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transgénicos
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Eliana Yglesias Galvez

Direccion General de Diversidad
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Biotecnologia moderna

« TEDT.
1. DEFINICIONES Y CONCEPTOS
BASICOS

Aplicacion de:

a) Técnicas in vitro de acidos nucleicos, incluidos el acido
desoxirribunucleico (AND) recombinante y la inyeccion directa de
acidos nucleicos en las células u organelos, 6

1. Biotecnologia moderna
2. OVM
3. Ingenieria Genética

b) La fusién de células mas alla de la familia taxonomica que
superan las barreras fisiologicas naturales de la reproduccion y
que no son técnicas utilizadas en la reproduion y seleccion
tradicional.

p (Protocolo de Cartagena)
4. Transgén

Biotecnologia que involucra técnicas de AND recombinante, la
inyeccioén directa de acidos nucleicos en células u organelos y la
fusion de células mas alla de la familia taxonémica (PNTP)
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Organismo Vivo Modificado (OVM)

» Cualquier organismo vivo que posea
una combinacion nueva de material
genético que se haya obtenido
mediante la biotecnologia moderna
(Protocolo de Cartagena).

» Se entiende como cualquier entidad
bioldgica capaz de ser transferir o
replicar material genético, incluidos los
organismos estériles, los virus y los
viroides (PNTP).

i EET

Transgén

Es el gen construido mediante ingenieria genética que se
transfiere a una especie.

Su origen puede ser : *
* Vegetal -

+ Microbiano h

» Sintético

Ejemplo:
» El gen cp4 epsp tomado de la bacteria Agrobacterium
tumefaciens (cepa CP4).
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Ingenieria Genética

+ Conjunto de metodologias y
técnicas dirigidas a lograr la
modificacion del material
hereditario de una especie, con
el fin de conferirle atributos (por
ejemplo caracteristicas del
individuo o capacidad de
producir sustancias) que no los
tenia hasta ese momento.

« EET

Estructura de un gen

Promotor 5’ UTR CDS

Terminador
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I
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Productos de la expresion genética
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Comparacion entre transgénesis y mejoramiento convencional

La Biotecnologia Moderna
introduce el gen de otra especie en
una planta y la transforma

.
11

El mejoramiento tradicional se basa en
cruzamientos y seleccién entre la
descendencia

MINAM - GORE Lambayeque
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¢ Qué son los Transgénicos?

» Organismos manipulados genéticamente que
incorporan genes de otras especies, dandoles
caracteristicas diferenciales respecto al organismo
original.

» Sus descendientes heredan este mismo gen del
mismo modo que los propios.

i

Comparacion entre transgénesis y mejoramiento convencional
i imieda hadasial

e ——T / plarra g rsad
E =
) 1
k)

"' oy w e ad

El mejoramiento tradicional
Bdrerdegs vonke s

mymEire i mgE kel b e
Boamtmm rrprrmi . L] i

w
/ oy e el

La Biotecnologia Moderna

4

21/03/2012



Moédulo Didactico "Recursos Genéticos y Bioseguridad"”

« EE.

Version y combinacion de genes

*» Pueden existir diferentes versiones de un gen
Por ejemplo, para los genes Bt se tiene Cry1a(b), Cry1a(c),
Cry9c, etc.
* Por lo que se puede registrar diferentes variedades.
» La combinacion de la versién exacta del gen y su
ubicacion eventual dentro del genoma se denomina
“evento”

Por ejemplo, dos compafiias usan el mismo gen Bt pero
localizados en diferentes posiciones dentro del ADN, por tanto, se
trata de dos “eventos” diferentes

« TEI
2. OBTENCION DE TRANSGENICOS

Etapas en la obtencion de un transgén:
* Identificacién del problema.

* Identificacion del gen de interés para el hospedero
adecuado.

« Construccion del transgén.
* Transformacion genética.
» Seleccion y ensayos en espacio confinado.

» Ensayos en campo vy liberacion.

MINAM - GORE Lambayeque
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Version y combinacion de genes

Evento 1

~ i
2" EVENT#2
Sene copies

w EE
Etapas en la obtencion de un transgén

Identificacion del problema que
se desea resolver:

« Identificacion y valoracion de los
problemas que no pueden ser
facilmente resueltos con métodos
convencionales.

