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RESUMEN

La presente investigacion se realizd en las instalaciones del laboratorio de Inmunologia de
la Escuela de Microbiologia de la Universidad Nacional Auténoma de Honduras. Se
evaluaron cincuenta muestras de tortillas de maiz (Zea maiz) procedentes del municipio de
Catacamas Olancho. Las muestras fueron recolectadas en la zona urbana del municipio
como en la zona rural, para determinar si hay presencia de organismos genéticamente
modificados (OGM) en las tortillas que actualmente se estdn consumiendo en todo el
municipio. Para determinar la presencia de OGM en las muestras, se llevaron a cabo dos
pruebas de deteccion; la primera de ellas consiste en el analisis del material genético
(ADN) de las tortillas donde se buscé el promotor pPCAMv (Virus del mosaico de la
coliflor), esto haciendo uso de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La
segunda prueba de deteccion que se utilizo fue mediante el analisis de proteinas con el
diagnostico de la prueba de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). En esta
técnica lo que se busco fue la presencia de la proteina Cry 1F en las tortillas de maiz. Los
resultados obtenidos en ambas fueron 31 muestras positivas de las 50 que fueron evaluadas,
donde 19 de ellas fueron detectadas mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa 0 PCR y 8 de ellas en el analisis con la prueba de ELISA teniendo 5 muestras
positivas en comun entre ambos analisis. De las 27 muestras positivas, se observo que; 15
de ellas provenian de la zona rural y que las 12 restantes pertenecian a la zona urbana,
donde hay una mayor presencia de tortillas positivas para OGM.

Palabras claves: Transgénicos, PCR, ELISA, pCAMyv, Cry 1F, organismos modificados
geneticamene.



l. INTRODUCCION

La ingenieria genética, llamada también metodologia del DNA recombinante, es un
conjunto de herramientas y métodos que permiten la manipulacion in vitro del material
genético de los organismos vivos (Bolivar, 2007) presentandose como una poderosa
alternativa para obtener cultivares transgénicos que superen en su productividad y calidad a

sus contrapartes obtenidas por métodos tradicionales (Herrera y Martinez 2007).

Los cultivos transgénicos aumentan en todo el mundo afio tras afio. Desde el inicio de su
comercializacion en 1996, ya han superado los mil millones de hectéreas cultivadas en 29
diferentes paises del planeta. Julio Ferrarotti, destacado genetista argentino, informé que
en el 2010 se sembraron 148 millones de hectareas con cultivos biotecnoldgicos en el
mundo, guarismo que representa un incremento del 10 por ciento frente a las hectareas
sembradas en 2009. "Tales cultivos incluyen importantes fuentes alimentarias, como el
maiz, el arroz, el trigo y la sojay son solo una parte del total, que se complementa
con algodén, canola y hortalizas entre otros' (Agro noticias de América Latina y el Caribe,
FAO, 2011).

Honduras es el Gnico pais en América Central y uno de los cinco paises en Latinoamérica
que permite el campo experimentando y la produccién comercial de cultivos de genética
combinatoria. En la actualidad, BT (MON810), Ramdon Ready (RR) (NK603), Herculex
(TC 1507) y VTPRO (MON 89034) estan siendo comercialmente producidos en este pais
(USDA, 2011).

El consejo para las ciencias agricolas y la tecnologia (CAST) (2005) comenta que; La

ciencia no tiene una postura especifica diciendo que los cultivos genéticamente



modificados (GM) son seguros o inseguros; cada cultivo GM presenta riesgos y beneficios
potenciales que deben ser evaluados en base a cada caso, es por esto que segin Herbert
(2006) gran parte de la controversia sobre los alimentos genéticamente modificados gira

en torno de hasta qué punto son un riesgo Yy si vale la pena correrlo.

La modificacion genética de organismos es un tema que involucra la salud y el medio
ambiente a nivel mundial. Este tema ha creado una division radical de opiniones entre
aquellos que creen que esta nueva tecnologia mejorara considerablemente nuestras vidas y

aquellos que temen en el rapido avance cientifico (Wagner 2000).

La deteccién de residuos de organismos genéticamente modificados (OGM) en alimentos
se ha convertido en un tema de gran actualidad por el incremento del nimero de productos
derivados de OGM que han sido lanzados al mercado y el aumento de demandas por parte
de los consumidores para que se establezcan regulaciones mas estrictas en el etiquetado de

estos productos (Cruz 2007).

Si bien es cierto que los alimentos transgénicos han sido de mucha controversia a nivel
mundial en cuanto a su consumo, no podemos decir que nuestro pais esta exento de esta
realidad, es por eso que la finalidad de esta investigacién no es mas que la de determinar la
presencia de organismos genéticamente modificados en productos terminados a base de
maiz que actualmente se estd consumiendo en la dieta cotidiana de los pobladores de la
region de Catacamas Olancho.



2.1.

1. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la presencia de organismos genéticamente modificados en productos

terminados (Tortillas) elaborados a base de maiz que se consumen actualmente en el

municipio de Catacamas.

2.2.

Objetivos especificos

Detectar la presencia o ausencia del promotor pCAMv muestras de tortillas
elaboradas a base de maiz procedentes de 25 barrios y 25 localidades de la zona

rural.

Detectar la presencia o ausencia de lo proteina Cry 1F en muestras de tortillas
elaboradas a base de maiz procedentes de 25 barrios y 25 localidades de la zona

rural.

Cuantificar la presencia de maiz OGM en las tortillas procedentes del municipio de

Catacamas, Olancho.



I1.  MARCO TEORICO

3.1.  Origenes del Maiz

Serratos (2012) menciona que el origen del maiz no ha sido sencillo de rastrear. La
mazorca es Unica entre los cereales y de ahi que la dilucidacion de su origen haya sido un
gran desafio cientifico. Estudios taxondmicos y botanicos realizados a finales del siglo
XIX y principios del XX recapitulan la relacion y posible evolucion del teocinte al maiz,
cuyos vestigios méas antiguos fueron encontrados desde México hasta la mitad del territorio

Centroamericano.

Segun Silva (2005) EIl origen del maiz (Zea mays) ha sido objeto de numerosos trabajos,
con base en los cuales se han sugerido varios sitios de origen que van desde Paraguay en

Sur América hasta Guatemala y Mexico en Mesoameérica.

3.2. Generalidades

El maiz es un cultivo que necesita suelos estructurados, fértiles y profundos que permitan el
desarrollo de las raices, que eviten los encharcamientos siendo al mismo tiempo capaces
de almacenar agua, y que permitan un aprovechamiento éptimo de los nutrientes (Ortas
2008).

Segln Staackman y Matz (1987) las principales variedades de maiz son; maiz de vaina,

maiz dura, maiz dentado, maiz dulce, maiz palomero, maiz harinoso y el maiz ceroso.



Silva (2005) comenta que el maiz es el cereal mas ampliamente distribuido a nivel mundial
y ocupa la tercera posicién en cuanto a produccion total, detras del arroz y del trigo. Su
cultivo se realiza desde el ecuador hasta los 50° de latitud norte o latitud sur y desde el nivel
del mar hasta mas de 3000 metros de altitud, en climas calidos y frios y con ciclos
vegetativos con rangos entre 3 y 13 meses Ningun otro cereal tiene un uso tan variado; casi

todas las partes de la planta de maiz tienen valor econémico.

