de
PCR funcionaron de manera adecuada. Por otra parte se puede asegurar que el
procedimiento de extraccion permitio obtener un ADN de longitud, pureza e integridad
estructural suficiente para ser amplificado por PCR (Tengel et al., 2001). También se
sefala que evidentemente se elimind de manera efectiva los inhibidores de la PCR, ya
que no fueron observados los efectos de tales compuestos. Entonces, se concluye que
tanto la extraccion de ADN, asi como la PCR para evaluar la identidad de la soya, se
realizé de forma correcta, ya que los resultados obtenidos de manera independientes son
similares entre si, lo cual le da el caracter de repetibilidad al ensayo (ISO 24276: 2005).

Lineas:
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1.2 3 45 6 7 80101112 1: Marcador de ADN 1kb plus (Invitrogen)
2: Control negativo de transgénico
3: Control negativo de reaccion
4: Control negativo de endégeno
5: Control positivo de transgénico
6: Muestra comercial 1
7: Muestra comercial 2
8: Muestra comercial 3
9: Muestra comercial 4
10: Muestra comercial 5
11: Muestra comdn 1
12: Muestra comun 2

Figura 3. Amplificacion del gen de la lectina en muestras comerciales de semillas de soya.
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Thion et al., (2002), lograron detectar facilmente los genes enddgenos asociados con la
lectina en harinas de soya muestreados en campos experimentales de dos grandes
empresas comercializadoras de OVM en el mundo; resultados similares fueron obtenidos
por Quirasco et al., (2004) al evaluar tortillas mexicanas de maiz elaboradas de diferentes
formas, en donde los mejores resultados de la evaluacion del gen enddgeno se obtuvo en
las tortillas preparadas con granos de maiz con poco procesamiento.

El método empleado en esta investigacion fue validado en estudios colaborativos
organizados por el grupo de trabajo de “Desarrollo de métodos para la identificacion de
alimentos producidos mediante técnicas de ingenieria genética”, del “German Federal
Institute for Healt Protection of Consumer and Veterinary Medicine” (German Federal
Foodstuff Act., 1998; Reporte N° XXIV/98/A3/001 de la Unién Europea). Para la extraccion
del ADN, se utiliz6 el método del CTAB, y como diana especifica del taxén (gen
endogeno), se empled la secuencia descrita en la base de datos del GenBank bajo el
namero de accesion K00821 (Hernandez et al.,, 2005; Zhang y Guo, 2011). Como
resultado obtuvieron que el método sélo amplifica el ADN asociado con el gen endégeno
de la especie de interés, por tanto se puede asegurar que el mismo presenta una alta
especificidad para ADN obtenido a partir de harina de soya. Similares resultados sefialan

Broll et. al., (1998) y Meyer, (1999).

Aplicacion de la estrategia “screening” general primario.
d) Evaluacién de la presencia del Promotor 35S del Virus del Mosaico de la coliflor

La estrategia empleada en esta investigacion fue disefiada para reconocer de forma
especifica a la secuencia descrita en el GenbBank con el numero de accesion V00141.
Los resultados de la Figura 4 indican que la muestra comercial 5 presentd la banda de
195pb (Linea 9), la cual esta asociada con la existencia del P35S. El promotor, puede
encontrarse inserto desde una copia hasta un niumero variable de copias en el genoma de
la planta de soya (Hemmer, 1997; Pietsch et al., 1997).

195ph I
100pb,

»

Figura 4. Productos de amplificaciéon del P35S en muestras comerciales de semillas de soya.
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Lineas:

1: Marcador de ADN 1kb plus (Invitrogen)
2: Control negativo de transgénico
3: Control negativo de reaccion

4: Control positivo de transgénico
5: Muestra comercial 1

6: Muestra comercial 2

7: Muestra comercial 3

8: Muestra comercial 4

9: Muestra comercial 5

10: Muestra comun 1

11: Muestra comun 2

En la actualidad la mayoria de los cultivos transgénicos comercializados contienen la
secuencia de este promotor o un “enhancer” del mismo, dado que son secuencias casi
que universales de reconocimiento de la ARN polimerasa relacionados con la expresion
de los transgenes, motivo por el cual es frecuentemente utilizado en ingenieria genética
para lograr tal fin (Hemmer, 1997; Pietsch et al., 1997). Es comun de encontrarse en los
siguientes eventos de transformacion: soya GTS 40-3-2, maiz Bt-176, Bt-11, MON810,
MONBS809 y en tomates de larga duracion; y es detectable a limites de 0,1% m/m en
granos de soya y maiz, empleando como materiales de referencia aquellos que han sido

certificados por la “Joint Research Center” (ISO 21569: 2006).