« Identificacién del tipo de problema
que se quiere solucionar:

resistencia a plagas, sequia,

patégenos, valor nutricional, otros.
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Etapas en la obtencién de un transgén

Identificacion del gen de interés

Mediante estudios de prospeccion.
Mejoramiento convencional.
Marcadores moleculares.

Bioinformatica.

vt R =

Etapas en la obtencion de un transgén

Construccion del transgén (“constructo”)

Gen marcador T

de seleccién: Promotor Gen de Gen de
resistencia a interés terminacién
antibidticos

MINAM - GORE Lambayeque
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Genes utilizados y caracter conferido en
plantas transgénicas
Tipo de gen utilizado en transgénesis Caracter que confiere a la planta
Toxina de Bacillus thuringensis Resistencia a Insectos
Proteina de la cubierta viral Resistencia a Virus
Quitinasas, glucanasas de plantasy de  Resistencia a Hongos
otros organismos
Lisozima humana y de cerdo. Otros Resistencia a Bacterias
péptidos bactericidas
Genes cuyos productos afectan la Resistencia a Herbicidas
biosintesis de aminoéacidos, o la
fotosintesis
Genes cuyos productos afectan la Retraso maduracion de frutos
biosintesis del etileno, o la formacion de
pared celular
-
T — =
Etapas en la obtencion de un transgén
Construccion del transgén (“constructo”)
SR
Promotor:
« Inicia la transcripcion.
» Controla la expresion del gen.
* Los mas comunmente usados son los derivados del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV),19S CaMV y
35S CaMV.
- |
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Genes de interés:
Roundup Ready®

Glifocinato de amonio

Etapas en la obtencién de un transgén

Construccion del transgén (“constructo”)

 Tolerancia al herbicida Glyphosato Zea mays L. (maiz)

« Tolerancia al herbicida Phosfinotricina PPT —

« Resistencia a Ostrinia nubilalis (Perforador europeo
de la mazorca)

Bt |

Transformacion genética:

Transgan Célula
- haospedera

.

Celula transgeénica

Etapas en la obtencion de un transgén

MINAM - GORE Lambayeque
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Etapas en la obtencién de un transgén
Construccion del transgén (“constructo”)

En plantas existen tres clases de genes marcadores
seleccionable:

+ Genes que dan resistencia a los antibioticos. E
« Genes que dan resistencia a herbicidas o

« Genes involucrados con varias vias metabdlicas.

i

Transformacién genética:
* Mediada por Agrobacterium.
+ Por biolistica (Gene Gun).
 Por electroporacion.
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Etapas en la obtencién de un transgén

Transformacién genética mediada por Agrobacterium

« SE.

Transformacion genética mediada por
Agrobacterium

« Infecta en la corona de la raiz o apenas por debajo del nivel del
suelo.

* Puede sobrevivir en el suelo independientemente de la planta
huésped.

« Infecta a la planta a través de cortes o heridas.

« Es un patégeno comun en plantas herbaceas, arbustos lefiosos y
dicotiledéneas.

« Las agallas producidas son estructuras globulares similares a
tumores.

MINAM - GORE Lambayeque
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Transformacién genética mediada por
Agrobacterium

» Agrobacterium es una
bacteria que causa una
enfermedad conocida como
“agalla de la corona” en
plantas.

* Es un parasito y puede
causar grave dafo a la
planta afectada.

» Se encuentra en el suelo.

i E.

Transformacion genética mediada por ™
Agrobacterium

* La relacion Agrobacterium — planta es un caso
unico de transferencia de ADN entre bacterias y
plantas (reinos diferentes).

 Esta situacion es aprovechada para emplear a la

bacteria como un vector natural para la

transformacion en plantas.
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Transformacién genética mediada por
Agrobacterium

» Agrobacterium se usa para producir plantas
transgénicas debido a que el T-ADN es definido
por sus bordes, mas no por las secuencias que
contiene.