3.3.  Composicion Nutritiva

La composicion quimica del grano de maiz, y por ende su valor nutritivo, dependen del
genotipo de la variedad, el ambiente y las condiciones de siembra. En promedio, el
contenido de proteina del maiz es de 10% Yy una buena parte se encuentra en el germen del
grano, la calidad nutritiva del maiz esta definida en buena medida por la calidad de sus
proteinas y ésta, a su vez, la establece el contenido de los llamados aminoéacidos esen-
ciales(Paredes et. al. 2008).

Segun Gear (2006) El grano de maiz tradicional estd compuesto por un 70 a 75% de
almidon, 8 a 10% de proteina y 4 a 5% de aceite, contenidos en tres estructuras: el germen
(embridn), el endospermo vy el pericarpio. El germen constituye el 10 al 12% del peso seco

y contiene el 83% de los lipidos y el 26% de la proteina del grano.

3.4. La Tortilla

Su origen se remonta a las civilizaciones precolombinas de Mesoamérica que usaban el
maiz como su alimento. EI procedimiento para su elaboracién es el mismo de los
antepasados prehispanicos. A partir del nixtamal, que consiste en cocer el grano de maiz en
agua hirviendo con una base de cal, asi se consigue la suavidad, el aroma y el sabor que
todos buscamos en la tortilla. Contribuye a gran parte de la energia diaria que necesitamos
por su alto contenido de hidratos de carbono; ademas, es rica en calcio, fibra y potasio, y
baja en grasa y sodio. Se considera que de los requerimientos nutricionales diarios, la
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tortilla provee aproximadamente 45% de las calorias, 39% de las proteinas y 49% del
calcio; incluso en algunas zonas rurales proporciona aproximadamente 70% de las calorias
y 50% del consumo proteico diario (FECAEXCA s. f.).

Paredes et al. (2008) comenta que el maiz nixtamalizado es molido para producir la masa
que se utiliza para formar a mano discos que luego son cocidos en un comal de barro. Es
importante indicar que el proceso de molienda requiere la adicion de agua y que la masa
llega a tener de 48 a 55% de humedad. Finalmente el disco de masa, de aproximadamente
20 centimetros de diametro, se cuece permitiendo que un lado de la tortilla esté en contacto
con el calor de 30 a 45 segundos, se voltea para cocer el otro lado durante un minuto y otra
vez el lado inicial por otros 30 segundos para completar la coccion. El producto resultante

era llamado en nahuatl tlaxcalli y fue nombrado tortilla por los espafioles.

3.5. Nixtamalizacion

No se sabe a ciencia cierta en qué momento surgio el ingenioso proceso que dio origen al
nixtamal, lo cierto es que sin él seria practicamente imposible que la masa adquiera su
consistencia y elasticidad (Amador 2005). En la nixtamalizacion la coccion alcalina y el
remojo provocan la disolucién y el hinchamiento de las capas del pericarpio, esto hace que
las paredes celulares y los componentes de la fibra dietaria de esta parte del grano se
vuelvan fragiles, facilitando su remocion, lo cual obviamente disminuye el contenido de fi-
bra dietaria insoluble. Sin embargo, y por fortuna, en este proceso la fibra dietaria soluble

pasa de 0.9% en el maiz a 1.3% en la masa, y a 1.7% en la tortilla (Paredes et al. 2008).

Ramirez (2011) comenta que la Nixtamalizacion es un proceso muy antiguo desarrollado
por las culturas Mesoamericanas y aln es utilizado para la produccién de tortillas. La
Nixtamalizacion produce cambios que mejoran la calidad nutricional del maiz. De acuerdo
a la NOM-147-SSA1-1996, se denomina Maiz nixtamalizado o nixtamal, al maiz sano y
limpio que ha sido sometido a coccidn parcial con agua en presencia de hidréxido de calcio
(cal).



3.6.  Biotecnologia, Mejoramiento Genético Vegetal, Ingenieria Genética

La Food and Agriculture Organizations of the United Nations (FAO) (2009) comenta que la
biotecnologia se define en términos generales como la aplicacion de los principios
cientificos y de ingenieria para el procesamiento de sustancias por parte de agentes
bioldgicos para proveer bienes y servicios. En esta definicion, los agentes bioldgicos son
principalmente microorganismos, células vegetales y animales y enzimas. Las sustancias
mencionadas son materiales renovables, asi como los producidos por los agentes
biologicos. Los bienes y servicios son productos de las industrias relacionadas con

alimentos, bebidas, productos farmacéuticos y biomédico.

La biotecnologia abarca una amplia gama de tecnologias que puede aplicarse a una serie de
finalidades diferentes, tales como el mejoramiento genético de variedades vegetales y
poblaciones animales, para aumentar sus rendimientos o eficacia; la caracterizacion
genética y la conservacion de los recursos genéticos; el diagndstico de las enfermedades
vegetales y animales; la preparacion de vacunas y la mejora de piensos. Algunas de esas

tecnologias pueden aplicarse a todos los sectores alimentarios y agricolas (Sonnino 2009).

Bisang (2009) comenta que en el plano agricola, el uso de las leyes de Mendel permitio
contar con una guia (basada en el entrecruzamiento y la ley de los grandes numeros) para
mejorar los procesos de seleccion, siempre entre intra-especies. Ello dio lugar a la mejora
sustantiva, principalmente en el fitomejoramiento de las semillas y, en menor medida, en
los registros de genética bovina. Otro paso en dicha direccion fue el entrecruzamiento
“manual” entre especies compatibles, dando lugar a los fendmenos conocidos como
hibridacion. Su resultado fue la clave del uso masivo de las semillas hibridas (junto con la
mecanizacion y los agrogquimicos) como eje central de la denominada revolucion verde de

los afios cincuenta y sesenta.

A partir de ese periodo se entrd en una nueva era de la agricultura, de la mano de las nuevas
biotecnologias, con un papel central la genética molecular. Ello se ha debido a un auge
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espectacular de los conocimientos bésicos de biologia vegetal y la aplicacion de las técnicas

de Ingenieria Genética (lafiez, 1997).

Los avances de la Biologia en los ultimos afios han sido espectaculares. El siglo XX ha
sido particularmente fructifero en logros que se refieren al conocimiento del
funcionamiento de los seres vivos (animales 0 microorganismos) en sus hébitats naturales
pero, sobre todo, ha quedado claro que todos los seres vivos tienen en comudn un tipo de
macromoléculas organicas denominadas acidos nucleicos (&cido desoxirribonucleico -
ADN- y &cido ribonucleico-ARN-) que constituyen el elemento central, la unidad

molecular de la Biologia (Rodriguez et. al 2003).

Corona (2006) comenta que en las ultimas tres décadas, los investigadores han descubierto
que el ADN puede ser modificado o intercambiable entre plantas, animales, bacterias y
otros organismos. La llamada tecnologia del ADN recombinante permite combinar
fragmentos de la molécula de ADN de dos o mas fuentes diferentes o de regiones diferentes

del genoma.

Rodriguez et. al (2003) también menciona que desde entonces, la disponibilidad de
herramientas biologicas (cada vez en mayor nimero y cada vez con mayores utilidades) ha
permitido avances que han dado lugar a una nueva rama de la Ciencia Bioldgica

denominada Ingenieria Genética oTecnologia del ADN recombinante.

El ADN recombinate es una secuencia nueva del ADN, creada por la union en el

laboratorio de porciones de ADN con origenes diferentes (Riechmann 2004).