En el caso de la soya, se sefiala que al hacer una revision el portal ‘http:www.shgmo.org’
se pudo determinar que el evento de transformacion GTS 40-3-2 posee un inserto simple
que contiene un “enhancer” del P35S de CaMV asociado con un péptido de transito unido
al cloroplasto de Petunia hybrida, lo cual se corresponde con los resultados antes
indicados. También resulta interesante indicar que no se han observado amplificaciones
con ADN de plantas cultivadas no modificadas genéticamente, en ausencia del material
genético del virus, exceptuandose de esta regla a las especies de la familia Brassicaceae,
Resedaceae u Solanaceae (Brunt et al., 1996; Qiu et al., 1997), en donde pueden ocurrir
infecciones naturales del CaMV y por tanto arrojar resultados de falsos positivos, motivo
por el cual deben realizarse en esos casos pruebas adicionales para confirmar la
existencia del P35S (German Federal Foodstuff Act., 1998; Reporte N° XXIV/98/A3/001
de la Unién Europea).

e) Evaluacion de la presencia del Terminador NOS de Agrobacterium tumefaciens
La estrategia empleada se disefidé para reconocer la secuencia diana asociada con el
Terminador Nopalina Sintetasa (Tnos) de A. tumefaciens, la cual se encuentra registrada
en el GenBank con el niumero V00087. Los resultados indican que la muestra comercial 5
presentd la banda de 127pb (Linea 9, Figura 5), ya que la misma presenta similitud en
tamano al ser comparada con el producto del control positivo de reaccion (Linea 4, Figura
5). La deteccion de ese fragmento de 127pb indica que la muestra problema 5 contenia
ADN amplificable de una fuente similar o igual al Tnos.

Por otra parte, dado que la mayoria de los OVM considerados de primera generacion
poseen esta secuencia terminadora en la construccion transgénica (Pietsch et. al., 1997),
diversas instituciones europeas lo recomiendan de aplicar en ensayos de laboratorio para
reconocer de forma general si se esta o0 no en presencia de un OVM, teniendo la debida
cautela de que no hayan ocurrido infecciones involuntarias por A. tumefaciens, dado que
esta bacteria, asi como parientes cercanas a ellas, se encuentran de forma natural en el
suelo (Wurz y Willmund, 1997). También se resalta el hecho de que el limite de deteccion
es mucho menor para esta estrategia (2%), comparada con la del P35S (ISO 21569:
2006).

En el entendido de que ambas pruebas no son concluyentes dado que la literatura
especializada las sefiala como estrategias de deteccion general por medio de la cual se
evalua con mayor detalle la amplificabilidad del ADN que contiene la secuencia diana de
interés, se procedid a aplicar una prueba adicional con el fin de confirmar el origen
transgénico de la muestra y la identificacion de la secuencia modificada genéticamente.
La misma se inici6 con una busqueda en los portales de: ‘http:www.shgmo.org’, del
Centro de Intercambio de Informacion sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio
de Diversidad Bioldgica (http:www.bch.cdb.int), asi como en el “Center for Environmental
Risk Assessment” (http:www.cera-gmo.org), tomando como criterios que la muestra
comercial 5 es positiva para P35S y Tnos. De tal busqueda se desprendié que el evento
GTS 40-3-2 cumple con los criterios antes indicados, motivo por el cual se procedié a
evaluar mediante la aplicacion de la estrategia evento especifico, la deteccion de este
evento de transformacion.

f) Identificacion del evento especifico GTS 40-3-2

Se pudo confirmar tanto por PCR tiempo final, asi como PCR por tiempo real, que la
muestra comercial 5 es un cultivar de soya que contiene el evento de transformacién
asociado con la tolerancia al herbicida glifosato, comercializado en el ambito agricola
como soya “Roundup Ready” (soya RR) (Figura 6 a y b) (German Federal Foodstuff Act.,



1998; Reporte N° XXIV/98/A3/001 de la Union Europea). También, se sabe que esta
construccién ha sido utilizada en otros OVM, y en otros cultivos, con los mismos
resultados en cuanto a caracteristicas agronémicas (Tengel et.al., 2001).

