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Abstract

Soybean is a crop with a national production in Ecuador wigdhsufficient to meet its
demand. Therefore, soybean seeds and soya beans are uirfjpomecountries where the
use of transgenic soybean has been approved. As a conseqtieere is a probability
of finding this type of soybean in Ecuadorian territory. listhesearch, a detection and
quantification SYBR Green-based method of genetically frelsoybean was standard-
ized. Primers used for the amplification corresponded teiipesequences of the two
most representative recombinant elements in GM (genBticabdified) crops, the 35S
promoter from the Cauliflower Mosaic Virus (P35S) and NO$ieator from Ti plasmid

In Agrobacterium tumefacien@NOS). These elements generated 200bp and 69bp am-
plicons respectively. The quantitative analysis was peréal generating a standard curve
based on the amplification of certified reference materidtls @01 %, 0.1%, 1% y 10 %
of GM soybean event GTS 40-3-2, using the above mentionetepsi The detection limit
was set at 0.01 % while the quantification limit was set at 0.1%2 of the 26 soybean
samples analyzed, more than 0.1 % of GMOs was found (sampléti2®.2 % and sample
23 with 14 %). Additionally, adventitious GMO presence wasedted in 8 of the tested
samples. Due to Ecuadorian GMO regulations, this kind ofyaisis important in order to
determine the presence of GMOs in Ecuador, and is clearmsédi®r the need of trained
personnel and specialized institutions for the detecti@hanalysis of GMOs.
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Resumen

La soya es un cultivo cuya produccién nacional en el Ecuadlesrsuficiente para suplir la
demanda interna. Por esta razon, se recurre a la importdeiéemilla de soya para siem-
bra y soya en grano para consumo, desde paises donde el ummdeassgénica ha sido
aprobado. Como consecuencia, existe la probabilidad detso de este cultivo a territo-
rio ecuatoriano. En esta investigacion, se estandarizénatadologia para la deteccion y
cuantificacion de soya genéticamente modificada con tegizo®YBR Green. Los primers
utilizados para la amplificacion corresponden a secuepsjascificas de los dos elementos
recombinantes mas representativos en soya genéticameditiécada, el promotor 35S del
Virus del Mosaico de la Coliflor (P35S) y el terminador NOS plésmido Ti deAgrobac-
terium tumefacien§TNOS), generando amplicones de 200pb y de 69pb respeeitam
El analisis cuantitativo se realizé a partir de la generadi® una curva estandar en base a
la amplificacién usando los primers mencionados en matigia¢ferencia certificado con
concentraciones de 0.01%, 0.1 %, 1% y 10 % de soya transgdlieaento GTS 40-3-2.
El limite de deteccién se establecié en 0.01 %, mientras ldiraite de cuantificacion fue
establecido en 0.1 %. En 2 de las 26 muestras de soya analemadacontré mas del 0.1 %
de OGM (organismo genéticamente modificado) (muestra 220@% y la muestra 23
con 14 %). Ademas se detect6 presencia adventicia de soygérica en 8 de las mues-
tras estudiadas. Debido a las regulaciones de OGMs querrxistel Ecuador, este tipo de
analisis es importante para confirmar la presencia de OGMs temritorio ecuatoriano y
evidencia la necesidad de contar con personal capacitatiteiciones especializadas en
la deteccidn y analisis de organismos genéticamente madifsc

Palabras Clave.transgénicos, soya, deteccién de OGMs, cultivo GM, dedecciuantifi-
cacion
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Introduccién los esfuerzos e interés en la creacion de una legislacion
sobre los organismos genéticamente modificados en el