Segln Séanchez (2003) la ingenieria genética es una disciplina de la Biologia, con los
mismos objetivos del fitomejoramiento clasico pero con la ventaja de que permite
combinar exclusivamente los genes deseados. Ademas es una tecnologia de inspeccién y

transferencia de ADN de un organismo a otro, lo que nos da una vision de crear nuevas



especies, la correccion de defectos genéticos y posibles fabricaciones de organismos (Toro
2013).

Segun Ridner (2008) la modificacion genética de las plantas persigue tres objetivos

principales:

La mejora de rasgos agrondémicos, como ciertas caracteristicas morfologicas
(tamarfio del grano, altura de la planta, etc.), resistencia a plagas y enfermedades
(virus, insectos, hongos, etc.) y tolerancia a herbicidas o a condiciones ambientales
adversas (salinidad, heladas, sequia, etc.). Son ejemplos de estas mejoras los
cultivos que actualmente se comercializan en el mundo: soja tolerante a herbicida,

maiz y algoddn resistentes a insectos, papaya resistente a virus, etc.

La modificacion en la composicion de los cultivos, para generar alimentos mas
sanos Yy nutritivos, o productos mas aptos para determinadas aplicaciones
industriales. Son ejemplos el desarrollo del arroz con alto contenido en vitamina A,
frutas con maduracion retardada, mani hipo alergénico, papa con mayor contenido

proteico y soja con una composicion modificada de acidos grasos.

El empleo de las plantas como fabricas de moléculas de interés industrial, como
medicamentos, vacunas, biopolimeros, etc. En este grupo se incluyen también otras

aplicaciones no-alimenticias de los cultivos transgenicos, como la fitorremediacion.

Segun la Organizacidn para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD) (2003) en
el maiz, a nivel comercial, la introduccion del ADN extrafio se ha logrado con éxito a través
de una técnica conocida como biobalistica. En la actualidad hay dos tipos de maiz
transgenico liberado comercialmente producido por medio de ingenieria genética: 1) el
maiz de insectos plaga resistentes 0 maiz Bt (Bacillus thurigensis), y 2) el maiz tolerante a
herbicidas. Sin embargo, mas investigacion y desarrollo en esta area estd en marcha. El

maiz transgénico con elevada (10 KD) zeina y metionina ha sido obtenido. Proteinas anti



fangicas, tales como quitinasas y beta-1,3-glucanasas, han sido disefiados genéticamente
para intentar expresion en la granos de maiz con el objetivo de prevenir el crecimiento de
Aspergillus flavus y la produccion de aflatoxinas. EIl maiz transgénico servird como
biorreactores para la produccion de diversas biomoléculas con aplicaciones en alimentos,

piensos y en la industria farmacéutica (OECD, 2006).

3.7.  Organismos genéticamente modificados (OGM) y alimentos transgénicos

Los OGM son organismos (plantas, animales, microrganismos etc.) cuya estructura
genética ha sido modificada, casi siempre por la adicion de uno o dos genes de otras

especies, con el proposito de mejorar alguna de sus caracteristicas (Lisker 2000).

A finales del siglo pasado comenzd la adopcion, desde entonces siempre creciente, de
OGM, primero con aplicaciones en la produccion de farmacos en contencion (ej. insulina
humana), y poco después en la agricultura y en otras actividades productivas (Akio et al.
2011).

Segun Riechmann (2004) los alimentos transgénicos, en dos palabras, son aquellos que
contienen organismos transgenicos —Microorganismos, plantas o animales transgénicos — o
han sido producidos a partir de estos. De manera mas precisa, los alimentos obtenidos por
manipulacion genética son: (A) los organismos que se pueden utilizar y que han sido
sometidos a ingenieria genética (por ejemplo, plantas manipuladas genéticamente que se
cosechan). (B) Alimentos que contiene un ingrediente o aditivo derivado de un organismo
sometido a ingenieria genética, o (C) alimentos que se han producido utilizando un
producto auxiliar para el procesamiento (por ejemplo, enzimas) creado mediante la

ingenieria genética.

Hasta el afio 2001 se habian realizado 7.676 solicitudes para liberar cultivos genéticamente
modificados, de las cuales, 3.327 se relacionan con el maiz, 601 con la soya, 481 con el
algodon y 209 con el trigo.
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El maiz es el alimento bésico para la poblacion en muchos paises de América Latina y el
ingrediente de la dieta de estas personas. Todas las partes de la planta de maiz son
utilizadas, el grano se convierte en masa para hacer tortillas. En general, hay muchos usos
especificos de las plantas de maiz en funcion de la region. 21% de las producciones totales

de cereales se consume como alimento (OECD, 2006).

3.8. Actores y herramientas de la ingenieria genética

3.8.1. Los organismos

Hoy en dia se puede afirmar que todos los seres vivos, desde los virus a los animales
superiores pasando por las bacterias y las plantas, son susceptibles de modificacion
mediante Ingenieria Genética aunque no todos se utilizan con igual profusion en la

industria (Garcia s.f.).

3.8.2. Los genes, promotores, terminadores, vectores y construcciones genéticas

a) Genes

Segun la sociedad espafiola de biotecnologia (SEBIOT) (2003), un gen es el que contiene la
informacion necesaria para que se manifieste una caracteristica heredable de un ser vivo.
En términos de su estructura, un gen es un fragmento de una larga molécula de ADN (4cido
desoxirribonucleico) que almacena informacion para fabricar una determinada proteina.
Esta proteina es la que a su vez determina una propiedad o carécter del organismo, como

por ejemplo el color de la piel, la presencia de semilla o la resistencia a una enfermedad.
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b) Promotores, terminadores y vectores

Segun los investigadores De Robertis y Hib (2004) El promotor es quien inicia la
trascripcion del ADN vy sefiala a partir de que nucledtido debe transcribirse el gen. Suele
localizarse cerca del extremo 5° del segmento codificador, donde comienza la sintesis del
ARN. Y en el caso de los terminadores comenta que: en las cercanias del extremo 3 del
segmento codificador, el gen posee un tramo de ADN denominado Secuencia de

terminacion la cual marca la conclusion de la sintesis del ADN.

Rodriguez et al (2003) nos explica que un vector suele ser habitualmente un plasmido, es
decir, un fragmento de ADN no cromosomico (Por tanto libre en el citoplasma), dotado de
capacidad de replicacion autdbnoma, que suelen ser habituales en el genoma de muchas
bacterias. Algunos de estos plasmidos llevan genes que codifican para caracteres de mucho
interés. Sin embargo Mussin (2006) comenta que hay tres tipos principales de vectores: los

plasmidos, los bacteridfagos y los cosmidos.

c) Construcciones Genéticas

Segln el Centro de intercambio de informacién sobre seguridad de la biotecnologia
(C1IBS), los eventos que ya estan aprobados y estan siendo comercializados actualmente en
Honduras contienen en sus estructuras genéticas el promotor CaMV y dos de ellos

contienen la proteina Cry 1F (ver tabla No. 1).
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Tabla No. 1 Construcciones genéticas de los eventos liberados en Honduras