* Por ello, los investigadores pueden sustituir la
region codificante T-ADN por cualquier secuencia
de ADN sin que haya un efecto a partir en su
transferencia del Agrobacterium a la planta.

i EET

Etapas en la obtencion de un transgén

Transformacion genética mediada por
biolistica (Biolistic Particle Delivery System)

MINAM - GORE Lambayeque
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Agrobacterium

Py L s

& Ecpzs @

Sam il

Transformacion genética mediada por

« e

Transformacion genética mediada por biolistica
(Biolistic Particle Delivery System)

» Método fisico de transformacion de células mediante el
cual se bombardea con particulas de oro o tugsteno
recubiertas de ADN, de alta densidad, de tamafo sub-
celular que son aceleradas mediante flujo de helio
presurizado a gran velocidad para introducir ADN dentro
de células vivas.

* Fue inicialmente propuesto para su uso con plantas
ahora tiene mayores aplicaciones.

21/03/2012
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Transformacién genética mediada por biolistica
(Biolistic Particle Delivery System)
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Etapas en la obtencién de un transgén

Transformacion genética por electroporacion &

Transformacion genética por electroporacion L .
*La electroporacién es un proceso mediante el cual

se aplica un campo eléctrico (pulsos) a una célula
viva por un pequeio periodo de tiempo,
ocasionando una ruptura transitoria reversible de la
membrana celular.

j Electroporador: equipo que

- crea un campo magnético

que altera la permeabilidad

"__————-ﬂ de las membranas celulares.

» Esta ruptura transitoria resulta en la formacién de
poros que permiten que moléculas exoégenas (ADN,
proteinas o drogas) ingresen a la célula.

MINAM - GORE Lambayeque 9
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Transformacioén genética por electroporacion 'E'.'

w S
3. IMPORTANCIA DE LOS
TRANSGENICOS

-

+ Las generaciones de transgénicos.

Cultivos transgénicos. wf
Peces transgénicos

Otros transgénicos disponibles hoy.
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Transgénicos de 1ra Generacion

Bt |

Las Generaciones de Transgénicos

1ra Generacion: Caracteristicas introducidas como
insumos agricolas y combate de plagas. e ::

- plantas Bty plantas RR.

Resistencia a las plagas:

... la resistencia a los insectos (Maiz Bt.)
resistencia al taladro. Incorpora el gen de

la endotoxina Bt (“Bacillus thuringiensis”).
2da Generacion: Tecnologias que incluyen producteas

de calidad mejorada para la nutricion y procesos y
industriales “ALIMENTOS FUNCIONALES”.
3ra Generacion: Cultivos o animales utilizados coniz

“biofabricas” para la produccion de farmacos
(vacunas, enzimas industriales).

Aplicaciones:

Alimento para animales.

Grasas comestibles: Margarina, aceites.
Edulcorantes: Bebidas de frutas, cereales y
helados.

Maiz molido: Harina, copos de maiz.

MINAM - GORE Lambayeque 10
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Transgénicos de 1ra Generacion Transgénicos de 1ra Generacion
Plantas sensibles a RR Plantas sensibles a RR
Tolerancia a Herbicidas: Shiimir kol < Plsplossd e es ST R R pe——
La soja “Roundup Ready” contiene un gen bacteriano que + s il
codifica la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintetasa, daaint | R
. . . h EFSP futay L o s
que participa en la sintesis de los a.a. aromaticos. El vegetal
que no contiene dicho gen, es inhibido por el glifosato, de 3 L-k...,umnm_....h- PP E——
ahi su accion herbicida. W ihatd i . | ' i i, § "T

plam bin 3
_— il
ama aibl

Aplicaciones:
harina, concentrados proteicos, lecitinas, aceite,..
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Transgénicos de 3ra Generacion

=

Transgénicos de 2da Generacién

Golden Rice En animales domésticos:

* Produccion de grandes cantidades de
vacunas para animales domésticos que
pueden ser mas seguras que las vacunas
tradicionales.

* Pruebas para diagnéstico de
enfermedades y defectos genéticos.

* Produccion de somatotropina
recombinante produce animales con
menor cantidad de grasa y aumento de la
produccion de leche.