A lo largo de la historia, el uso y aceptacion de nuevas Ecuador, los articulos aislados en diferentes leyes no se
tecnologias han pasado por un proceso de resistenciacumplen y no existe un organismo real encargado del
miedo e incluso escepticismo. El uso de las diversas manejo de este tema en el pais.
biotecnologias modernas en la produccion de alimen-
tos (plantas y animales) no es la excepcion, puesto quePara el cumplimiento de las regulaciones existentes y
ha sido objeto de un profundo debate publico y politico. para asegurar la declaracion de pais libre de OGMs, es
Un gran porcentaje de estas discusiones se ha centradaecesario contar con medios y recursos especializados
principalmente en los organismos genéticamente modi- para este temayy, entre ellos, la deteccion de organismos
ficados (OGMs), también conocidos como transgénicos, genéticamente modificados es uno de los procedimien-
gue pueden tener caracteristicas particulares gracias a ldos principales.
insercion, delecion o silenciamiento de genes especifi-
cos en su genoma mediante la técnica de ADN recombi- Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue la es-
nante. Este procedimiento les confiere las caracteristicastandarizacion de una metodologia para la deteccion y
deseadas [1]. cuantificacion de soya transgénica mediante PCR en tiem-

po real, utilizando muestras de soya en grano colectadas
En la actualidad, existen cientos de OGMs, que abarcan en distintos lugares del Ecuador.

modificaciones en bacterias, hongos, animales y plan-

tas. Sin embargo, las plantas genéticamente modificadas

han generado hasta el momento el mayor debate y regu- Métodos
lacion. Es asi, que de acuerdo a diferentes regulaciones

nacionales e internacionales vige_r!tes en mu_chos pais-pmaterial vegetal

es, antes de que un OGM sea utilizado requiere de un

profundo andlisis de riesgo con el objetivo de determi- . . i
nar potenciales riesgos a la salud humana o al medio Se colecto6 un total de 26 muestras de seml!la de soya: 16
muestras en centros de acopio de la provicia de Los Rios

ambiente. Pr_eV|a ala sal!da al merca_Qo de un OGM, se en los afios 2008, 2009 y 2010; y 10 muestras de soya
debe determinar las medidas de gestion de riesgo que se

. So . . comercializada, adquiridas en el afio 2009 en distintas
requieren adoptar para minimizar los posibles impactos

adversos a la salud humana y al ambiente que pudieracIleaOIeS del pais (Tabla 1).

ocasionar un determinado transgénico. Debido a que Ca'Soya transgénica obtenida del Instituto Nacional de Tec-

da modificacion genética es diferente, estos analisis deberpOlogia Agropecuaria, Argentina (INTA) fue usada co-
realizarse caso por caso, gen dependiente y lugar depen-mo control positivo. P:alra la calibracion de la curva es-

diente, Ipor Iolque en el caso de los OGMs no es posible tandar en la amplificacion por PCR en tiempo real se us6
generalizar [1]. Material de Referencia Certificado con diferentes frac-

El Ecuador, a pesar de haber ratificado el Protocolo de ¢iones (0.01%, 0.1%, 1% y 10 %) de sozaundup
Cartagena el 30 de enero de 2003 [2], no tiene regu- R€ady(Evento GTS 40-3-2, linea AG5602 RR) impor-
laciones especificas en cuestion de Bioseguridad rela-t@do desde el IRMMI(stitute for Reference Materials
cionada con organismos genéticamente modificados. El2nd Measuremenisie la Comision Europea de la JRC
Ministerio del Ambiente ha trabajado durante afios para (Joint Research Centye

establecer un Marco Regulatorio sobre Seguridad de la , ,
Biotecnologia que hasta el momento no ha concluido Las semillas de soya fuerqn lavadas con agua cornen,te.
[3]. En la nueva Constitucién del Ecuador aprobada en Unavez secas, fueron mol_ldas usando un triturador eléc-
2008, en el articulo 401 se declara al pais libre de semil- fico- Los residuos de harina de soya que quedaron ad-
las y cultivos transgénicos, lo que implicaria la no exis- Neridos en la pared del molino fueron colectados en 3
tencia de organismos genéticamente modificados en elUP0S eppendorf estériles después de cada molienda.
territorio ecuatoriano [4]. Ademas existen leyes ecuato-

