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Abstract

There is significant scant reliable information on mass consumption food
products that contain transgenic components and on the number of copies of
transgenic DNA present in each one; Therefore, the objective of the research
was to detect and quantify the sequence of the 35S Promoter and demonstrate
the efficiency and practicality of the Real-Time Polymerase Chain Reaction
method (Real-Time PCR), in corn food products that are marketed in the
city of Lima. Fifty samples of mass-consumption corn food products were
molecularly analyzed in 2019. The DNeasy mericon Food kit was used for
DNA extraction, the Real-Time PCR method using the mericon Screen 35S
kit for P35S detection, and the mericon Screen 35S kit for P35S detection.
quantification of copies using the mericon QUANT MON 810 kit. It was
found that 62% of the samples analyzed contain copies of the P35S sequence,
32.26% correspond to products made abroad; the sample with the highest
concentration of copies is that of corn flakes with 4.12E+4 copies/g of sample
and those with the lowest are those of corn flour and pop corn with 5.0E+2
copies/g. It is concluded: in Lima - Peru the commercialization and intake of
corn food products is high and that Real-Time PCR is an efficient and practical
method to detect and quantify the 35S Promoter sequence in corn food products.

Keywords: Corn food, transgenic food, real-time PCR, P35S, commercialization.
Resumen

Es significativa la escasa informacion confiable sobre los productos alimenticios
de consumo masivo que contienen componentes transgénicos y sobre la
cantidad de copias de ADN transgénico presente en cada uno; por lo que el
objetivo de la investigacion fue detectar y cuantificar la secuencia del Promotor
35S y demostrar la eficiencia y practicidad del método Reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real (Real-Time PCR), en productos alimenticios de
maiz que se comercializan en la ciudad de Lima. Se analizaron molecularmente
50 muestras de productos alimenticios de maiz de consumo masivo en el
2019. Para la extraccion del ADN se utiliz6 el kit DNeasy mericon Food, para
la deteccion del P35S el método Real-Time PCR empleando el kit mericon
Screen 35S y para la cuantificacion de copias el kit mericon QUANT MON
810. Se encontré que el 62% de las muestras analizadas contienen copias de
la secuencia del P35S, el 32,26% corresponde a productos elaborados en el
extranjero; la muestra con mayor concentracion de copias es la de hojuelas
de maiz con 4,12E+4 copias/g de muestra y las que tienen menor, son las de
harina de maiz y maiz pop corn con 5,0E+2 copias/g. Se concluye: en Lima
- Peru es elevada la comercializacion e ingesta de productos alimenticios de
maiz y que la Real-Time PCR es un método eficiente y practico para detectar
y cuantificar la secuencia del Promotor 35S en productos alimenticios de maiz.

Palabras Clave: Alimentos de maiz, alimentos transgénicos, real-time PCR,
P35S, comercializacion.
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Introduccion

Desde la introduccion de los alimentos
transgénicos en el mercado mundial en 1996, existe una
preocupacion creciente por los cultivos de organismos
genéticamente modificados (OGM) debido a los
riesgos y beneficios que pueden ocasionar, surgiendo
asi la necesidad de investigarlos; por ello, Zhang et al.
(2016) y Kumar et al. (2020) recomiendan tomar en
consideracion 6 problemas principales: crecimiento de
la poblacion mundial, necesidad de alimentos, costo,
disminucién de la tierra cultivable, limitaciones del
cultivo convencional y cambio climatico.

Esta situacion ha motivado la necesidad
de que, en el mundo académico y comercial, la
produccion e ingesta de alimentos transgénicos haya
desencadenado un intenso debate en las dultimas
décadas, tanto a nivel internacional como al interior
de muchos paises, generando dos posiciones opuestas
(Arcieri, 2016; Coelho-Costa, 2021; Krimsky, 2019,
Moreira y Rampazzo, 2021; Uslu, 2021; Zhang et al.,
2016). Los que consideran que son beneficiosos porque
proveen mayor cantidad de alimentos y mejora su
calidad nutritiva favoreciendo la salud fisica y mental,
aumenta la productividad de los cultivos, favorece al
medio ambiente y mejora la economia de los paises
(Leguizamoén et al., 2018; Potrykus, 2017); y los que
consideran que son perjudiciales, por ser de elevado
riesgo para la salud humana (Ibrahim y Okasha, 2016;
Shen et al., 2022), la sostenibilidad del medio ambiente
y la economia de las poblaciones.

