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RESUMEN

Introducccion: En la Union Europea cualquier alimento transgénico, entendiendo por tal aquel que contenga o consista en organismos modi-
ficados genéticamente, destinado a la alimentacién humana o animal, estd regulado por el Reglamento (CE) n.” 1829/2003 que establece un
umbral del 0.9% como limite superior aceptable en el caso de una contaminacion accidental. Cualquier alimento que sobrepase este limite de-
berd ser etiquetado como «genéticamente modificadoy. Utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, se ha re-
alizado un estudio prospectivo cualitativo y cuantitativo respecto a la presencia de ingredientes genéticamente modificados en alimentos de
consumo habitual. Material y método: Se utilizo un equipo ABI Prism 7000 de la marca Applied Biosystems. La extraccion del ADN se re-
alizd con PrepMan™ Ultra. La amplificacidn de las secuencias génicas se hizo con los Kits TagMan®™ GMO Soja 35S y TagMan® GMO Maiz
358. Se procesaron 100 muestras adquiridas en establecimientos de diferentes ciudades espanolas. Resultados: EI1 98% de las muestras resul-
taron libres de organismos transgénicos. El 4% presentaron cantidades de soja transgénica entre ¢l 0.3 y 0,6%. E1 2% fueron positivos a otros
transgénicos distintos de la soja o el maiz. Conclusiones: La técnica utilizada resulta adecuada a los fines perseguidos. La cantidad de orga-
nismos transgénicos, en los alimentos positivos cuantificados, fue inferior al limite de 0,9% establecido como limite maximo. El porcentaje re-

lativamente bajo de alimentos positivos indica que el uso de los mismos en la industria alimentaria espafiola no estd muy extendido.

PALABRAS CLAVE: Alimento transgénico, PCR, OMG, GMO.

INTRODUCCION

El creciente interés que suscita en los consumidores la presen-
cia de organismos transgénicos en productos alimenticios. ha lleva-
do al Ministerio de Defensa, siguiendo las recomendaciones de la
Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria, a realizar controles en
este sentido dentro de su ambito de actuacion.

Con tal motivo, el Servicio de Bromatologia e Higiene de los
Alimentos del Centro Militar de Veterinaria de la Defensa, implan-
16 la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real y comenzo con di-
chos controles llevando a cabo entre julio y octubre de 2003 una
campafia de andlisis de este tipo de alimentos entre los potencial-
mente adquiribles por las Fuerzas Armadas.

Los OMGs u organismos transgénicos, son aquellos en cuyo ge-
noma se ha incorporado de forma estable un segmento de acido des-
oxirribonucleico (ADN) exogeno, mediante la utilizacion de técni-
cas de ingenieria genética. Segin la Directiva 2001/18/CE' se con-
sideran OMGs aquellos organismos cuyo material genético ha sido
modificado de una manera que no se produce de forma natural du-
rante el apareamiento y recombinacion de los cromosomas. Esta
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Norma ha sido traspuesta al Derecho Espafiol a través del Real De-
creto 178/20042 en el que se establece el régimen juridico de la uti-
lizacion confinada, liberacién voluntaria y comercializacion de or-
ganismos modificados genéticamente.

Los cultivos transgénicos utilizan plantas modificadas genética-
mente que poseen nuevas propiedades. Asi, se consiguen plantas re-
sistentes a determinadas plagas de insectos, a microorganismos fi-
topatogenos, se aumenta la tolerancia a herbicidas o se mejoran las
caracteristicas nutricionales del alimento.

Se entiende por alimento transgénico, aquel que contiene uno o
mas ingredientes derivados de OMGs. En la Union Europea (UE) ac-
tualmente, se encuentran autorizadas diversas variedades de soja y
maiz modificadas genéticamente (MG) entre las que cabe citar la
linea de soja GTS-40-3-2 comercializada como Roundup Ready (de
la empresa Monsanto) resistente al herbicida glifosato de amonio
(Roundup®), o las variedades de maiz Bt-176 y Bt-11 (de la empre-
sa Novartis). o la Mon-810 (Monsanto) resistentes a la plaga del ta-
ladro y la T-25 (Aventis CropScience), resistente al insecticida glu-
fosinato de amonio (Liberty™). Ademas de las citadas anteriormen-
te, fuera de la UE, existen diversas variedades de trigo, arroz, tomate,
colza y otros productos aprobados o pendientes de aprobacion.