rianas donde en ciertos articulos se establecen proced-Extraccion de ADN genomico y cuantificacion

imientos sobre el manejo y etiquetado de OGMs pero

ninguna de ellas se cumple en la actualidad. Algunos El ADN gendmico fue extraido a partir de 3 submues-
ejemplos de esto son la ley de Defensa del Consumi- tras de aproximadamente 100mg de harina de soya me-
dor que establece que los productos derivados de OGMsdiante el uso del kibDNeasy Plant Mini Kit(Qiagen,
deben ser etiquetados de manera resaltada [5] y la LeyUSA) siguiendo el protocol®urification of total DNA
Organica de Salud, que aclara que la Autoridad Com- from Plant Tissue (Mini protocolipdicados en el man-
petente del pais [6] deberd coordinar con organismos ualDNeasy Plant Handboadke Julio 2006. EI ADN fue
especializados para demostrar la inocuidad y seguridadresuspendido en el buffer de elucion proporcionado en
de alimentos o productos GM tanto para la salud hu- el kit, mantenido a -20C hasta ser cuantificado con un
mana como para el medio ambiente, mediante estudiosEspectrofotometrblanoDrop 100qThermo Scientific,
técnicos y cientificamente avanzados [7]. A pesar de USA).
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NuUmero
Origen de Tipo de muestra Afo de coleccion
muestras
Los Rios 16 Semilla de soya 2008-2010
Guayas 5 Grano de soya 2009
Azuay 1 Grano de soya 2009
Cotopaxi 2 Grano de soya 2009
Importada 2 Grano de soya y pasta de soya 2009
Tabla 1: Muestras de semillas de soya, soya en grano y pastasigya, origen y afio de coleccion.
Nombre Tamaho
del Secuencia Diana Secuencia del Primer de
Primer amplicén
P35S-F GAAGGTGGCTCCTACAAATGC
p3ss.R | romotor 35S CaMv TAGTGGGATTGTGCGTCATCC 200bp
TNOS-F Terminador NOS GATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAA 69bp
TNOS-R TTATCCTAGGTTGCGCGCTATATTT

Tabla 2: Nombre y secuencia de los primers utilizados en estavestigacion para la amplificacion de P35S y TNOS, y el tamaiide amplicén
respectivo [8, 9].
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Figura 1: Resultados de amplificacién del promotor 35S (200p mediante PCR en punto final en las 26 muestras de granos deysoy pasta
de soya del estudio. Se observan dos muestras positivas: rmtra 22 y muestra 23 (MPM = Marcador de Peso Molecular; B = Blago; C- =
Control negativo y C+ = Control positivo).

Amplificaciéon en punto final del promotor 35S y del uralizacion a 95C por 1 minuto, anclaje de primers a
terminador NOS 55°C por 1 minuto y extension a 7€ por 1 minuto;

la extensién final a 7Z por 10 minutos. Ademas de
las muestras analizadas, se us6 ADN de naranjilla en la
misma concentracién como control negativo.

El protocolo de la reaccion en cadena de la polimerasa
fue desarrollado para la amplificacién del promotor 35S
del virus del mosaico de coliflor y del terminador NOS
del plasmido Ti dedgrobacterium tumefaciergie son Los productos de PCR fueron resueltos mediante elec-
elementos frecuentemente usados en el desarrollo de OGM#resis en geles de agarosa al 2% con buffer TBE
Lamezcla de las reacciones de amplificacion fue preparalX, tefiido corSYBRR) Safe DNA Gel Stai(invitrogen,

da en un volumen final de 10ul y contenia buffer de PCR USA). Se usé el marcador de peso molectlacklit

1X, 1.5U de Taq Polimerasa, 2mM de MgClI2, 0.5mM 100bp(Invitrogen, USA). Los geles fueron visualizados
de dNTPs, 0.a6M de cada primer (Invitrogen Corpo- mediante iluminacion con luz UV en el fotodocumenta-
ration, California, USA) (Tabla 2) y 200ng de ADN  dorGel Doc XR(Bio-Rad, Canada).