Respecto a los efectos perjudiciales de la
produccion e ingesta de alimentos transgénicos se
presentan los tres casos. En el primero, debido a que
pueden ocasionar alergias, cancer, disminucion de la
capacidad de aprendizaje y anomalias en diferentes
organos; ademas, resistencia a los antibidticos y
alteraciones en los niveles de nutrientes del producto
alimenticio (Acosta, 2016; Aris y Leblanc, 2011;
Cleveland et al., 2005; Ewen y Pusztai, 1999; Ibrahim
y Okasha, 2016; Seralini et al., 2014; Shen et al,,
2022; Traversa, 2021; Vasquez-Padron et al., 2000).
Debido a que los estudios al respecto se han realizado
principalmente en animales y no son lo suficientemente
convincentes, y a que los realizados en humanos no
son concluyentes; se requiere de mas ensayos clinicos
y estudios de cohortes a mediano y largo plazo en
poblaciones humanas. En el segundo, la aparicion o
aumento de plantas invasoras y malezas, resistencia de
plagas de insectos, produccion de sustancias toxicas
(Andow, 2001; Baumgarte y Tebbe, 2005; Heap, 2018;
Mota-Sanchez, 2013), y contaminacion genética de
plantas nativas; en este ltimo caso debido a que una
vez que los cultivos transgénicos son liberados en un
territorio en donde existen especies parientes silvestres

y variedades criollas, la contaminacion genética de sus
semillas es practicamente inevitable e irreversible,
puesto que los genes modificados se pueden incorporar
al genoma de las variedades no transgénicas, alterando
irreparablemente la reserva tradicional de semillas
que tienen los pueblos y las comunidades nativas y
campesinas (Ellstrand, 2003; Intriago y Bravo, 2015;
Pusztai, 2006; Trejo-Pastor et al., 2021). En el tercero,
debido a que puede afectar la economia, en especial
de los paises en vias de desarrollo, siendo necesario
agregar el peligro social que entrafa el oligopolio sobre
las semillas transgénicas e insecticidas, ejercido por
megaempresas transnacionales (Acosta y Guerrero,
2007; Ardisana et al., 2019; Gouttefanjat, 2021).

La deteccion de alimentos que contienen OGM
se puede lograr mediante métodos especificos como la
deteccion de moléculas de ADN y con menor frecuencia
de moléculas de ARN, utilizando las técnicas de:
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (Real-Time PCR),
reaccion en cadena de la polimerasa digital (dPCR),
PCR multiplex, amplificacion isotérmica mediada por
bucle (LAMP), microarreglos, secuenciacion de nueva
generacion (NGS), multiplex fluorescent (Ertugrul
et al.,, 2008; Leguizamoén et al.,, 2018; Park et al.,
2020); y mediante la deteccion de proteinas utilizando
las pruebas de Western blot, inmunoelectroforesis,
espectrofotometria, inmunoabsorcion ligada a enzimas
(ELISA), inmunotincién e inmunoprecipitacion (Bektas,
2018; Daniel y Alcochete, 2011; Erkan y Dastan, 2017).
Para seleccionar una técnica es necesario considerar su
especificidad, sensibilidad, exactitud, reproducibilidad,
practicidad, rapidez y costo. Algunos especialistas
consideran que la técnica Real-Time PCR es la mas
conveniente para detectar organismos genéticamente
modificados y cuantificar la concentracion de copias de
ADN transgénico, por su aplicabilidad, especificidad
y sensibilidad (Branquinho et al., 2012; Leguizamé6n
et al., 2018); inclusive ha permitido detectar trazas de
alimentos transgénicos (Leao-Buchir, 2018; Santa-
Maria et al., 2014).

La deteccion del promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) mediante la técnica
Real-Time PCR ha demostrado ser util en la deteccion
de componentes derivados de plantas transgénicas que se
encuentran en productos alimenticios industrializados;
también se utiliza con frecuencia en la deteccion de
secuencias de ADN transgénico en la mayoria de los
cultivos (Chibuzor et al., 2018; Louanchi et al., 2017);
inclusive Wu et al. (2014) desarrollaron un método
general para detectar y cuantificar especificamente
el Promotor 35S, tomando como base los métodos
existentes.

El maiz (Zea mays L.) es una planta graminea
originaria de Pertl, aunque también se asigna su origen
a México (Grobman et al., 2012), que se extendid por
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todo el mundo debido a su produccion anual y a su
capacidad de desarrollar en diversos climas; es el cereal
con mayor volumen de producciéon a nivel mundial,
superando al trigo y al arroz. Es un alimento que tiene
granos ricos en nutrientes; actualmente el maiz se
siembra principalmente con semillas hibridas y semillas
genéticamente mejoradas; su genoma tiene de 50,000 a
60,000 genes. Mediante técnicas de ingenieria genética,
el maiz natural o convencional ha sido modificado
genéticamente, se le ha adicionado tres caracteristicas
principales, tolerancia a los herbicidas, resistencia a los
insectos y tolerancia a la sequia; las cuales han permitido
elevar notablemente su productividad. Tiene 218 eventos
genéticamente modificados aprobados y disponibles a
nivel comercial para cultivos biotecnologicos, que son
utilizados directamente o procesados como alimento o
forraje en numerosos paises (International Service for
the Acquisition of Agri-biotech Applications - ISAAA,
2016).

Se estima que la produccion mundial de
maiz amarillo duro para el periodo 2021-2022 seria
de 1,189,854 millones de Toneladas, de acuerdo con
el Departamento de Agricultura de Estados Unidos de
América (USDA, 2021).

El Perti no se autoabastece de maiz; en 2021
import6 3,650,194,020 K de maiz amarillo duro por un
valor de 1,072,053,296 dolares (CIF US), principalmente
de Argentina y Estados Unidos de América, dos de los
principales paises productores de maiz transgénico en el
mundo (AGRODATA Peru, 2022).