Evento Promotor Gen de Interés Terminador
Mon 810 pCaMv 35s CrylAB Nopalina sinthasa
(NOS)
Ubiquitin gene Cry 1F ORF25
Hércules TC 1507 promotor polyadenilasion
pCaMV 35s Phosphinothricin N- CaMV 35S
acetultransferasa
Rice actin 1 5- Nopalina sinthasa
enolpyuvylshikimate- (NOS)
NK 603 3-phosphate zynthase
pCaMV 35s 5- Nopalina sinthasa
enolpyuvylshikimate- (NOS)
3-phosphate zynthase
pCaMV 35s CrylA.105 Terminator of the
wheat heat shock
protein 17.3
FMV 35S Cry2Ab2 Nopalina sinthasa
(NOS)
Ubiquitin CrylF ORF25 PolyA
CaMV 35S Phosphinothricin N- CaMV 35S
VT PRO acetyltransferase
gene
Rice actin 1 5- Nopalina sinthasa
enolpyruvylshikimate- (NOS)
3-phosphate synthase
CaMV Enhanced 35S Cry3Bb1l
Terminator of the
wheat heat shock
protein 17.3
Ubiquitin Cry34Ab1l Proteinase inhibitor Il
Peroxidase Cry35Ab1 Proteinase inhibitor Il

3.8.3. Sistemas de transformacion

a) Introduccion de genes mediada por agrobacterium

La Agrobacterium tumefaciens es una bacteria del suelo gram-negativa, que causa la
enfermedad llamada “Agalla de la corona “en la mayoria de las plantas dicotiled6neas y en

algunas monocotiledoneas: la bacteria infecta la planta en el sitio de una herida. Las
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células de la agalla de la corona tiene dos caracteristicas principales: 1) Producen sustancias
denominadas opinas que no estan presentes en las células normales y 2) pueden proliferar

en un medio de cultivo sin necesidad de hormonas de crecimiento (Calderén et al s.f.).

Agrobacterium tumefaciens es una notable especie de bacterias que viven en el suelo y
tienen la capacidad de infectar las células de las plantas con un fragmento de su ADN.
Cuando el ADN bacteriano se integra en un cromosoma de la planta, se apodera
efectivamente de la maquinaria celular de esta y la usa para asegurar la proliferacion de la

poblacion bacteriana (Fenwick citado por Jiménez 2003).

b) Biobalistica

Jiménez (2003) comenta que también se puede introducir el ADN en las células por
bombardeo con micro proyectiles (biobalistica). Gracias al acelerador de particulas la
biobalistica con su bombardeo de micro particulas cubiertas de ADN introduce en células
vegetales los genes deseados. Para ello se utilizan micro proyectiles de oro o tungsteno
(inertes quimicamente) disparados a velocidad supersonica atraviesan la membrana sin

causar dafios a la célula.

3.9. Técnicas de deteccion de OGM

La deteccidn de residuos de organismos genéticamente modificados (OGM) en alimentos
se ha convertido en un tema de gran actualidad por el incremento del nimero de productos
derivados de OGM que han sido lanzados al mercado y el aumento de demandas por parte
de los consumidores para que se establezcan regulaciones mas estrictas en el etiquetado de

estos productos (Cruz 2007).
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Segun Jiménez (2003) una variedad genéticamente modificada puede distinguirse de su
contraparte convencional mediante pruebas que detecten a las nuevas proteinas (pruebas
basadas en proteinas) determinadas por el ADN introducido, o mediante la identificacion

del ADN introducido en si (pruebas basadas en el ADN).

Yénez (2004) comenta que en la actualidad existen al menos tres tecnologias

(continuamente en evolucion) adecuadas para llevar a cabo andlisis de OGM, estas son:

a) Pruebas Inmunoserologicas.

b) Pruebas Moleculares.

3.9.1. Pruebas inmunoserologicas

A) Método ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Assay)

Segun Jiménez (2003) esta técnica ha sido ampliamente aceptada y usada en varios analisis
como la deteccion de patdgenos y mico toxinas. En la prueba ELISA para productos
modificados genéticamente la proteina nueva que es codificada por el gen insertado, es
aislada y los anticuerpos son acoplados a estructuras especificas de su superficie. Si la
proteina esta presente, estos reaccionan con los anticuerpos blanco resultando en un cambio

de color.

Basicamente, esta prueba es una reaccion antigeno-anticuerpo que se lleva a cabo en una
fase sdlida. El antigeno-anticuerpo reacciona y produce un complejo estable que puede ser
visualizado por la adicion de un segundo anticuerpo unido a una enzima. La adicion de un
sustrato que reacciona con la enzima resulta en una formacion de color, la cual puede ser
medida fotométricamente. Asi se compara el color de las muestras con los de un estandar

determinando, el rango de la concentracion en la muestra (Maldonado 2007).
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B) Dispositivos laterales de flujo y las tiras de papel indicador

Este procedimiento representa una alternativa a la técnica de ELISA. La Banda de Flujo
Lateral utiliza una combinacion del anticuerpo especifico para la proteina de interés
(Illamado anticuerpo de captura) con un anticuerpo conjugado que es capaz de generar una
reaccion colorimétrica (llamado anticuerpo de deteccion), el cual permite visualizar la

presencia de la proteina deseada en la muestra analizada (Jiménez, 2003).

3.9.2. Pruebas moleculares.

A) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction o PCR) es una técnica
que ha revolucionado el trabajo en Biologia Molecular. Fue desarrollada a mediados de los
afos ochenta por Kary Mullis, quien obtuvo por ello el Premio Nobel. Junto con los
métodos de secuenciacion rapida de los acidos nucleicos, ha impulsado enormemente el

avance de la investigacion y las aplicaciones de la moderna Biotecnologia (Terron 2008).

Segln Nufiez (2011) el método de la PCR se basa en la propiedad natural de la enzima
polimerasa del ADN de replicar hebras de un ADN molde. Este proceso se logra de
manera artificial en un aparato conocido como “termociclador” mediante la aplicaciéon de
ciclos alternantes de altas y bajas temperaturas que permiten desnaturalizar y renaturalizar,
respectivamente, las hebras de ADN recién formadas. Este ciclo se repite varias veces (por
lo general 30 en la mayoria de los protocolos) hasta obtener las cantidades deseadas del
ADN molde.

La Sociedad Espafiola de Biotecnologia (SEBIOT) (2003) comenta que el ADN posee dos
cadenas complementarias que llevan la misma informacién y para copiarlo es necesario
separar fisicamente las dos cadenas y utilizar cada una de ellas como molde (plantilla que
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sirve de modelo a modo de espejo) para sintetizar la otra. Dicha operacion la realiza una
enzima llamada ADN polimerasa, que en este caso es termorresistente para soportar las
elevadas temperaturas que se emplean en la etapa de separacion de las dos cadenas de ADN

en cada ciclo de copiado.

Segln Terrdn (2008) pueden sefialar como caracteristicas del analisis por PCR:

Elevada sensibilidad para detectar la presencia de cantidades infimas del gen
secuencia diana de interés dentro del material genético presente en la muestra.
Breve periodo de tiempo para elaborar los reactivos en comparacion con los ensayos
inmunoldgicos, la sintesis de cebadores frente a la produccién de anticuerpos.

Los reactivos necesarios estan mayoritariamente disponibles comercialmente.

El analisis de las muestras es muy rapido.

Permite discriminar entre diferentes tipos de modificacion genética.

B) Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

Brandemberg et, Al (2011) comenta que otra estrategia que mejora la precision,
especificidad y el rendimiento de la PCR cuantitativa es la PCR en tiempo real. Esta
técnica fue desarrollada originalmente en 1992 y ha ganado popularidad debido a la
introduccion de varios instrumentos PCR en tiempo real, es completa y facil de usar en
ensayos de PCR. Una caracteristica Unica de esta técnica de PCR es que la amplificacion
de la secuencia de ADN diana puede ser seguido durante toda la reaccion mediante la

supervision indirecta de la formacion del producto.