Arroz Arroz transgénico
convencional enriquecido con pro-
vitamina A

= » )

Otros transgénicos de segunda y tercera ] L.
g g y Cultivos Transgénicos

OVGM Modificacion Fuente del gen Propdsito de la
Modificacion “_ —

Escherichia coli  Produccién de Produccion de
) Vacas
K12 Renina Queso

Hormona del ) Aumentar el

Salmon . Salmén L
crecimiento crecimiento

) Modificacion de la ' Procesamiento de

Eucaliptus - Pinus sp.
lignina pulpa

Arroz caroteno Daffodil Erwina S_u pl". eIk

Vitamina A

Expresion de
Oveja Anticuerposenla  H. Sapiens Leche Fortificada.
leche

47
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Para el afo 2009:

Bt = Bacilllus thuringiensis

Estado de los Cultivos Transgénicos en el
Mundo

* Soya, 69 millones de ha HT (77% érea total)

* Maiz, 41 millones de ha HT/bt (26% area total)

« Algodon, 16 millones de ha Bt/HT (49% area total)
« Canola, 6 millones de ha HT (21% area total)

HT = Tolerante a herbicidas

i EET

Area de cultivos transgénicos por cultivo

1 Croeprs, THHE
mires, MR Adies)

MINAM - GORE Lambayeque
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Areas cultivadas convencionales comparadas con areas Biotech en
los principales cultivos (Millones de acres / ha), afio 2009

(= DL

Stein & Rodriguez- Cerezo. 2009. The global pipeline of new GM crops, |

« EET

Evolucion del area con cultivos transgénicos en el mundo
140 4

B Other
Soaith Africa
HParagusy
Thina
o T
W Canada
Brazil
mArgendina
UEa,

Millian hectares
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Stein & Rodriguez- Cerezo. 2009. The global pipeline of new GM crops.
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Superficie de soya transgénica cultivada por paises 2003-2009 Superficie de soya transgénica por paises
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 OM SOYAREARNS: FLAMTED AREAS - @i COUNTRY FIO3-300F

D M.has t::]al M.has hf:]al M.has 1::1I M.has l::]al M.has t::]al M.has t:iil M.has ’::“

EEUU 241 810 250 850 254 870 272 830 238 10 282 @0 285 910

Argentina 132 ©5 141 976 150 %7 161 990 162 990 158 920 1866 990

Brasil 30 163 50 232 78 350 110 531 128 600 141 650 162 701

Paraguay 12 600 21 850 20 850 25 930 24 950 27 950

Uruguay T 42 031000 031000 04 1000 04 1000 06 1000 08 1000

Canada 05 450 06 450 05 450 05 450 06 480 05 503 06 434

Sudafrica T 31 T 700 01 50 01 749 01 798 02 799 03 80

Méjico T 147 T 142 T 81 T 83 T 18 T 150 TE 24

UE (Rumania) 01 636 T 737 01 702 01 821 -- - .

Tol soa 40 474 513 575 564 619 677

transgénico

Total soja 834 932 929 “2 %07 %3 101,8

% transgénico 46,3 506 552 611 622 643 665

Fuenie: USDA, ISAAA y CIC esimaciones

T: menos de 100.000 has; (€) Esimaciones

« . 3

Superficie de maiz transgénico por paises

i B

Superficie de maiz transgénico cultivado por paises 2003-2009

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Pais % % % % % % % CM MAIZE (CORM]: PLANTINGS B BAIH PRODUCERS
M.has otal M.has total M.has total M.has total M.has otal M.has ot M.has total " R
EEUU 127 400 154 470 172 520 193 610 276 730 278 800 297 850
Argentina 12 500 2 594 22 680 21 730 31 740 2 750 266 813

Brasi S 13 92 41€ 300
Sudéiica 15 125 04 145 05 285 12 462 16 56 15 622 18 656
Canad4 B0 BO 04 0 04 97 05 M4 06 466 06 538 07 617
Uruguay 30 30 T 380 T 60 T 603 T 562 01 556 01€ 560
Esparia 67 67 T 125 T 148 T 181 01 214 01 218 01 220
Toblmaz 184 204 233 34 38 36
transgénico

Tollmaz 1424 1450 1929 1470 158,0 1538 1523

% transgénico 10,3 12,7 14,3 15,9 211 10,3 12,8

Fuente: USDA, ISAAAy CIC esimaciones
T: menos de 100.000 has; (€) Esmaciones

MINAM - GORE Lambayeque 14
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Superficie, rendimiento y producciéon de maiz trangénico en
ciertos paises, campaiia 2008/2009 — 2010/2011

Area Rendimiento por ha Produccion
2008/ 2009/ 2010/ 2008/ 2009/ 2010/ 2008/ 2009/ 2010/
Pais 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011

Ton. Ton. Ton. 1000 Ton. 1000 Ton. 1000 Ton.