Estudios realizados en Angola, Uruguay,
Turquia, Iran, Portugal y Corea del Sur demostraron
la presencia de secuencias transgénicas en muestras
de productos alimenticios industrializados que tienen
como componente principal al maiz (Baran y Ozcelik,
2018; Daniel y Alcochete, 2011; Fernandes et al., 2014;
Fernandez et al., 2012; Kim et al., 2014; Ozgen et al.,
2013; Rabiei et al., 2013).

La cuantificacion de copias de ADN extrafio
en productos alimenticios industrializados aumento su
importancia desde que la Comision Europea, en base al
principio de precaucion, considerd que la insercion de
numerosas copias podria estar relacionada con riesgo
para la salud humana (World Travel Organization -
WTO, 2004). Por ello, se hacen necesarios los analisis
cuantitativos que indican la proporcion de OGM en la
muestra, ademas de los cualitativos que solo indican la
presencia o ausencia de OGM. La aplicacion de Real-
Time PCR cuantitativa permite determinar si la muestra
esta dentro del umbral de OGM establecido por la norma
de cada pais; que puede ser mas o menos flexible y que
varia usualmente entre 0,1% a 0,9% (Agro-Bio, 2021).

El objetivo del presente estudio fue detectar
y cuantificar la secuencia génica del Promotor 35S
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en productos alimenticios procesados de maiz que se
comercializan e ingieren masivamente en la ciudad de
Lima, y demostrar la eficiencia y practicidad del método
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(Real-Time PCR) para ello.

Materiales y métodos

Para el estudio se procedi6 a adquirir productos
alimenticios de maiz herméticamente envasados y de
marcas conocidas, en diferentes locales de expendio de
la Ciudad de Lima Metropolitana; en cada muestra se
realizo la extraccion del ADN utilizando el Kit DNeasy
mericon Food. Para la deteccion y cuantificacion del
Promotor 35S se empled el método Reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (Real-Time PCR).
Finalmente, se efectué el control y analisis de datos
aplicando la optimizacion de la ganancia y las pruebas
de repetibilidad.

Recoleccion de Muestras

En mercados y supermercados de distintos
sectores de la ciudad de Lima Metropolitana se
recolectaron muestras de 50 (tres de cada uno) productos
alimenticios industrializados elaborados con maiz, de
consumo masivo, de diferentes marcas. 36 elaborados
en el Pert, cinco en Chile, tres en Estados Unidos de
América (EUA), dos en México, uno en Bolivia, uno en
Colombia, uno en Italia y uno en Suiza. 35 fueron de
maiz extruido, 6 de harinas y sémolas de maiz y 9 de
granos enteros de maiz.

Procedimientos
Extraccion de ADN

Previo a la extraccion se lavo el material a
usar en la molienda con el detergente dextran, luego
se le esterilizd y se le tratd con solucién de Rnasa
Away para eliminar interferencias. En cada mortero de
pulverizacion se colocod 10 gramos de la muestra y se le
agregd nitrégeno liquido para enfriarla. Esta actividad
se realizo en una cabina de flujo laminar, garantizando
la desinfeccion del area en la molienda de cada muestra
y utilizando contenedores individuales para evitar la
contaminacion.

La extraccion del ADN se realizé de acuerdo
con lo establecido en el Kit DNeasy mericon Food
Codigo 69514 (Qiagen, 2014). Se verificd que todos los
reactivos del DNeasy mericon Food estén debidamente
preparados. Se coloco en un tubo de microcentrifuga de
2 mL, 200 mg de la muestra del alimento pulverizado y
homogeneizado, se adicion6 1 mL del tampon de lisis
(Food Lysis Buffer) y 2.5 pL de la solucion proteinasa K,
la mezcla se homogeneizo6 en un vortex para asegurar la
disrupcion completa y el humedecido total del material.



Se incubd por 30 min en un termomezclador a
60 °C en agitacion constante (1000 rpm). Para facilitar
la precipitacion de inhibidores, se enfri6 la muestra a
temperatura ambiente (15°C — 25°C) o con hielo, y se
centrifugd por 5 min a 2500 gravedades. Se transfirio
700 pL del sobrenadante a un tubo de microcentrifuga
de 2 mL que contenia 500 pL de cloroformo, se combind
cuidadosamente pipeteando hacia arriba y hacia abajo
para lograr una soluciéon homogénea. Se agité en el
vortex por 15 segundos y se centrifugd por 15 min a
14000 gravedades.

Luego se transfirié 350 pL del sobrenadante a
un tubo nuevo de microcentrifuga de 2 mL que contenia
350 uL del tampon BF y se mezclo por agitacion en
el vortex. Se pasé 600 pL de la mezcla a través de la
columna de centrifugacion QIAquick spin colocada en
un tubo de recoleccion de 2 mL, se centrifugd por 1 min
a 17900 g y se descart6 el liquido. Se repitio el paso,
reusando el tubo de recoleccion hasta centrifugar toda la
mezcla, se afiadio 500 pL del tampoén AW?2 a la columna
de centrifugacion QIAquick spin, y se centrifugéd por 1
min a 17900 g, se elimind el liquido, y se repitio el paso
anterior para secar la membrana.