gendémico de soya. El termociclad®Personal Com-

bi (Biometra, Alemania) fue programado para la ampli-
ficacion del promotor 35S con un paso de desnatural-

Deteccion y Cuantificacion mediante la amplificacion
por PCR en Tiempo Real

izacion inicial de 4 minutos a 9€, seguido de 35 ci- Para la amplificacion en tiempo real se usé elki@an-
clos de desnaturalizacién a’®@ por 1 minuto, anclaje  tiTect SYBR Green PCRiagen, USA). La mezcla de
de primers a 58C por 30 segundos y extension T2 las reacciones de amplificacion fue preparada en un vol-

por 1 minuto, terminando con un paso de extension fi- umen final de 20ul con 1X de Buff@uantiTect SYBR

nal a 72C por 10 minutos. El programa de amplifi- Green que contiene las concentraciones adecuadas de
cacion del terminador NOS inicié con desnaturalizacion MgCI2, dNTPs Tagpolimerasay SYBR Green, se agregé
a 95 C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnat- ademéas 0.6M de cada primery 100ng de ADN de soya.
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Figura 2: Resultados de amplificacion del terminador NOS (6pb) mediante PCR en punto final en las 26 muestras de granos deya y
paste de soya del estudio. Se observan dos muestras posgivenuestra 22 y 23 (MPM = Marcador de Peso Molecular; B = BlancpC- =
Control negativo y C+ = Control positivo).

Para la amplificacion del promotor 35S, el termociclador En el Manual de procedimientos del Laboratorio para
CFX96 (Bio-Rad, Canadd) fue programado con un pa- deteccidon de OGMs, del Instituto de Investigaciones Alexan
so de desnaturalizacion inicial a5 por 15 minutos, der Van Humboldt de Colombia, se aclara que el muestreo
seguido de 43 ciclos de desnaturalizacion a®@por y la preparacion de las muestras son pasos muy impor-
10 segundos, anclaje de primers @aG&or 20 segun- tantes en el proceso de analisis de transgénicos y que
dos y extensidn a PZ por 12 segundos; y para termi- es crucial que la muestra sea suficientemente represen-
nar se realizé un analisis de curva de disociacion en un tativa del lote que se quiere analizar [10]. En este es-
rango de temperatura desde°@0a 95C con un in- tudio, las muestras no fueron colectadas personalmente
cremento de 0K cada 15 segundos. Para la amplifi- por los investigadores por lo que el procedimiento de
cacion del terminador NOS, se us6 el mismo programa muestreo no forma parte de la metodologia de este estu-
que para la deteccion del P35S, con la Gnica variacion dio. Por otro lado, para las muestras compradas en dis-
en la temperatura de anclaje de los primers de TNOS tintos mercados y supermercados de Ecuador, al venir
gue fue de 5%C y en el andlisis de curva de disociacién previamente empacadas, no es posible certificar que las
en la que la temperatura varié desdé®@ 85C con muestras sean representativas del lote al que pertenecian.
un incremento de 0°& cada 15 segundos. Las mues- Sin embargo, el principal objetivo de esta investigacion
tras fueron analizadas por duplicado. Ademas se incluyé fue estandarizar el protocolo de amplificacion PCR para
una muestra de ADN de naranijilla como control neg- detectar la presencia o ausencia de soya transgénica en
ativo, 4 muestras por duplicado del material de refer- el Ecuador, por lo que la metodologia de muestreo podra
encia certificado para la calibracién de la curva estan- implementarse en estudios posteriores.

dar, ADN del plasmido pBI121 como control positivo y
una reaccion sin ADN como control de contaminacion.
Los analisis incluidos en cada corrida de amplificacion
fueron la curva de amplificacion, curva estandar, y pi-
cos de disociacién. La curva estandar permite realizar
la comparacién de los valor€ (por sus siglas en in-
glés Cycle Thresholide las muestras analizadas con
los valore<Ct de las muestras del material de referencia
certificado para determinar el contenido de OGM.