Para este fin, la reaccion de PCR convencional se ha modificado con el fin de generar una
constante sefial medible, cuya intensidad estd directamente relacionada con la cantidad de
amplificado producto. Esta sefial es por lo general de fluorescencia, que se produce por una
interaccion entre el ADN recién amplificado con ciertos fluoréforos afadido. Los
aumentos en de fluorescencia durante la reaccion, que corresponden a concentraciones
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crecientes de ADN diana, se miden de forma automatica, aparece en una pantalla de
computadora, y puede ser analizados mediante el software adecuado (Brandemberg et, Al
2011).

3.10. Virus del mosaico de la coliflor

Uno de los organismos mas importantes en el género caulimovirus es el virus del mosaico
de la coliflor. Fue el primer virus de plantas donde se descubri6 el uso de ADN en lugar de
ARN como material genético. El virus del mosaico de la coliflor se replica por
transcripcion inversa. Se puede identificar mediante el uso de una planta de indicador
Ilamada Brassica campestris. El virus del mosaico de la coliflor provoca la formacién de
inclusiones en las células infectadas. EI promotor de este virus se utiliza esencialmente
todos los cultivos modificados genéeticamente liberados comercialmente. Se necesita el
promotor del virus del mosaico de la coliflor porque es potente en la expresion en estos
cultivos, ya que impulsa la produccion de mensajes de genes del casete de los genes
insertados para proporcionar tolerancia a los herbicidas, resistencia a los insectos, y varias

otras funciones consideradas para mejorar la calidad comercial de la cosecha (Ward 2009)

3.11. Proteina Cry 1F

El gen crylFa2, aislado de la bacteria comun del suelo Bacillus thuringiensis (Bt) var.
aizawai, produce la proteina insecticida CrylF, una delta-endotoxina. Las proteinas Cry,
de las cuales CrylF es solo una, actuan uniéndose selectivamente a sitios localizados en las
microvellosidades del epitelio del intestino medio de especies de insectos susceptibles.
Luego de la union, se forman poros que alteran el flujo i6nico en el intestino medio, lo que
produce la paralisis intestinal, y eventualmente la muerte por septicemia bacteriana. La
proteina CrylF sélo es letal cuando es ingerida por las larvas de los insectos lepiddpteros
(polillas y mariposas) y la especificidad de su accion se atribuye directamente a la presencia
de sitios de union especificos en los insectos blancos (Argenbio 2006).
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IV. METODOLOGIA.

4.1. Ubicacioén

La investigacion se llevé a cabo en dos etapas, descritas de la siguiente manera;

4.1.1. Recoleccion de muestras y aplicacion de encuestas

A) Procedencia de las muestras

La recoleccion de las muestras se llevé cabo en el municipio de Catacamas, tomando en
cuenta tanto la zona urbana (ver imagen No. 2) como la zona rural (imagen No. 1) de la
ciudad, se tomaron 50 muestras de tortillas de diferentes lugares, 25 dela parte urbana y 25
dela zona rural de la ciudad, el tamafio muestral por lugar fue de 2 tortilla, las cuales fueron
recolectadas respetando las normas de recoleccion de muestras de alimentos para estudios
en laboratorios, fueron transportadas en bolsas asépticas para alimentos siendo sometidas a

bajas temperaturas hasta su estudio y evaluacion en el laboratorio.

B) Aplicacion de encuestas

De forma conjunta a la recoleccién de las muestras se realizé una encuesta con el fin de
determinar que tanto conocimiento poseen los pobladores del lugar con respect6 al tema de

investigacion (Anexo No. 1).

Para la identificacion de las muestras, se le asigno a cada una un codigo (ver tabla No. 1) a
cada una para poder tener un mejor manejo de la informacidn con respecto a cada muestra y

a su procedencia (Ver figuras 1y 2) durante el tiempo de la investigacion.



Tabla No. 2 Codigos de las muestras segun la zona

Zona Lugar Cédigo Zona Lugar Caédigo
El Espino la B. San Sebastian 1.b
Zavala 2.4 B. El Centro 2.b
Santa Clara 3.a B. De Jesus 3.b
La Nueva Esperanza 4.2 B. La Cruz 4.b
Barrios 5.a B. Las Lomas 5.b
La Colonia Agricola 6.a B. La Hoya 6.b
Guanaja 7.a B. La Mora 7.b
Sabana Larga 8.a B. El Estadio 8.b
Jamasquire 9.a B. La trinidad 9.b
El Cerro 10.a B. San Francisco 10.b
El Guanacaste 11.a B. El Hatillo 11.b
Siguate 12.a B. Los laureles 12.b

Rural (a) | Aguacate 13.a Urbana (b) | B. Santa Cruz 13.b
Rio Tinto 14.a B. El Colegio 14.b
Corralitos 15.a B. El Campo 15.b
Campo Nuevo 16.a B. Zunilapa 16.b
La boca de Vallecito 17.a B. Juan Pablo Il 17.b
La Nueva Esperanza R.T. 18.a Col. 4 de Mayo 18.b
Coyote 19.a B. La Pradera 19.b
Vallecito 20.a B. El Llano 20.b
San Pedro de Catacamas | 21.a B. El Ojo de Agua 21.b
La Sosa 22.a B. La Nueva Esperanza 22.b
Las Agujas 23.a Col. Donal Hall 23.b
Las Mesetas 24.a B. San José 24.b
Las Lagunas del Huyaste 25.a Mercado Municipal 25.b
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Figura 1. Mapa de la zona rural estudiada. Muestras della hasta la 25a.

Imagen No.2 Mapa de la zona Urbana estudiada. Del 1b hasta la 25b

Fuente: https://www.google.com/maps/preview#!data=!1m4!1m3!1d28323!2d-85.887723!3d14.8420198

4.2.  Andlisis de las muestras

La deteccion de la presencia de OGM en las muestras de tortillas recolectadas se llevé a

cabo en los laboratorios de Inmunologia, Escuela de Microbiologia, Facultad de Ciencias.
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Universidad Nacional Autonoma De Honduras, Tegucigalpa M.D.C. Francisco Morazén y

se detalla a continuacioén:

4.2.1. Estudio molecular

El estudio molecular que se realizd para el analisis de las muestras, se basé en las practicas
del manual de laboratorio de la clase de Biotecnologia Il utilizado en la escuela de
microbiologia de la UNAH el cual fue desarrollado por Carrasco (2009) y se detalla a

continuacion:

l. Extraccion y purificacion del ADN de las muestras de tortillas

Para la extraccion ADN de las muestras de tortillas se utilizé el protocolo de CTAB
modificado (Anexo 3). Una vez extraido el ADN, se procedio a la purificacién del mismo
con cloroformo y se precipito el ADN con etanol absoluto. Debido al numero de muestras
se decidié que el proceso de extraccion se realizara por etapas, realizando extracciones de
10 muestras por dia lo que llevo a este proceso a una duracion de una semana para obtener

el ADN de las 50 muestras que se recolectaron.

1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el ADN de las muestras ya extraido, se procedié a la preparacién y montaje de las
muestras en el termociclador para amplificar el material genético. Previo a la amplificacion
se realizo la preparacién de las muestras para el montaje en el termociclador (ver tabla No.
3) y se prepard el termociclador bajos los términos requerios para la amplificacion del
molde de ADN a estudiar (ver tabla No. 4)
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Tabla No. 3 Preparacion de las muestras para amplificacion en el termociclador.