Luego se coloco la columna de centrifugacion
en un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se adicion6 100
pL de tampon EB sobre la membrana QIAquick spin, se
incubd por 1 min a temperatura ambiente (15°C— 25°C)
y finalmente se centrifugé por 1 min a 17900 g para la
elusion.

La extraccion se realizdé por duplicado para
mejorar la calidad de los resultados; se trabajo con 50
ng de ADN de cada muestra. Se midio la calidad de la
extraccion de acidos nucleicos con el kit de deteccion
(mericon Screen 35S), que permite la extraccion de
acidos nucleicos de alta calidad de una variedad de
alimentos crudos y procesados, mediante primers y
sondas para la amplificacion de un control interno, que
permite detectar de manera directa la contaminacion
o inhibicion de la PCR. Adicionalmente, se siguieron
los protocolos estandares para la cuantificacion de
ADN; para ello, se procedié a realizar la corrida de
electroforesis con cada una de las muestras frente a un
marcador de peso del fago A (10ng, 30 ng, 50 ng, 70
ng), la que nos permitié verificar la concentracion del
material inicial previo a la amplificacion por la PCR.

Deteccion de la secuencia transgénica P35S (Analisis
Cualitativo)

Se aplico la metodologia de Real-Time PCR
utilizando el Rotor Gene Q, segun el kit mericon Screen
35S Catéalogo N° 291013 de QIAGEN (2011).

Para detectar la region promotora 35S,
previamente se realizé la preparacion del master mix
+ mericon Assay con las concentraciones adecuadas

de Taq ADN polimerasa, dNTPs, primers, MgCI2 y
sondas; para ello se adiciond 130 pL del Master Mix
PCR Multiplex que contiene hotStarTaq Plus ADN
Polymerasa, buffer o tampén especifico para PCR
multiplex en tiempo real y una mezcla de dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) al frasco de mericon Assay que
contiene sondas y cebadores especificos para la fraccion
transgénica 35S, asi como el control interno (IC); que
fue homogenizado por agitacion en vortex.

Para la preparacion de la muestra se siguid
el siguiente protocolo: 10 pL de mezcla: Mericon
Master Mix + Mericon Assays y 10 pL de la muestra
de DNA. Asimismo, se prepar6 un control positivo que
fue previamente hidratado con 200 pL de Tampon de
Dilucion de ADN Quantitec, homogenizado por pipeteo
5 veces y centrifugado (10 pL mezcla: Master Mix +
Mericon Assay y 10 pL control positivo) y un control
negativo (10 uL mezcla: Master Mix + Mericon Assay
y 10 pL de agua libre de ARNasas NTC) mediante
agitacion en vortex. El volumen total fue de 20 pL en
todos los casos.

Después de cerrar los tubos o strips, se les
colocd en la camara del termociclador Rotor Gene
y se les aseguro; luego, se aplico el protocolo de
programacion de ciclos de temperatura del equipo, de
acuerdo con las instrucciones especificas del fabricante
Qiagen (Qiagen 2011). Para el paso de activacion
de la Taqg DNA Polimerasa: 95° C x 5 minutos y para
los 3 pasos de ciclos; denaturalizacion: 95° C x 15 s,
alineamiento: 60°C x 15 s y extension: 72° C x 10 s),
numero de ciclos: 45. El DNA objetivo se reportd en
FAM a 495/520 nm en el canal verde y el control interno
en MAX a 524/557 nm canal amarillo.

La prueba Real-Time PCR se realizd por
duplicado para cada muestra y como control negativo
ambiental en las corridas de amplificacion se utilizoé un
control interno que se agrego6 en cada muestra, asi como
un control positivo y otro negativo del kit, debido a que
si hubiese contaminacioén y/o inhibicion, afectaria a la
amplificacion del control interno.

Nimero de copias de la secuencia transgénica P35S
(Analisis Cuantitativo)

Para la cuantificacion se elabord una curva
de calibracion preparada con 3 valores de referencia
conocidos de copias de DNA: 2,000, 20,000 y 200,000
copias del gen, finalmente se evaluaron las muestras
positivas. Para la preparacion de la curva estandar
se empled un control positivo de cuantificacion del
kit mericon (mericon QUANT MON 810, Catalogo
N°291524) y como blanco de correccion de muestras
y estandares agua deionizada libre del analito y de
interferencias, luego se realizaron las diluciones
correspondientes. Posteriormente se procedié a agregar
la muestra de acuerdo a la Tabla 1.
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Tabla 1

Esquema de Preparacion de Reactivos - Analisis Cuantitativo

Componente Estandar de Control Muestra Control
cuantificacion Positive Negativo

Mezcla Master Mix + 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
mericon assay
Curva de calibracion™ 10 uL
ADN control Positive 10 pL - -
Muestra de ADN - 10 pL =
Agua libre de RNasas - - 10 uL
NTC
Volumen Total 20 uL 20 uL 20 pL

Nota. * = Correspondiente a cada dilucion de la curva estandar respectiva: cuatro viales.