En esta investigacion se siguio la metodologia propues-
ta en el Laboratorio de Deteccion de OGMs del Insti-
tuto de Biotecnologia de Buenos Aires - Argentina, el
mismo que especifica que la cantidad minima necesaria
para el andlisis de evaluacion de presencia de OGMs es
de 3000 granos ya que tal cantidad asegura los limites
de deteccion y de cuantificacion [11]. En este estudio se
proces6 muestras de 1Kg de semilla de soya que equiv-
ale a aproximadamente a 4500 granos.

. - Deteccion mediante PCR en punto final
Resultados y Discusion

Se observé en gel de agarosa bandas del tamafio espera-
Obtencién y preparacion de muestras do de los amplicones correspondientes al promotor 35S

(200pb) y al terminador NOS (69pb) en el control pos-
Las muestras de soya procedentes de la provincia de Lositivo y en 2 muestras de las 26 analizadas. Una de las
Rios son interesantes ya que corresponden a soya culti-muestras positivas correspondié a soya en grano com-
vada en el territorio ecuatoriano, a diferencia de las otras prada en un supermercado de Quito (muestra 22) y la
muestras que son consumidas pero no necesariamentsegunda correspondid a pasta de soya importada de Ar-
sembradas localmente. gentina (muestra 23) (Figuraly 2).
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Figura 3: Curvas de amplificacion del promotor 35S mediante ER en tiempo real. Mientras menor es el valor del ciclo en el gella curva
de amplificacién sobrepasa el umbral (linea horizontal de dor verde), mayor es la cantidad inicial de ADN diana. El contol positivo, C+,
muestra 23, muestras estandares con 10 %, 1% y 0.1 % de soya GMnhyuestra 22 son las muestras con cantidad de producto amplifido
detectable y cuantificable. (RFU = Unidades de Fluorescermi

Amplification

500 © ]
400 | .
300 - ‘ 1

200 o : c o % 10%% 1% i /m T

RFU

100 -

-100 1/

0 10 20 30 40
Cycles

Figura 4: Curvas de amplificacién del terminador NOS mediane PCR en tiempo real. Mientras menor es el valor del ciclo en gue la curva
de amplificacién sobrepasa el umbral (linea horizontal de dor verde), mayor es la cantidad inicial de ADN diana. El contol positivo, C+,
muestra 23, muestras estandares con 10 %, 1 % y 0.1 % de soya GMaymuestra 22 son las muestras con cantidad de producto amfitado
detectable y cuantificable. (RFU = Unidades de Fluorescermi

A pesar de que esta investigacion se centra Unicamenteresultado no representa un conflicto con el articulo 401
en el analisis de granos de soya, se decidio incluir la de la Constitucién del Ecuador. Sin embargo, al tener re-
muestra de pasta de soya por ser importada desde Ar-sultados positivos en la pasta de soya se demuestra que
gentina. En ese pais, en el 2009 la produccion biotec- la Ley de Defensa del Consumidor y la Ley Organica
nolégica de soya represento el 98.9 % de la produccién de Salud no son cumplidas ya que mencionan que los
nacional [12], por lo que la probabilidad de que la pasta productos derivados de alimentos genéticamente modi-
de soya sea transgénica era muy alta. Los resultados deficados deben ser etiquetados.

este estudio confirman que la pasta de soya contenia en

su ADN las secuencias del promotor 35S y del termi-

nador NOS. La pasta de soya al ser alimento procesado

ya no se considera ni semilla ni cultivo, por lo que este
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Figura 5: Curva estandar de amplificaciéon del promotor 35S mdiante PCR en tiempo real. Los circulos representan el matél de refer-
encia certificada (0.01 %, 0.1 %, 1% y 10 %), Las X representan &as 26 muestras por duplicado. Se sefialan las muestras 22 y[@&% tener
resultados positivos para la amplificacién de la regién de ierés.
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Figura 6: Curva estandar de Amplificacion del terminador NOS mediante PCR en tiempo real. Los circulos representan el matial de
referencia certificada (0.01 %, 0.1 %, 1% y 10 %), Las X represatan a las 26 muestras por duplicado. Se sefialan las muestra2 y 23 por
tener resultados positivos para la amplificacion de la regid de interés.