Muestra | No. Primer Mix H,03d Primer ADN | TaqP.
(1) (wl) () (1) (w)
A 1 pCAMvV F 8 3 2F + 2R 5 0,1
A 2 GCTCCTACAAATGCCATCA 8 3 2F + 2R 5 0,1
pCAMv R
GATAGTGGGATTGTGCGTCA
A 25 8 3 2F+2R 5 0,1
B pCAMv F 8 3 2F + 2R 5 0,1
B ) GCTCCTACAAATGCCATCA 3 3 >F+2R | 5 0.1
pCAMv R
GATAGTGGGATTGTGCGTCA
B 25 8 3 2F+2R 5 0,1
C+ Soya pCAMVv F/R 8 7 2F+2R 1 0,1
T.

Nota: un total de 51 muestras, la temperatura de hibridacion para el Primer fue de 54 °C.

Tabla No. 4. Condiciones de PCR para la amplificacion del promotor pCAMv.

A- Condiciones de la amplificacion:

1 Ciclo 94 °C durante 120 seg.

35 Ciclo | 94 °C durante 40 seg.
54 °C durante 40 seg.
72 °C durante 120 seg.

1 Ciclo 72 °C durante 120 seg.

I1l.  Electroforesis del ADN en geles de agarosa y tincion del ADN

Una vez amplificado el ADN molde se procedio a la preparacion de la muestra para ser
sometidas a la electroforesis, previo a esto se mezcld el ADN amplificado con el tampén de
carga el cual sirve para observar la corrida electroforética. Para la preparacion de la

muestra mezclamos 20 pl de ADN amplificado o 2 ul de tampon de carga 10X.
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Montaje de Electroforesis:

Se preparé gel de agarosa al 3% en un volumen final de 50 ml. Se depositd las muestras en
los pocillos de gel agarosa en seco. Se coloco el gel agarosa con las muestras en la camara
de electroforesis. Se procedid a la corrida electroforética bajo los siguientes términos: un
voltaje contaste de 150 V, por un lapso de tiempo de 30 min. Una vez que el gel con las
muestras pasaron por la electroforesis, los geles de agarosa se tifieron con bromuro de
etidio (A una concentracion delpg/ml) durante 5 min. Se realizaron 3 lavados al gel para
quitar el exceso de bromuro de etidio y tener una mejor visualizacién a la hora de observar

los resultados en el transiluminador.

IV. Fotografia de ADN en geles de agarosa.

Una vez que el gel fue tefiido en bromuro de etidio, se procede a observar el gel en el
transiluminador de rayos UV, se coloco el gel y se procedid a la toma de la fotografia para
poder evaluar de mejor forma los resultados obtenidos. La fotografia fue tomada con una
camara marca Sony modelo Cyber-shot de 14.1 mega pixeles. Una vez tomadas las
fotografias, se procedid a revelarlas en la computadora para su posterior observacion y

evaluacion.

4.2.2. Estudio inmunoserologico ELISA.

Para llevar a cabo la deteccion de la proteina Cry 1F mediante la técnica de ELISA, se
procedié a extraer la proteina de las tortillas a evaluar con un método diferente de
extraccion basado en el detergente SDS, en esta ocasion la proteina a investigar fue la Cry
1F presente en alguno de los eventos liberados en el pais (ver numeral 4.7.2 inciso c), una
vez extraida las proteinas se hizo el trasvase a las microplacas de ELISA y se sometio a
incubacidén por una hora a 37 °C. Luego de la incubacion se le hicieron 3 lavados con PBS

tween-20 a la placa ELISA, se agrego el conjugado e incubamos de nuevo por una hora a
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37 °C. Se lavd nuevamente por 8 veces seguidas con PBS tween-20 para luego agregar el
sustrato e incubamos a temperatura ambiente por media hora una vez que trascurrid el

tiempo de incubacion se procedié al lector de ELISA para la interpretacion de los

resultados.
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V. RESULTADOS Y DISCUCION

El trabajo investigativo se llevo a cabo entre el 20 de Julio y el 30 de agosto del presente
afio, antes de comenzar con la investigacion se realizaron pruebas preliminares para
estandarizar el protocolo de laboratorio a seguir y asi disminuir el error en los resultados
obtenidos. Para el proceso de las muestras en el laboratorio se tomé de 100-200 mg de la
muestra de tortilla en un vial de 1.5 ml en donde se llevaron a cabo los demés pasos del

protocolo de extraccion (Anexo No.4).

5.1.  Andlisis de resultados

Los resultados obtenidos segun los factores de estudio (presencia del promotor pPCAMv y
presencia de la proteina Cry 1F) para la variable presencia o ausencia de alimentos OGM

en el municipio de Catacamas Olancho se presentan a continuacion:

5.1.1. Presencia de OGM en muestras de tortillas de maiz

Como resultado final se obtuvo un total de 27 lugares donde se detect6 la presencia de
alimentos transgénicos, de los cuales, 15 estan ubicados en la zona rural del municipio y 12
pertenecen al casco urbano, es decir que en mas del 50% de las zonas estudiadas se

encontrd presencia de OGM en las tortillas analizadas.



5.1.2. Resultados positivos para PCR del promotor pPCAMv
A) Zona rural
Para la deteccidn del promotor pCAMyv, se analizaron las 25 muestras obtenidas en la zona

rural del municipio y una vez estudiadas mediante la técnica del PCR se obtuvieron 13

muestras positivas para el amplificado del promotor antes mencionado (ver figura 3).

Figura 3. Fotografia del gel con muestras positivas en PCR para la zona rural.

Las muestras que presentaron amplificado, son aquellas que se observan a la misma altura
del control positivo utilizado (soya transgénica). Se puede notar una menor intensidad en
cuanto a la sefial, sin embargo esta, es lo suficientemente evidente para determinar la
presencia del gen buscado, los lugares que resultaron con muestras de tortillas positivas
para la presencia de pCAMv se enlistan en la tabla No. 5 y se puede observar su ubicacion

geografica en la figura 4 (las muestras positivas se identifican por estar subrayadas).
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Tabla No. 5 Lugares de las muestras positivas en PCR zona rural.

Cddigo | Lugar Cébdigo | Lugar

la El Espino 10a El Cerro

2a Zavala 1la El Guanacaste

3a Santa Clara 12 a Siguate

5a Barrios 13a Aguacate

6a La colonia Agricola 18 a La nueva Esperanza de Rio Tinto
7a Guanaja 24 a Las Mesetas

8a Sabana Larga

Figura 4. Lugares positivos para OGM en tortillas por técnica PCR (Zona A).

Fuente: https://www.google.com/maps/preview#!data=11m4!11m311d28323!2d-85.887723!3d14.8420198

En la figura 4. Se puede observar una tendencia en cuanto a la ubicacion de las muestras

positivas y se nota que los lugares positivos para esta zona son cercanos al casco urbano de

la ciudad, esto se podria relacionar con el factor socio econémico de los productores que

viven en la cercania de la ciudad, ya que, pueda ser que ellos tengan una mayor facilidad

de adquirir y sembrar semilla mejorada mediante la ingenieria genética.
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B) Zona urbana

Se analizaron médiate PCR las muestras procedentes del area urbana de la ciudad y se
encontraron 7 muestras con la presciencia del promotor pPCAMy, a continuacién podemos
observar las muestras que resultaron positivas (Tabla No. 6) y su respectivos lugares de
procedencia (Ver figura 7).