Se cerraron los tubos de PCR o strips, se
colocaron en la camara del Termociclador Rotor Gene
y se les asegurd. Posteriormente se aplico el protocolo
de paso de activacion de la Taq ADN Polimerasa y los 3
pasos de ciclos (similar al analisis cualitativo).

Para calcular el nimero de copias de la secuencia del
P35S por gramo de muestra se procesaron los resultados
obtenidos como N° de copias, de acuerdo a la siguiente
formula:

Resultado = Resultado (N° copias) x Volumen de elucion (L)
(copias/g) Peso de la Muestra (g)
Datos: Volumen de elucion: 50 pL

Peso de la Muestra: 0,200 g

N° de copias:

Control y Analisis de datos

En todos los procesos se utilizaron controles
positivos y negativos; al proceso Real-Time PCR se le
aplico la optimizacion de la ganancia desde la primera
adquisicion.

Para evaluar la consistencia de los resultados
se realizaron pruebas de repetibilidad y se midié la
desviacion estandar relativa de la repetibilidad; y para
garantizar la exactitud se trabajé con el control positivo
que demostro estabilidad, homogeneidad y trazabilidad.
Se tomo en consideracion como criterio de la desviacion
estandar relativa el limite de 25%, de acuerdo con lo
referido por Kralik y Ricchi (2017) y Broeders et al.
(2014).

El Limite de Deteccion fue determinado por el
fabricante del kit y es de 10 copias /reaccion y el limite
de cuantificacion por definicion, es aquel intervalo en
el cual se determina la precision con cierto grado de
variabilidad aceptable (Broeders et al., 2014; European
Commission, 2015); que es la cantidad mas baja con
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El que sc indica

la que se obtiene resultados cuantitativos con una
exactitud aceptable; que se determin6 de acuerdo con
los resultados obtenidos.

Resultados

Deteccion de la secuencia transgénica P35S, en
productos alimenticios de maiz

El estudio demostro la presencia de la secuencia
transgénica P35S en el 62% (31) de 50 muestras
analizadas de productos alimenticios industrializados de
maiz, que se comercializan masivamente al detalle en
mercados y supermercados de la ciudad de Lima. Los
productos se expendian en bolsas especiales de plastico
y en cajas de carton que contenian entre 24 g y 1,000 g,
y entre 350 g y 500 g respectivamente.

Del total de muestras positivas, el mayor
porcentaje 67,74% (21) fue fabricado en el Perq, el
12,9% (4) en Chile, el 9,68% (3) en Estados Unidos
de América, el 6,45% (2) en México y el 3,23% (1) en
Colombia. Tabla 2.
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Tabla 2

Esquema de Preparacion de Reactivos - Analisis Cuantitativo

Codigo Producto Pais Presentacion
Col Cereal de maiz Colombia Cajade 500 g
co2 Hojuelas de maiz con azicar Meéxico Cajade350 g
Co03 Hojuelas de maiz Chile Caja de 400 g
Co4 Cereal integral a base de maiz Chile Cajade 480 g
Co6 Hojuelas azucaradas Chile Cajade 400 g
Co08 Cereal de maiz Chile Cajade 500 g
C12 Hojuelas de maiz azucarada Peri Bolsa de 200 g
C13 Hojuelas de maiz Meéxico Bolsa de 200 g
Cl4 Hojuelas de maiz Pemi Bolsa de 500 g
S01 Maiz gigante el cuzco frito Pemi Bolsa de 100 g
S02 Palomitas de maiz EUA Bolsa de 100 g
S05 Maiz chulpi Peri Bolsa de 200 g
S06 Maiz salado Pemi Bolsade 100 g
S07 Cancha chulpi Peri Bolsa de 180 g
S08 Tortilla de maiz Peru Bolsade 65 g
S09 Nachos de maiz morado Per Bolsade 90 g
S13 Palitos de maiz sab. queso Peris Bolsa de 43 g

mantequilla
S14 Palitos de maiz Peri Bolsade 20 g
S15 Palitos de maiz sab. queso Peris Bolsade 24 ¢
mantequilla
§20 Maiz gigante original Peri Bolsade 200 g
S22 Maiz expandido con miel Peri Bolsade 140 g
§23 Hojuelas de maiz con sal Peri Bolsa de 200 g
$24 Palomi_‘tas de maiz crocantes Perd: Bolsa de 70 g
dulcecitos

SE01 Sémola de maiz sin germen Pemi Bolsade 350 g
HO1 Harina de maiz precocido EUA Bolsade 1 kg
HO02 Harina de fécula de maiz Pemi Bolsa de 500 g
HO03 Harina de fécula de maiz Peru Bolsade 180 g
HO04 Harina de fécula de maiz Peri Bolsa de 180 g
MO1 Maiz pop comn Peri Bolsa de 350 g
MO4 Maiz cancha desgranado Peri Bolsade 425 g
Mog  alomitas demaiz para EUA etk 80

microondas

Nota. C, S = maiz extruido; SE = sémola de maiz; H = harina de maiz; M = maiz grano entero.