Deteccién y Cuantificacion mediante PCR en Tiem- gue permite la cuantificacién del contenido de OGM en
po Real una muestra determinada.

Varios estudios de analisis de OGMs se han estandariza-Se estandarizé un protocolo de deteccién de OGMs para
doenPCRen puntofinal[8, 11, 13]. Sin embargo, laefi- granos de soya mediante PCR en tiempo real utilizando
ciencia de la PCR en punto final varia de una reaccion |as temperaturas establecidas en la amplificacién medi-
a otra e incluso en ciclos sucesivos de una misma reac-ante PCR en punto final. Los resultados obtenidos en
cion, provocando que la amplificacion se de en manera | amplificacién por PCR en tiempo real del promotor
no exponencial y a una velocidad de reaccion no cono- 35S y del terminador NOS en las 26 muestras coinci-
cida [14, 15]. La metodologia mencionada carece de in- dieron con los resultados obtenidos en la amplificacién
formacion cuantitativa exacta, por lo que la presente in- por PCR en tiempo final.

vestigacion se centra principalmente en el desarrollo de

un método de deteccion mediante PCR en tiempo real En la Figura 3 se aprecian las curvas de amplificacién
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del promotor 35S de todas las muestras y sus valoresvarios laboratorios para verificar la calidad de sus resul-
Ct respectivos. El ciclo en el que la fluorescencia ex- tados [15].

cede un umbral de deteccion,@ se correlaciona con

la cantidad de producto amplificado (cantidad de ADN

diana) [15]. Mientras menor es el valor @ mayor

es la concentracion de ADN diana. La muestra 23 tiene
un Ct cerca de 21 y las muestras del material de refer-
encia certificada de 10%, 1%y 0.1 % de soya GM son

las muestras con menor valor erGl(desde 23.5 hasta el método de amplificacion mediante SYBR Green pro-

29), seguidas de la muestra 22 conCincerca de 30. P : o
E h : . duce resultados rapidos, reproduciblesy estadisticament
s posible apreciar, ademas, que las muestras restantes

. L . . . Sensitivos para la cantidad de muestras analizadas.
tienen amplificacion pero en un ciclo demasiado tardio

lo que demuestra presencia adventicia de semillas GM, Esta investigacion se basé en secuencias especificas al
gue puede ser definida como “la presencia no inten- promotor 35S y terminador NOS y, al ser estas secuen-
cional, en un lote o envase, de bajos niveles de semil- cias comunes para varios OGMs, es necesario que los
las que no sean de la variedad o hibrido que esta siendoeventos de las muestras positivas sean identificados. Es
comercializado” [16]. muy posible que la soya positiva para la presencia de los
elementos analizados pertenezca al evento GTS 40-3-2,
ya que es el evento predominante en los paises de donde
. . se importa soya al Ecuador; sin embargo, James [18]
cada muestra. Es posible observar que el control posi- e ciona que existen 14 eventos de soya GM aprobados
tivo tiene unCt cerca de 10, la muestra 23 @cerca oy gistintos paises, pero en la bibliografia se encuentran

de 26, las muestras del material de referencia certifica- 14 aventos aprobados [19, 20] y no todos contienen los
da con contenido de 10 %, 1%y 0.1 % tier@rdesde elementos amplificados en este estudio. Lo importante