Lineas:
EREESEESERER 1: Marcador de ADN 1kb plus (Invitrogen)

Control negativo de transgénico
Control negativo de reaccion
Control positivo de transgénico
Muestra comercial 1

Muestra comercial 2

Muestra comercial 3

Muestra comercial 4

Muestra comercial 5

123pb. 10: Muestra comudn 1

100p 11: Muestra comtn 2
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Figura 5. Productos de amplificacion del Tnos de A. tumefaciens en muestras comerciales de
semillas de soya.

a) b)
1 2 a 4 5 Melting Curves
gooul i :
¥ rssl T
B \
Froosp——— . \
L3 [} n n b ™ ™ L ” L] ] L w0 ] -
Teummes i e °Ch
Melting Peaks
§ oo
i
163pb-—» i
3 = e
100ph — e e  a r E B
Temgper sture (C)
Muestra Tm
— Control negativo 81,96
Control negativo de reaccidn -
i -1 — Control positivo 80,29
Lineas: 1: Marcador de ADN 1kb plus Muestra comercial § 80,43

(Invitrogen), 2:  Control  negativo de
transgénico, 3: Control negativo de reaccion,
4: Control positivo de transgénico, 5: Muestra
comercial 5

Figura 6. Productos de amplificacion de la construccidn especifica asociada al evento de
transformacion transgénica de soya tolerante al herbicida glifosato. a) mediante la
aplicacion de la estrategia de la PCR tiempo final; b) mediante la aplicacién de la
estrategia de la PCR Tiempo Real.

Esta soya se liber6o y adoptd en Argentina en 1996, y es considerado el primer producto
biotecnolégico que modificd el mercado de la producciéon de OVM en el mundo (James,
2011). Este evento fue desarrollado por la empresa transnacional Monsanto, con el fin de
inhibir en la planta de soya la enzima 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), y
por tanto conferirle resistencia al herbicida glifosato (Harrigan et. al., 2007). La EPSPS
participa en la biosintesis de los aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina y triptéfano.
El glifosato se une e inactiva de forma especifica a la EPSPS, por lo que no ocurre el
crecimiento de tales organismos (Torres et. al., 2003). Cabe resaltar que la EPSPS esta
presente en todas las plantas, las bacterias, los hongos, pero no en los animales, razén
por la cual puede considerarse selectivo a este grupo de organismos, y por tanto muy
poco toxico para los mamiferos (Padgete et. al., 1995).



Los cultivares de soya RR normalmente son empleados en suelos altamente erosionados
en donde las labores agrondmicas de la preparacion del suelo no es posible de realizar,
motivo por el cual se debe hacer la siembra de forma directa, dandose asi la misma
posibilidad de crecimiento a las malezas que al cultivo (Padgete et. al., 1995). De alli se
deriva su tan ampliado uso en paises como Argentina, China, EEUU y Brasil, donde se
evita la expansion de la frontera agricola a cuenta de emplear suelos con altos niveles de
degradacién por erosién y compactacion (James, 2011).

Segun los resultados derivados en esta investigacion se obtuvo que de cinco (05)
materiales comerciales de soya evaluados, uno (01) es un OVM, mientras que los
pequefios agricultores evidentemente no han tenido acceso a las nuevas tecnologias. Ello
quiere decir que en Venezuela ya se han liberado al ambiente, para uso comercial,
organismos transgénicos, que en el caso de soya se corresponde con el evento de
transformacion GTS 40-3-2.

En visitas realizadas al Servicio Nacional de Semillas (SENASEM) y a la Oficina de
Cooperacion “Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria” (EMBRAPA)/ Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas, se conocié que el cultivar que resultd ser
detectado para el evento GTS 40-3-2, es un material que fue traido hace 6 afios a
Venezuela, en el marco de un convenio celebrado entre el Ministerio del Poder Popular de
Agricultura y Tierras de la Republica Bolivariana de Venezuela y EMBRAPA, para
sembrarse en la Mesa de Guanipa, estado Anzoategui, o sea que el Estado venezolano
es el responsable de la introduccion de esta soya RR en el oriente del pais. Segun
EMBRAPA esta soya proviene de mejoramiento genético tradicional y es empleada por
productores del vecino pais como cultivar por excelencia para la produccion de soya no
transgénica. De igual forma lo sefiala FundaCruz, la cual es una Asociacion de
Productores de Soya de Bolivia.