Cuantificacion de la secuencia transgénica P35S, en

productos alimenticios de maiz

Cuando se cuantifico el ADN transgénico
de cada muestra positiva, la evaluacion transversal
indicé que las copias de la secuencia transgénica P35S
correspondian a valores que oscilaban entre 5.00E+2
copias/g de muestra y 4,12E+4 copias/g de muestra.
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Los tres grupos de productos alimenticios
analizados presentaron muestras positivas, el 65,71%
(23) de maiz extruido, el 83,33% (5) de harinas y
sémolas de maiz y el 33,33% (3) de granos enteros de

maiz. Tabla 3.



Tabla 3

Cuantificacion de copias del P-35S en 3 productos alimenticios de maiz

. e G.iven Cale Cone . .
Nimero Codigo Ct Conc . % Var  P-35% Copias/g
(Copies) {Copies)

1. Co1 3021 11% 295E+H04
2 co2 30.14 25 6.23E+03
3. Co3 B2 163 4 12E+H04
4. Co4 3073 &4 2 10E+04
5 Coé 3082 T8 1 95E+04
6. Cos 3001 74 1.85E+04
L8 C12 41.13 32 8.00E+03
8. C13 39.67 13 3.73EH3
9. Cl4 3061 79 1 80E+04
10. 501 4024 27 6.73E+03
11. 502 3082 5 1.87E+H4
12. 305 41.18 3 1.73EHD3
13 306 4243 10 230EHI3
14. 3507 4251 9 2 25EH13
15. 508 42778 b 2.00EHD3
16. 509 4208 3 1 235E+03
17. 513 4276 g 2.00E+03
1. 514 4253 9 223EH3
19. 515 433 T 1.75E+H03
20. 520 4315 & 2.00E+HD3
21 5 4348 [ 1.50E+03
12, 523 43.84 3 1.25E+03
23 5 43.88 3 125E+H03
24 SENL 4434 [ 1.50E+03
25. HO1 4531 2 5 .00E+H02
26. H2 4333 7 1.75E+03
2 HO3 4382 3 1 25E+03
24. H4 4472 3 130E+02
29. MO0l 4511 2 5 00E+H02
30. M4 4503 7 1.75E+03
3l. Moa 4342 4 1.00E+03
gsl Standard 2834 200,000 185244 T4

gsl Standard 314 20,000 23313 16.60%

gs3 Standard 35135 2,000 1852 T4

Conirol  C. Positivo 38.62

177

NTC NIC

Nota. C, S = maiz extruido; SE = sémola de maiz; H = harina de maiz; M = maiz grano entero; C. = Control.

Demostracion de la eficiencia y practicidad del
método RT-PCR

Los resultados del estudio permitieron
comprobar la eficiencia y practicidad del método
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(Real-Time PCR) empleando el kit mericon Screen 35S
con rotor Q, para detectar y cuantificar el promotor 35S
en muestras de productos alimenticios industrializados
que contienen maiz.

Discusion

Deteccion de la secuencia transgénica P35S, en
productos alimenticios de maiz

El porcentaje de productos alimenticios de
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maiz de consumo masivo que contiene la secuencia
transgénica P35S es elevado (62%) en comparacion con
otros paises como: Angola 40% (Daniel y Alcochete,
2011), Turquia 32,6% (Ozgen et al., 2013), Iran 20%
(Rabiei et al., 2013), Argelia 24,17% (Louanchi et al.,
2017), Nigeria 26,70% (Chibuzor et al., 2018), ¢ inferior
a una minoria, como el obtenido por Carvajal et al.
(2017) en Costa Rica 86,10%. Estos reportes revelan el
diferente porcentaje de productos alimenticios de maiz
con componente transgénico que se comercializan en
paises de diferentes continentes. Estos datos demuestran
la presencia significativa de alimentos fabricados
con insumos transgénicos a nivel mundial, lo cual es
util para evaluar los riesgos potenciales para la salud.
También es interesante destacar que, de acuerdo con los
reportes encontrados, el mayor porcentaje de estudios
publicados al respecto se han reportado en paises en vias
de desarrollo de Africa, Asia y América Latina; lo cual



revela la preocupacion que existe sobre su consumo en
dichos paises.

Es de resaltar que la secuencia transgénica
mas frecuentemente detectada es la P35S, como lo
demostraron en Costa Rica Carvajal et al. (2017), quienes
al analizar 36 muestras de alimentos detectaron el P35S
en el 86.0% y el TNOS (terminador de la nopalina sintasa
de Agrobacterium tumefaciens) en el 72%, y en Turquia
Ozgen et al. (2013) quienes al analizar 43 muestras de
maiz detectaron el P35S en el 32,56% y el TNOS en
el 11,63%; afos después también en Turquia Erkan y
Dastan (2017) al analizar 472 muestras de productos
alimenticios diversos detectaron el P35S en el 10,17%,
el TNOS en el 8,26% y el PEMV (promotor 34S del virus
del mosaico de la higuera) en el 0,85%. Estos estudios
demuestran la mayor presencia del P35S sobre las otras
secuencias transgénicas usualmente utilizadas; por ello
consideramos de importancia la deteccion del P35S
para evidenciar componentes transgénicos y como un
tamiz eficiente para detectar y cuantificar la secuencia
transgénica especifica de interés.