29 a 35y la muestra 22 tiene un valorde 36. ESI0S o aqta informacion es que se demuestra que 6 de los

re.s.“'ta‘.’,os coinciden con aquellos obtenidos enlla am- 10 eventos aprobados pueden ser evaluados mediante
plificacion del promotor 35S mediante PCR en tiempo |5 metodologia estandarizada en este estudio, pero los

real. resultados obtenidos usando PCR en tiempo real indi-

La curva estandar generada en la amplificacion del pro- €an que las muestras de soya GM pueden pertenecer a
motor 35S demuestra una eficiencia del 87.6 %y un co- d0s eventos distintos: MON 04032 o DD 026005-3 ya
eficiente de correlacién (R"2) de 0.943 (Figura 5), mien- due las dos transformamones contienen tanto el promo-
tras que para la curva estandar de la amplificacién del tor 35S como el terminador NOS.

terminador NOS indica una eficiencia de 76.8% y un  cuando un producto alimenticio es evaluado y es posi-
R"2 de 0.981 (Figura 6). tivo para la presencia de OGMs, los pasos a seguir son

Basandonos en la publicaciéon de Libeck [15], se de- verificar mediante P,C.R en tiempo real a qu{e evento de
cidi6 establecer el limite de detecciéon en 0.01% vy el tr_ansformauon gen_enca@,pert.enece para asi c_qmpr.c,)bar
limite de cuantificacion en 0.1 %. Las dos muestras pos- Sl sé pumple I_a legislacion vigente (§' la mOd'flcaC'on
itivas analizadas se encuentran sobre el valor de O.l%genet,'(_:a_ ha s_|do aprpbada en .8| pais donde se realiza
por lo que se pudo determinar la concentracién de ADN el anaI|_5|s ysila Cant'd‘?‘d autorizada de OGM presente
genéticamente modificado. La muestra positiva de soya €N €l alimento es cumplida) [8,13]. Para que este tipo de
en grano (muestra 22 en todas las figuras) tiene un por- eyalgamones puefjan.ser reahzadgs_en el pais, es primor=
centaje un poco mayor a 0.1 %, mientras que la muestra dial instaurar instituciones especializadas en deteccion

de pasta de soya (muestra 23 en todas las figuras) sede OGMs e identificacion de eventos de transformacion
encuentra muy por encima del valor de 10 % de OGM especificos.

(Figuras 5y 6) al comparar con los productos amplifi- El aporte de este trabajo fue el estandarizar una metodo-
cados a partir del material de referencia certificado con |ogia para la deteccion y cuantificacién de soya trans-
los porcentajes de OGM correspondientes. génica mediante PCR en tiempo real con tecnologia SYBR

. . . . . Green. Ademas se determind la presencia de soya trans-
La mayoria de paises en la actualidad tienen métodos de

deteccion validados y laboratorios certificados. La val- génica en 2 de las 26 muestras analizadas.

idacion de un método de deteccidn es un proceso queEl andlisis de riesgo de los OGMs debe basarse en cri-
demuestra que el conjunto de los procedimientos tan- terios técnicos y cientificos coherentes, es por eso que
to de extraccién de ADN, preparacion de la muestra y el Ecuador debe establecer un marco regulatorio claro
corrida, y analisis de los resultados obtenidos presen- para el manejo de organismos genéticamente modifica-
tara informacion precisa, confiable, reproducible y ver- dos. En este contexto, y considerando las regulaciones
az. Las caracteristicas de un protocolo para ser validadovigentes en el pais, este marco debe contar con los pro-
deben representar excelente precision, eficiencia, exac-cedimientos adecuados e internacionalmente validados
titud, reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. Un para detectar, identificar y cuantificar organismos genéti-
nuevo método para ser validado debe ser ensayado ercamente modificados en cultivos y alimentos.

En el presente estudio, una vez estandarizado el proto-
colo, se comprobé que la tecnologia basada en SYBR
Green permite la deteccién y cuantificacion de las mues-
tras positivas. Siew-Ping, Yoke-Kqueen y Son [17] re-

alizaron una evaluacion de soya genéticamente modifi-
cada en 122 muestras de alimentos y concluyeron que

En la Figura 4 se presentan las curvas de amplificacién
del terminador NOS junto a |dSt correspondientes de
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