En los Estados Unidos, la Food and Drug Administration
(FDA), no tiene una norma especifica para el etiquetado de los ali-
mentos transgénicos, de tal forma que el maiz y la soja habitual-
mente llegan a Europa sin ningtn distintivo. Sin embargo, en la UE,
se encuentra regulado el etiquetado de estos productos desde 1997.
La normativa actualmente en vigor® estipula que todos los produc-
tos que contengan algin ingrediente con un porcentaje igual o su-
perior a 0,9% de OMGs debe ser etiquetado como «genéticamente
modificado». Este porcentaje se reduce hasta el 0,5%, en los casos
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en que se trate de OMGs que han recibido el visto bueno de los co-
mités cientificos, pero que todavia no han sido aprobadas por la UE.
Algunos autores discuten sobre la interpretacion y la posibilidad de
aplicacion real de dicho reglamento®.

La introduccion de OMGs en el sistema actual de produccion ha
generado una serie de interrogantes acerca de las posibles conse-
cuencias negativas. Las objeciones e inquietudes respecto a los cul-
tivos transgénicos se pueden dividir en los siguientes grupos:

— Dafio a la salud humana:

= Posible aparicion de reacciones alérgicas.

« Transferencia horizontal de genes y resistencia a antibidticos.

* Ingestion de ADN extrao.

* Posibles efectos dafiinos del gen 35S del virus del mosaico de
la coliflor utilizado como promotor en la mayor parte de las varie-
dades transgénicas,

* Variaciones en las cantidades de nutrientes respecto a varie-
dades no modificadas genéticamente.

— Dano al medio ambiente:

+ Flujo de genes desde los cultivos a la maleza.

« Transmision de resistencia a los antibioticos a microorganis-
mos del suelo.

= Filtracion de proteinas transgénicas en el suelo.

* Muerte de las larvas de la mariposa Monarca (Danaus plexip-
pus) por efecto del polen del maiz Bt (toxina del Bacillus turingiensis).

» Posibles efectos a largo plazo del empleo masivo del herbici-
da Roundup®.

— Influencia sobre las practicas actuales de cultivo:

= Posibilidad de flujo de genes de un cultivo a otro.

« Posible desarrollo de resistencias a los herbicidas y a la toxi-
na Bt.

« Influencia sobre los paises menos desarrollados.

Aunque grandes poblaciones, (300 millones de personas en
América v 1.000 millones en China) expuestas durante largos pe-
riodos a dietas que contienen OMGs aprobados. no presentan nin-
giin signo clinico resefiable, y muchas de las objeciones al uso y
consumo de OMGs carecen de fundamento cientifico, no cabe duda
de que algunos aspectos requieren estudios mas exhaustivos®.

Por otra parte, la existencia de determinados grupos de presion,
la posible alarma social y la creciente opinion publica contraria al
uso de estos productos, hace recomendable la implantacion de es-
trictos programas de vigilancia®.

La técnica de la PCR cuantitativa en tiempo real, especialmen-
te la basada en sondas TagMan, es considerada por algunos autores
como la mas potente para la cuantificacion de secuencias especifi-
cas de dcidos nucleicos®. Asi mismo. la Recomendacion de la Co-
mision 2002/66/CE7 la recoge como uno de los métodos analiticos
mas sensibles v especificos para verificar la fiabilidad del etique-
tado. En general se trata de amplificar secuencias que se encuen-
tran en la mayoria de los OMGs, como algunos promotores (pro-
motor P-358 del virus del mosaico de la coliflor) y terminadores
(terminador nos3” del gen nopalina sintasa de Agrobacterium tu-
mefaciens)®. Las reacciones de PCR en tiempo real utilizan sondas
o cebadores marcados con fluoréforos, de manera que se produce
un aumento en el rendimiento cuantico como consecuencia de la
interaccion de la sonda con el ADN en algtin momento del ciclo de
PCR’. Como control de referencia se emplea una secuencia espe-
cifica de la especie vegetal'?, obteniendo asi la concentracion de
OMGs normalizada en funcién de la concentracion de ADN de la

especie vegetal en la muestra'!, que suele expresarse como por-
centaje de OMGs en peso'=.