Tabla No. 6 Muestras positivas mediante PCR en la zona urbana

Codigo | Lugar Codigo | Lugar

5.b B. Las Lomas 11.b B. El Hatillo
8.b B. El Estadio 14.b B. El colegio
9.b B. La Trinidad 15.b B. El Campo

En las figuras 5 y 6 se observan los amplificados en las muestras evaluadas para la zona
urbana, se obtuvieron sefiales de presencia en seis de las muestras aunque no con la misma
intensidad entre ellas y entre los controles utilizados pero lo suficiente para determinarles

como muestras positivas para el pPCAMv.

Figura 5. Muestras positivas en PCR para la zona urbana.
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Figura 6. Muestras positivas en PCR para zona urbana.

16b 17b -18b

En el caso de la zona urbana uno de los datos mas importantes a recalcar es que la materia
prima utilizada para la elaboracion de las tortillas es en su mayor parte la harina de maiz
comercial, para esta técnica, 4 de las 6 muestras detectadas fueron elaboradas con harina

comercial.

Figura 7. Lugares con muestras Positivas para PCR (Zona b).

Fuente:https://www.google.com/maps/preview#!data=!1m4!1m3!1d28323!2d-85.887723!3d14.8420198

De las 50 muestras analizadas tanto para la zona urbana como para la rural se encontraron
un total de 20 muestras positivas para el promotor pCAMv, el cual esta presente en los
cuatro eventos de maiz transgénicos liberados en Honduras (ver tabla No. 1). En la imagen
No. 4 se observa que los lugares mas cercanos al casco urbano del municipio son los que en

su mayoria salieron positivos mediante la prueba de PCR, mientras que en el area urbana,
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podemos ver una menor presencia del promotor presente en las muestras de tortillas que

fueron analizadas (ver figura 7).

5.1.3. Resultados obtenidos mediante la técnica de ELISA

A) Area rural
En cuanto a la deteccion de la proteina Cry 1F, una vez extraidas y evaluadas las proteinas
de las 25 muestras de tortillas procedentes de la zona rural del municipio se obtuvieron 6
muestras positivas (ver tabla No. 7), los lugares que resultaron positivos mediante esta

técnica se observan en la figura 8.

Tabla No. 7 Muestras positivas por técnica ELISA en la zona Rural.

Cddigo | Lugar Cddigo | Lugar

l.a El Espino 11l.a El Guanacaste

2.a Zavala 22.a La Sosa

10.a El Cerro 25.a Las Lagunas del Huyaste

Podemos observar en la tabla No. 7 y comparando con los resultados de la técnica de PCR
(tabla No. 5) que hay lugares que ya habian sido detectados como positivos, lo cual nos
indica que le maiz con el cual pudieron ser elaboradas estas tortillas podrian ser los eventos
Hércules TC 1507 y VT PRO o algun otro maiz modificado al cual le fue insertado ambos

genes a la hora de su construccion genética.
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Figura 8. Lugares Positivos para OGM en tortillas mediante ELISA (Zona A).

Fuente: https://www.google.com/maps/preview#!data=!1m4!1m3!1d28323!2d-85.887723!3d14.8420198

Con relacion a las muestras detectadas como positivas en esta técnica (ELISA), vemos que
los lugares de donde provienen estan cercaos entre ellos lo cual nos lleva a sospechar que
en esta area el maiz modificado genéticamente para resistir el dafio hecho por los insectos a
la planta (Bt) ha sido aceptado de una manera positiva por parte de los productores de esta

area.

B) Area urbana
Basados en la deteccion de la proteina Cry 1F, una vez sometidas al analisis las 25 muestras

de la zona urbana se determind la presencia de OGM en 6 muestras (tabla No. 8) evaluadas.

Los lugares de procedencia se observan en la figura 9.

Tabla No. 8 Muestras y lugares positivos mediante ELISA.

Codigo Lugar Cadigo Lugar

2.b B. El Centro 18.b Col. 4 de Mayo

4.b B. La Cruz 22.b B. La Nueva Esperanza
7.b B. La Mora 23.b Col. Donal Hall
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Figura 9. Lugares con muestras positivas para ELISA (Zona b).

Fuente: https://www.google.com/maps/preview#!data=11m4!1m3!1d2832312d-85.887723!3d14.8420198

Los resultados obtenidos de las 50 muestras analizadas mediante ELISA se detect6 la
presencia de organismos genéticamente modificados en alimentos con un total de 12
muestras positivas, donde 6 son procedentes de la area urbana y 6 de la rural. La proteina
Cry 1F que se detectd en las muestras evaluadas, se encuentra en dos de los eventos

modificados genéticamente en Honduras (ver tabla No. 1).

5.1.4. Relacién de muestras positivas

Al analizar las muestras mediante las dos técnicas (Técnica molecular de PCR y Técnica
ELISA) se encontrd la presencia de 4 (ver tabla No. 9) muestras positivas para ambas
técnicas, es decir que 5 de las 50 muestras evaluadas contenian el gen promotor pCAMv y

la proteina Cry 1F.
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Tabla No. 9 Relacion de muestras positivas mediante ambas técnicas.

No. Lugar Positivos para | Positivos para Materia
pCAMv proteina Cryl Prima

1 El Espino + + Maiz

2 Zavala + + Maiz

3 Santa Clara + Harina de maiz

4 Barrios + Maiz

5 La colonia Agricola + Harina de maiz

6 Guanaja + Maiz

7 Sabana Larga + Maiz

8 El Cerro + + Maiz

9 El Guanacaste o i Maiz

10 | Siguate + Harina de maiz

11 | Aguacate i Harina de maiz

12 | La nueva Esperanza de Rio + Maiz

Tinto

13 | Las Mesetas + Harina de maiz

14 | Las Lagunas del Huyaste + Maiz

15 | La Sosa i Harina de maiz

16 | B. El Centro + Harina de maiz

17 | B. LaCruz i Harina de maiz

18 | B. La Mora + No Contesto

19 | Col. 4 de Mayo + No Contesto

20 | B. La Nueva Esperanza + Maiz

21 | Col. Donal Hock + Harina de maiz

22 | B. Las Lomas + Harina de maiz

23 | B. El Estadio + Maiz

24 | B. La Trinidad + Maiz

25 | B. El Hatillo + Harina de maiz

26 | B. El Colegio + Harina de maiz

27 | B. El Campo + Harina de maiz
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En el cuadro No. 9 podemos observar como en su mayoria las muestras que dieron
positivas en ambas técnicas, fueron elaboradas a base de harina de maiz comercial aunque
en la encuesta realizada la mayor fuente de materia prima para la elaboracion de las tortillas
fue el maiz nixtamalizado por las mismas personas que elaboran las tortillas como se

discutira a continuacion.

5.1.5. Resultados de la encuesta.

La encuesta muestra que un 84% de las personas sostuvo no tener conocimiento sobre que

es una planta transgénica o0 OGM; sin embargo el 16% dijo conocer sobre la temaética.

Del 100% de los encuestados, sobre si habian consumido alimentos de origen transgénicos el 58%
menciono desconocerlo mientras que el 38% piensa que probablemente si y un 4% no supo que

contestar.

En relacion a la materia prima utilizada para la elaboracion de las tortillas, el 60% respondié que
utilizan el maiz que ellos mismos nixtamalizan, el 38% es de procedencia de harina comercial y el

2% ignora su procedencia.