En los alimentos elaborados en el Perf, la
presencia del P35S puede deberse a que: el maiz es de
origen foraneo, se esté cultivando maiz genéticamente
modificado ilegalmente, o exista contaminacion genética
accidental; debido a que, en el Pert por las moratorias del
2011 al2035 no se pueden cultivar ni importar organismos
vivos modificados genéticamente, pero si insumos de
origen transgénico para la alimentacion de acuerdo con
las Leyes N° 29811- 2011 y N° 31111- 2021. Tres de los
paises: Estados Unidos de América, Chile y Colombia,
de los cuales el Pert importa productos alimenticios de
maiz con componentes transgénicos, cuyas muestras
hemos analizado en el presente estudio, cultivan maiz
genéticamente modificado y México lo importa de
Estados Unidos de América. El 100% de los productos
importados de América del Norte (Estados Unidos de
América y México) contiene componente transgénico y
el 100% de los importados de Europa (Italia y Suiza)
no; en estos dos ultimos paises esta prohibido el cultivo
de vegetales transgénicos, y su consumo es restringido.
Aunque el nimero de muestras es poco significativo, el
dato es interesante. En los paises limitrofes Colombia,
Brasil, Bolivia y Chile se cultiva maiz transgénico
(Ardisana et al., 2019); lo cual hace posible la
contaminacién de cultivos nativos del Peru, debido a
que el maiz tiene como caracteristica significativa que se
poliniza facilmente y se ha demostrado que es posible la
dispersion de transgenes a cultivos nativos por multiples
mecanismos como lo reportaron Oviedo-Bolafios et
al. (2020) en Costa Rica, Trejo-Pastor et al. (2021) en
México, Mazo y Rodriguez (2021) en Colombia. Los
transgenes como los cultivos RR tolerantes al glifosato,
que es un herbicida de amplio espectro y los cultivos Bt
que producen la toxina Cry, que es un insecticida que
afecta principalmente a lepidopteros, podrian conservar
en forma indefinida su capacidad de desarrollo y de

expresion de proteinas recombinantes.

Es preocupante que se haya encontrado
secuencias transgénicas del P35S en tres productos
elaborados en el Pertl que se comercializan como snacks
o bocaditos, maiz gigante del Cuzco frito (S01), maiz
gigante original (S20) y nachos de maiz morado (S09),
las dos variedades de maiz son originarias del Peru, pais
en el cual esta prohibido el ingreso y el cultivo de plantas
transgénicas. La presencia del P35S posiblemente
se debe a la contaminacion durante el proceso de
extrusion, debido a que se elaboran industrialmente
con otros productos que pueden contener componentes
transgénicos, y dificilmente a la contaminacion
transgénica de los cultivos debido a las dificultades
biologicas y geograficas.

El hecho de que en las muestras de alimentos
industrializados de maiz se haya detectado la
secuencia transgénica del P35S, de que no contenian
otros componentes organicos susceptibles de tener
origen transgénico y de que se tomaron las medidas
pertinentes para evitar o descartar la contaminacion
adventicia durante el analisis, sugiere la presencia de
maiz transgénico; aunque es posible la contaminacion
accidental en pequeiias cantidades durante el proceso de
fabricacion. Las cuales fueron detectados por un método
sensible como la Real-Time PCR que se utilizo.

Cuantificacion de la secuencia transgénica P35S, en
productos alimenticios de maiz

Encuantoalacuantificacién delaconcentracion,
el limite que se obtuvo fue de 13 copias por reaccion,
valor muy cercano al limite de deteccion establecido por
el fabricante; lo que evidencia la precision del método
empleado. La muestra de menor numero de copias/g
corresponde a dos productos: maiz pop corn (MO1)
elaborado en el Pert y harina de maiz precocida (HO1)
elaborada en Estados Unidos de América, y la de mayor
numero de copias/g a hojuelas de maiz (C03) elaborada
en Chile (Tabla 2); en este tltimo caso diferente al mayor
valor obtenido por Baran y Ozcelik (2018) quienes
trabajando con muestras similares encontraron la mayor
cantidad de copias/g en harina de maiz; los datos de este
estudio y los nuestros confirman la diferente cantidad
de componente transgénico que se encuentra en cada
producto alimenticio industrializado que va a ser
ingerido por el consumidor.

La cuantificacion de copias de ADN transgénico
en productos alimenticios cobra especial importancia
si se toma en cuenta el criterio de bioseguridad por
riesgos para la salud humana de la Comision Europea,
que considera que la insercion de demasiadas copias de
ADN extrafio en una posicion no deseada, o de multiples
segmentos genéticos con reordenaciones, puede
potenciar o silenciar ciertos procesos de produccion de
proteinas y provocar cambios en su composicion, con
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la aparicion de compuestos potencialmente toxicos
en los alimentos que podrian poner en riesgo la salud
humana (The World Trade Organization - WTO,
2004). Por ello, aplicando el principio de precaucion
y tomando en consideracion la conveniencia de que el
publico consumidor esté informado, en paises como los
Australia, Ecuador, Bolivia y los de la Unién Europea es
obligatorio el etiquetado de los productos alimenticios
que tienen un umbral de presencia de ADN transgénico
de 0,1% a 0,9% (Agro-Bio, 2021).