Consideraciones finales

El muestreo de las semillas se realizé basado en los estudios generados para evaluar los
aspectos sanitarios y fisicos de dichas estructuras, y el mismo permitié obtener muestras
que aseguraran resultados de calidad confiables tanto en los ensayos de evaluacion
directa (tiras de flujo lateral), asi como en los analisis de deteccion e identificacion de
OVM basados en ADN.

Se considera que las tiras de flujo lateral no son un método de deteccion recomendable
de aplicar a las semillas dado que el procesamiento fisico para disminuir la humedad de
las mismas, compromete la estructura de la proteina transgénica y por tanto la misma no
es reconocida de manera especifica en el sitio de la banda disefiado para ello.

El método de extraccion utilizado fue adecuado pues se desarrollé especificamente para
extraer ADN en matrices poco procesadas, tales como granos y semillas, por ello al
aplicar las respectivas PCR se logré determinar que la integridad y calidad del ADN
extraido fue adecuado.

De acuerdo con los principios para la deteccion y cuantificacion de OVM, se logré
amplificar de manera adecuada el gen endégeno de referencia asociado con la lectina de
soya.

En cuanto a la deteccién cualitativa de las secuencias asociadas con el P35S y Tnos, se
detectd una (01) muestra, en siete (07) que contaba con ambos blancos de deteccién. Por
ello, se procedio identificar, primero in silico, y luego en los respectivos ensayos de
laboratorio la existencia de semillas OVM que se corresponden con el evento de
transformacién GTS 40-3-2.



La soya GTS 40-3-2, es un material modificado genéticamente desarrollado por una gran
empresa biotecnoldgica transnacional. La misma le confiere resistencia al cultivo al
herbicida glifosato. Se pudo conocer que este cultivar, es sembrado en Venezuela desde
2005, en el oriente del pais, al menos asi lo indica el registro de cultivares del SENASEM.
Este cultivar, fue introducido por el Estado venezolano en un convenio realizado con
gobierno de la Republica de Brasil, supuestamente bajo la figura de material “GMO free”.
De lo que no hay duda es de la ambigliedad del verdadero origen del material y su
siembra ilicita en campos venezolanos hace indicar que en el pais se estan usando OVM
sin los debidos permisos de las autoridades encargadas de regular dichas actividades.

El escenario anterior indica la necesidad de sincerar la situacidon nacional con respecto al
uso de los OVM, ya sea aumentando los respectivos controles en aduanas, o
desarrollando las leyes nacionales especificas para reglamentar los aspectos de
bioseguridad en el pais.
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Consideraciones finales generales

A nivel mundial la situacion del uso de OVM sigue siendo muy controversial, debido a la
polarizacion del tema, pues algunos consideran a los OVM la soluciéon a muchos de los
problemas que actualmente enfrenta la poblacion en relacion con la disponibilidad de
alimentos, mientras que otros asumen una actitud en contra, aduciendo razones diversas
que varian desde el aumento de enfermedades en humanos, pasando por la pérdida de
diversidad bioldgica hasta llegar a la dependencia tecnoldgica. De lo que no hay duda es
que América, y particularmente la region latina, juega un papel preponderante en la
produccion de OVM en el mundo, en donde de las 170,3 millones de hectareas que se
sembraron y comercializaron de OVM a nivel internacional, en 2012, 146,4 millones de
hectareas son producidas por EEUU, Brasil, Argentina, Canada, Paraguay y Uruguay.

A nivel internacional y nacional, existen diversos instrumentos juridicos relacionados de
manera directa e indirecta con el tema de regulacion de la BM y sus aplicaciones. En
general, los documentos internacionales parten del mismo principio de proteccion al
ambiente y bienestar al humano. Por su parte, los aspectos regulatorios nacionales parten
de los preceptos establecidos en la Constitucién, y se basan en los principios de equidad
e igual, conservacion del ambiente, los procesos ecoldgicos, las comunidades indigenas y
de las diferentes figuras de areas protegidas existentes en el pais, ademas de la
soberania e independencia de la nacion. Vale resaltar que estos instrumentos no estan
integrados en un bloque unico legal, por lo que se puede concluir que en el pais no existe
un sistema legal centralizado que rija la materia.