Los objetivos del presente trabajo fueron dos, por una parte,
comprobar la eficacia de la técnica de PCR implantada, y por otra,
realizar un estudio prospectivo cualitativo y cuantitativo respecto a
la presencia de ingredientes genéticamente modificados en alimen-
tos de consumo habitual.

MATERIAL Y METODO

Se utilizo un sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7000
de la marca Applied Biosystems (AB) que actia de forma simultd-
nea como termociclador v como espectrofotometro. La extraccion
del ADN se realizo con el Reactivo de Preparacion PrepMan™ Ultra
(AB p/n 4318925) segiin protocolo de empleo'?, conservandose pos-
teriormente a temperatura de —20 °C en tubos Eppendorf®.

Para la amplificacion de las secuencias génicas se emplearon los
Kits de deteccion TagMan®™ GMO Soja 35S (AB p/n 4327691) y Tag-
Man® GMO Maiz 358 (AB p/n 4327690) de acuerdo a las especifica-
ciones de uso del fabricante'®. Las condiciones de trabajo del termo-
ciclador fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial y activacion de
la ADN polimerasa (94 °C, 9 minutos), seguida de 40 ciclos de los tres
pasos siguientes, desnaturalizacion (95 °C, 20 segundos), union de los
cebadores (60 °C, 1 minuto) y extension (72 °C, 30 segundos).

En una primera etapa se realizo un analisis cualitativo de todas las
muestras motivo de estudio. Posteriormente aquellas que resultaron
positivas, se cuantificaron por triplicado, de tal forma que se pudiera
obtener un resultado medio mas representativo, o en su caso eliminar
alguna de las determinaciones en las que no se hubiera desarrollado
la reaccion de PCR de forma adecuada. Las rectas de calibracion se
elaboraron a partir de los valores obtenidos tras procesar por triplica-
do y simultineamente con las muestras, dos conjuntos de patrones
certificados de maiz y de soja de la marca Fluka Biochemika con por-
centajes conocidos de material transgénico (0,1%, 0,5%. 1%, 2% y
5%) utilizando las funciones del programa EXCEL de Microsoft®.

En caso de detectar la presencia del gen 35S y resultar negativa
la del gen de soja o maiz, el método permite estimar de forma cua-
litativa la presencia de un OMG de una especie distinta a la soja o
el maiz. Por defecto cuando se produce la circunstancia anterior
consideramos que la muestra presenta en su composicion un ingre-
diente transgénico, aunque también podria indicar una contamina-
cion por virus del mosaico de la coliflor, circunstancia muy poco
probable pero no descartable de forma absoluta.

Se analizaron un total de 100 muestras adquiridas en estableci-
mientos mayoristas y minoristas de diferentes ciudades espafiolas.
Se seleccionaron preferentemente aquellas que contuvieran en su
composicion maiz, soja o derivados, tales como: caldos, sopas y
cremas deshidratados, galletas y otros productos de reposteria, ali-
mentos energéticos, concentrados proteicos, etc.

RESULTADOS
Analisis cualitativo

El 94% de las muestras resultaron estar libres de OMGs. Un 4%
contenian en su composicion soja MG y ninguna contenia maiz
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Tabla I: Resultados cualitativos y cuantitativos de OMGs en las muestras analizadas.