5.2. Muestras negativas

Del 100% de las muestras analizadas, el 46% resultaron negativas a la presencia de OGM,
sin embargo las pruebas de laboratorio que se llevaron a cabo para la deteccion de
transgénicos son de alta especificidad, es decir que solo aquellos eventos que contenga las
modificaciones genéticas del promotor pPCAMv vy el gen que codifica para la proteina Cry
1F en sus constructos pueden ser detectados mediante las técnicas utilizadas (PCR y
ELISA).
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La seleccidn de la especificidad de las pruebas se hizo en base a los 4 eventos liberados por
el gobierno de Honduras mediante la Secretaria de Agricultura y Ganaderia (SAG) los
cuales son legalmente Unicos y activos en el pais actualmente, estos eventos son: TC1507,
Mon 810, VTPRO y el NK 603. Estos eventos contienen la presencia del promotor pPCAMv
y en dos de los productos biotecnolégicos contienen el gen para para proteina Cry 1 F, sin
embargo, al no poder analizar o detectar toda la construccién genética de los eventos antes
mencionados, no podemos asegurar que las muestras que resultaron negativas no pudieran
ser de nuevos eventos no aprobados y que dentro de su constructo no exista en alguna de

sus partes estos elementos a los cuales los reactivos utilizados no pudieron detectar.

Es posible que en el pais se estén cultivando de forma no controlada, nuevos eventos de
maiz transgénicos liberados en otros paises, que han podido ser ingresados al pais de forma

clandestina.
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VI. CONCLUSIONES

Se detectd la presencia del promotor pPCAMv en el 42% de las muestras evaluadas
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa PCR.

En la prueba ELISA se detecto la presencia de la proteina Cry 1f en un 24% de las
muestras estudiadas. Encontrando en un 10% de muestras evaluadas, la presencia del

promotor pPCAMv y la proteina Cry 1F en su estructura genética simultaneamente.

Se determino presencia de OGM en la zona rural en un 60% en aldeas y caserios

visitados, y en la zona urbana del municipio un 44% respectivamente.

Del 100% de las muestras colectadas, el 54% resultaron positivas mediante ambas
técnicas (PCR y ELISA), sin embargo el restante 46% probablemente podrian ser o
maices criollos u otras construcciones genéticas no detectadas por las pruebas

empleadas y que no han de estar registradas en el pais.



VIl. RECOMENDACIONES

Ampliar la presente investigacion a nivel nacional para poder tener una perspectiva como
pais sobre la realidad que se vive en Honduras con los cultivos transgénicos, incluyendo a
su vez, la utilizacién de un mayor nimero de reactivos para poder detectar asi posibles
nuevos eventos no registrados en el pais.
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IX. ANEXOS

Anexo No. 1 Encuesta aplicada en la recoleccion de las muestras.
Universidad Nacional De Agricultura
Universidad Nacional Autdbnoma de Honduras

Catacamas Olancho.

Nombre:

Lugar: Fecha:

Instrucciones: a continuacion se le presentan una serie de preguntas, conteste marcando
con una x en el espacio que se la asigna a cada interrogante.

1- ¢Sabe usted que es un transgénico?
a) Si b) No

2- ¢Ha escuchado usted el término de Maiz transgénico?
a) Si b) No

3- ¢Conoce usted algun tipo de maiz mejorado?
a) Si b) No

(Si su respuesta es no, pase a la pregunta No 5.)

4- ¢Que tipos de maiz mejorado conoce?

5- ¢Sabe usted con qué proposito se crea el maiz transgénico?
a) Si b) No
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10-

11-

12-

13-

¢Conoce usted en que aspectos se mejora el maiz transgénico?
a) Si b) No

¢Puede mencionar algunos de esos aspectos?

¢Ha escuchado usted la palabra alimentos transgénicos?
a) Si b) No

¢Sabe algo usted sobre el impacto que tienen este tipo de alimentos a la hora de ser
consumidos?
a) Si b) No

Desde su punto de vista, ;Qué impacto cree usted que tienen este tipo de alimentos
en la salud al consumirlos?
a) Positivo b) Negativo ¢) Ninguno

¢Considera usted que ha consumido este tipo de alimentos?
a) Si b) No

¢conoce usted de qué tipo de materia prima (Maiz nixtamalizado o harina) es
utilizada para elaborar las tortillas que consume?
a) Si b) No

Mencione el tipo de materia prima con el cual se elabora las tortillas que consume
(si son elaboradas a base de harina especifique la marca comercial de la misma):

Gracias Por Su Valiosa Cooperacion
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Anexo No. 2 Preparacion del CTAB modificado utilizado en la investigacion.

Volumen Final = 100 ml de solucién de lisis CTAB al 2%
- Concentraciones iniciales de: - NaClal5M -TrisHClal2 M - EDTA al 0.5 M.
- Concentraciones finales de: - NaCl al 1.4 M —Tris HCl al 0.1 m —EDTA al 20 mM.

Calculos para el NaCl: Calculos para el Tris-HCI
FD=5M =35 FD=2M=20
14M 01M
Vol. F =100 ml =28.5 ml Vol. F=100ml =5 ml
3.5 20

Célculos para EDTA
FD =500 mM =25
20mM

Vol. F =100 = 4ml.
25
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Anexo No. 3 Materiales, Equipo y Reactivos utilizados en la investigacion.

Materiales:
Bolsas para la recoleccion de muestras, Viales, Puntas de pipetas y micro pipetas,

Dispensadores, Porta objetos, Placas Petri, Plasticos transparentes de envoltura, Beaker,

Cinta adhesiva, Cubeta, Peine, Espatula.

9.1.1. Equipo:
Microcentrifuga, Termoblock Micropipetas, Transiluminador, Rotador, Termociclador,

Bench Cooler, Congelador, Balanza analitica, Calentador, CAmara de Electroforesis, Fuente

de Poder, Campana fotografica, Camara digital, Lector de ELISA, Computadora.

9.1.2. Reactivos.

CTAB, NaCl, Tris-HCI, EDTA, Bromuro de etidio, Agarosa, Mix de PCR, Aceite mineral
Taq Polimerasa, TAE 50X (stock) USAR, Gliserol, SarcosilAzul de bromofenol, Xylen
Cyanol, Agua destilada.
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Anexo No. 4 Protocolo de extraccion de ADN.

Extraccion y purificacion del ADN de las muestras.

La extraccion y purificacion del ADN de las muestras se realiz6 mediante la técnica
llamada CTAB o método del bromuro de cetil-trimetil amonio el cual consiste en: A)
Extraer los AN y exponerlos a las sales cuaternarios (CTAB) y el calor durante un tiempo,
B) Purificar quitando proteinas, lipidos y otros componentes utilizando el cloroformo, C)
precipitaremos del AN usando etanol absoluto frio y D) concentraremos el AN mediante
microcentrifugacion. Durante la purificacion, el AN se mantendra en fase acuosa, las
proteinas quedaran en la interface y los lipidos juntos con el DTAB y otros componentes
pasaran a la fase organica (Cloroformo). Las muestras de AN purificadas tendran ADN y
ARN, como solo estaremos interesados en el ADN las muestras seran tratadas con Ribo

Nucleasas.

Procedimiento:

-Macerar 100 mg de tortilla con 400 ul DTAB e incubar a 65 °C durante 40-45 min

mezclando cada 5 min por inversion.
- Afadir igual volumen de cloroformo, mezclar (hasta que se vuelva lechoso)
- Microcentrifugar durante 3min.

- Transferir a la fase acuosa a un nuevo vial, afadir 2 volimenes de etanol absoluto frio

mezclar (Suavemente) e incubar a -20 °C toda la noche.
- Botar el SN y secar el sedimento en la estufa.
- afadir el sedimento seco 50 ul de agua destilada estéril.

-guardar a —20 °C hasta su uso.
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