Demostracion de la eficiencia y practicidad del método
Real-Time PCR

El estudio permitié6 comprobar la eficiencia y
practicidad del método empleado, lo que esta de acuerdo
con lo expuesto por Rizzi et al. (2004), Oliver (2014)
y Leguizamoén et al. (2018), quienes reportaron que
es un método conveniente para detectar y cuantificar
organismos transgénicos por su aplicabilidad, exactitud,
rapidez, costo, y elevada especificidad y sensibilidad.
Este método también se utilizo con éxito en numerosos
estudios relacionados con cultivos de plantas y
con alimentos transgénicos (Erkan y Dastan, 2017;
Fernandez et al., 2012; Leao-Buchir et al., 2018).

Asimismo, Carvajal et al. (2017) recomiendan
que las muestras de productos transgénicos sean
analizadas mediante Real-Time PCR para determinar
los porcentajes de OGM que contiene cada muestra,
también expresan que la técnica ha sido validada a nivel
internacional por el Centro Comun de Investigacion
de la Comision Europea (JRC- EC) para la deteccion
cualitativa y cuantitativa de OGM, debido a que posee
un grado de sensibilidad del 0,01% en la deteccion de
secuencias derivadas de OGM. Con esta técnica se
han logrado reducir los resultados falsos negativos en
alimentos procesados que poseen una baja proporcion
de material transgénico; en el Per Santa-Maria et al.
(2014) empleando dicha técnica detectaron la presencia
adventicia (cantidad minima) de eventos transgénicos
en una cadena de suministros de maiz convencional, y
en Brasil Leao-Buchir et al. (2018) detectaron trazas de
soya transgénica en lotes de soya no transgénica.

El promotor 35S, que es una secuencia de
ADN permitié detectar un porcentaje significativo de
productos alimenticios de maiz que tenian componente
transgénico. Debido a que es un promotor potente,
generalmente se le utiliza para asegurar la expresion
del transgene en la mayoria de las plantas cultivadas
genéticamente modificadas que se comercializan en el
mercado mundial. Segiin Rabiei et al. (2013) el P35S
esta presente en alrededor del 95% de las plantas
genéticamente modificadas que se comercializan.

Debido al déficit de alimentos a nivel mundial,
al impacto socioeconéomico y a los resultados de la
evaluacion riesgo/beneficio, lo mas probable es que en
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un futuro cercano la mayor produccion de alimentos
que provienen de plantas tenga su origen en cultivos
genéticamente modificados.

Como todavia existen dudas sobre el riesgo
para la salud de la ingesta de productos alimenticios que
contienen componentes transgénicos, se considero ético
e importante que el consumidor tenga conocimiento si un
producto los tiene o no y decida si lo consume o no. No
obstante, las empresas productoras y comercializadoras
de semillas y alimentos transgénicos se oponen a que
la informacion respectiva se incluya en el etiquetado,
o se publicite, debido a que consideran que el hacerlo
puede generar temor en los consumidores y disminuir
la demanda, lo cual afectaria sus intereses econémicos;
argumentan que hasta la fecha no hay estudios cientificos
que demuestren fehacientemente que causen dafio a los
humanos, lo que por ahora es cierto (Ladics, 2019; Shen
etal., 2022).

Conclusiones

Se demostrd, que un elevado porcentaje
de productos alimenticios elaborados con maiz y
comercializados en Lima contienen la secuencia
transgénica del Promotor 35S, lo cual sugiere la
presencia de maiz transgénico; qué los diversos
productos analizados molecularmente tienen diferente
concentracion de dicha secuencia; y qué el método de
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(Real-Time PCR) es eficiente y practico para detectar y
cuantificar el P35S en productos alimenticios.

El procedimiento empleado puede ser utilizado
para detectar productos alimenticios industrializados
que contienen componentes transgénicos y como tamiz
para detectar y cuantificar la presencia de secuencias
transgénicas especificas, lo cual podria ser 1til para
evaluar su potencialidad de poner en riesgo la salud
humana.

Recomendaciones

Las autoridades de Salud como Servicio
Nacional de Sanidad Agraria del Perd [SENASA] y
Direccion General de Salud Ambiental [DIGESA]
deben utilizar el procedimiento empleado o estandarizar
uno similar, como tamiz para detectar y cuantificar en
forma rutinaria la presencia de secuencias transgénicas
en productos alimenticios comercializados.

Es conveniente que los investigadores realicen
estudios clinicos relacionando alimentos transgénicos
con posibles riesgos para la salud de la poblacion.

Es conveniente difundir los resultados de la
presente investigacion con la finalidad de contribuir a
sensibilizar y concientizar a gobernantes, autoridades de



Salud y publico en general, sobre la necesidad de evaluar
el riesgo/beneficio de la produccion, comercializacion y
consumo de alimentos transgénicos.
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