2

ra

Complementos energéticos

PRODUCTO N." BE MUESTRAS N DE MUESTRAS CANTIDAD DE MUESTRAS POSITIVAS MUESTRAS POSITIVAS
ANALIZADAS POSITIVAS A SOJA GM SOJA GM A MAiZ GM A OTROS OMGS
Harina de maiz 3 0 - 0 0
Pastas alimenticias 8 0 — 0 0
Productos de pasteleria S 0 — 0 0
Conservas 7 0 — 0 0
Preparados para caldos 19 0 — 0 1
Preparados para sopas 7 0 0 1
Preparados para flanes 8 0 — 0 0
Concentrados carnicos deshidratados 2 2 0.6% + 0,2% 0 0

0.5% + 0,4%
0.5% £ 0,1% 0 0
0,3% + 0,1%

OMUESTRAS LIBRES DE OMGs

mMUESTRAS CON SOJA
TRANSGENICA

B MUESTRAS CON OTROS
PRESUNTOS OMGs DISTINTOS
AL MAIZ O LA SOJA

Figura 1: Distribucion porcentual de OMGs en las muestras ana-
lizadas.

MG. Por otra parte, en un 2% de las muestras, se amplifico la se-
cuencia del promotor P-35S, que indica la presencia de un ingre-
diente transgénico que no se corresponde con la soja ni con el maiz
(Fig. 1).

Analisis cuantitativo

La cuantificacion de las muestras que contenian soja transgéni-
ca rindid en todos los casos porcentajes inferiores al 0,9% con des-
viaciones tipicas comprendidas entre 0.1 y 0.4 (Tabla I). Las carac-
teristicas del método no permiticron cuantificar los ingredientes
transgénicos hallados en unos de los preparados del caldo y de sopa
al tratarse de ingredientes distintos del maiz y la soja.

DISCUSION

La técnica implantada de PCR cuantitativa en tiempo real, re-
sulta adecuada para la mayor parte de los alimentos ya que es muy
sensible y permite la deteccion y cuantificacion de OMGs de sojay
maiz en los porcentajes exigidos por la normativa vigente. Unica-
mente aquellas matrices muy ricas en grasa, dan lugar extracciones
de ADN mads pobres cuestion a tener en cuenta cuando el ingre-
diente problema es minoritario dentro del alimento.

La mayor parte de las muestras analizadas (94%), se encuentran
libres de OMGs y solo un porcentaje relativamente bajo del 6% pre-
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senta en su composicion algin ingrediente transgénico lo que indi-
ca que el uso de estos productos en la industria alimentaria espafio-
la no esta muy extendido. La cantidad de soja MG en los alimentos
positivos cuantificados, fueron en todos los casos, inferiores al li-
mite de 0,9% establecido como maximo por la legislacion. Aunque,
si tenemos en cuenta las desviaciones tipicas, alguno de los produc-
tos podria alcanzar, ese maximo. Respecto al etiquetado de los pro-
ductos, ninguno de los fabricantes hace mencion a la presencia o au-
sencia de ingredientes derivados de OMGs.

En un estudio realizado en Alemania, cuyos datos se publicaron
en el afio 2000, se puso de manifiesto la presencia de soja MG en el
19% de los productos analizados. Un 23.5% de estas muestras pre-
sentaban porcentajes superiores al 1%!3.

Fuera del ambito de la UE cabe mencionar un trabajo realizado
recientemente en Canada, en el que se detecté soja MG en el 72%
de los alimentos derivados de soja analizados. De ellos, el 20,5%
presentaban cantidades superiores al 5% de soja MG'®. En otro es-
tudio hecho en Japon entre noviembre del 2000 y marzo del 2003
resultaron positivas a soja MG el 23.6% de las muestras de soja,
(con cantidades entre el 0,1-1,4%), el 8,1% de las muestras de tofu,
y del 75 al 100% de algunos productos tipicos japoneses como en
nama-age. la yuba o el aburage'”. Finalmente, resefar los resultados
del un muestreo realizado en Mosct en el que se detectd soja MG
en el 17.2% de los alimentos analizados'®.

Como se puede apreciar, en nuestro caso hemos detectado la
presencia de OMGs en porcentajes inferiores a los citados por otros
autores y a la vista de los resultados, algunos productos dietéticos,
como los complementos energéticos o los concentrados proteicos,
parecen ser los mas susceptibles de contener ingredientes MG.

Aunque este trabajo ha puesto de manifiesto que la presencia de
alimentos transgénicos es relativamente baja en el ambito estudia-
do, la incesante evolucion de la industria alimentaria y la facil cir-
culacion de las materias primas hace recomendable continuar y am-
pliar los sistemas de vigilancia.
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