La politica nacional actual en materia de seguridad de la biotecnologia se basa en negar
el uso de OVM sin conocer sus efectos sobre la salud humana, el ambiente y la economia
nacional, hecho que se ve respaldado en muchas leyes, en donde se sefalan que el
Estado prohibe la transferencia, utilizacion y liberacién de OGM hasta tanto se demuestre
su inocuidad para la conservacion y utilizacion sustentable de la diversidad bioldgica y sus
componentes, asi como para el consumo humano y animal. Por este motivo puede
considerarse que en Venezuela existe una moratoria sobre el uso, manejo y transferencia
de OVM.

En relacién con los métodos de deteccion se indica que estos son variados, y que la
aplicacion de uno u otro depende de los objetivos que se desean alcanzar, los recursos
econdmicos con los que se cuenta y la disponibilidad de talento humano capacitado para
realizar los ensayos de laboratorio, entre otros. Dichos métodos varian desde la revisién
en computador de las decisiones de comercializacion de nuevos eventos, hasta los
meétodos basados en el uso de microchips de ADN.

En cuanto al muestreo, se sefiala que en la actualidad aun no hay nada sefalado en la
literatura especializada sobre la forma y manera de realizar esta actividad, para la
deteccion de secuencias asociadas a OVM. Por ello, diferentes comisiones trabajan
arduamente en la creacion de protocolos de muestreos validos para la deteccion de OVM.
Mientras tanto, el uso de los procedimientos establecidos por la Asociacion Internacional
de Pruebas en Semillas (ISTA), del sistema de inspeccion de granos del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos y del Codex Alimentarius siguen aplicandose. Dado el
vacio al respecto, en esta investigacion se realizé un muestreo por conveniencia, tomando
en consideracion los elementos basicos establecidos por cada uno de los procedimiento
de las instituciones antes citadas, lograndose obtener muestras que aseguraron



resultados de calidad confiables tanto en los ensayos de evaluacion directa (tiras de flujo
lateral), asi como en los analisis de deteccion e identificacion de OVM basados en ADN.

Se considera que las tiras de flujo lateral no son un método de detecciéon recomendable
de aplicar a las semillas dado que el procesamiento fisico para disminuir la humedad de
las mismas, compromete la estructura de la proteina transgénica y por tanto la misma no
es reconocida de manera especifica en el sitio de la banda disefiado para ello. Sin
embargo, cuando no se dispone de otro método pero si de tiempo, se pueden germinar
las semillas y realizar este tipo de pruebas, dado que se activa la maquinaria celular, se
inicia la produccion de proteinas en las plantulas y alli si son detectadas las proteinas MG.

El método de extraccion de ADN utilizado fue adecuado pues se desarrolld
especificamente para extraerlo en matrices poco procesadas, tales como semillas, por
ello al aplicar las respectivas PCR se logré determinar que la integridad y calidad del ADN
extraido fue adecuado.

De acuerdo con los principios para la deteccién y cuantificacion de OVM, se logré
amplificar de manera adecuada el gen endogeno de referencia asociado con la invertasa
de maiz sdlo en las muestras que se correspondieron con la especie, de igual forma con
el gen de la lectina de soya.

De la aplicacion de la estrategia “screening general”, se logré la deteccion del P35S, Tnos
y pat en una muestra comercial de maiz, esto dio pie a la deteccion del evento de
transformacién DAS-g15@7-1 asociado con la resistencia a herbicidas y tolerancia a
insectos lepidopteros. En cuanto a la deteccidon cualitativa de las secuencias asociadas
con el P35S y Tnos, se detectd una (01) muestra de soya que contaba con ambos
blancos de deteccion. Por ello, se procedié identificar, primero in silico, y luego en los
respectivos ensayos de laboratorio la existencia de semillas OVM que se corresponden
con el evento de transformacion GTS 40-3-2.

Con esta investigacion se establece por primera vez la posibilidad cierta del uso de OVM
en cultivos de soya y maiz en Venezuela, por lo que se sugiere a las autoridades
respectivas sincerar la situacion nacional, mediante la aplicacion de las leyes en la
materia o actualizando la posicién nacional en cuanto al uso de las nuevas tecnologia en
la agricultura.