1000ha  1000ha 1000 ha o o o e ) s
méticas méticas méticas métricas métricas métricas

Argentina 2,500 2,700 3,200 6.20 8.44 688 15500 22800 22,000
Brasil 14,100 12925 13300 362 434 414 51000 56,100 55000
Canada 1,169 1,142 1,203 9.06 837 974 10592 9561 11,714
China 29864 31,180 32,450 5.56 5.07 533 165900 158,000 173,000
EU-27 8,785 8284 7,994 7.09 691 694 62321 57281 55467
India 8,170 8330 8,550 241 201 240 19730 16720 20,500
México 7318 6,280 7,000 331 324 299 24226 20374 20900
Nigeria 4,700 4,900 4,900 170 179 178 7970 8,759 8,700
Sudafrica 2,89% 3263 2,900 434 41 414 12567 13420 12,000
Ucrania 2440 2,089 2,648 469 5.02 450 11447 10486 11919
Otros 45062 44452 45618 246 241 247 110939 106926 112657
Total otros paises 127,004 125545 129,763 388 3.83 388 492192 480427 503857
Total EEUU 31,796 32169 32,960 9.66 10.34 959 307,142 332549 316,165
Total general 158,800 157,714 162,723 5.03 515 5.04 799334 812976 820,022

http:#/www.nass.usda.gov/Publications/Ag_Statistics/2011/Chapter01.pdf

57

Bt |

Maiz GM en los EEUU, 2000 - 2011
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Cultivos transgénicos aprobados en USA

ganado, o para procesamiento:
* Maiz: 24.
« Canola: 16.
» Papa: 18.
« Soya: 8.
» Tomate: 8.
Algodon: 13.

Cultivos GM aprobados para consumo humano, alimento de

_4

i

2008/2009 — 2009/2010

Exportaciones de maiz trangénico de los EEUU por pais de destino,

2008 2009 2010 2008 2009 2010

Pais dedestino  Ton. Ton. Ton. Paisdedestino  Ton.  Ton.  Ton.

métricas  métricas  métricas métricas métricas métricas
Japon 15,121,468 15130892 15491268  CostaRica 630,597 610,793 610,576
México 9,152,530 7,159,794 7,891,936  Cuba 785644 670,402 499,555
Corea del Sur 7909635 6,039,770 7,004,990 lsrael 811,983 112,509 443,70
Egipto 2438333 2272827 3,614,659  ElSalvador 400,897 427414 419,013
Taiwan 3245526 3,752,532 2,937,581 Panama 350,616 338,429 355423
Canada 2,627,733 1,899,852 1545408  Honduras 325436 384,387 344,898
China 3,037 148251 1454887  Jamaica 239,230 241,510 253,165
Siria 662,562 493061 1,321,350  Marruecos 351,724 707,650 237851
Venezuela 1142314 1294919 1054738  Tunez 183,738 73,104 227,751
Rep.Dominicana 1,041,543 964,204 898,661 Libia 113324 138,960 190,983
Arabia Saudita 614,799 569,183 695232  Indenedia 41645 19638 182,064
Guatemala 603,817 650,997 673,600  Ecuador 197,655 310,776 134,003
Colombia 2,567,149 1,234,833 661,156  Nicaragua 102,805 106,943 116,738
Pert 199,561 580,665 641,797  TrinidadyTobage 106,009 94,303 105489

Total Mundial 53,737,407 47,501,791 50,735,249

http://www.nass.usda.gov/Publications/Ag_Statistics/2011/Chapter01.pdf

h |
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Algodén GM en los EEUU, 2000 - 2011
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Eventos aprobados para consumo en Colombia
Nombre Comun Tecnologia Identificador Gnico Uso
Agodon Bollgard MON-00531-6 Consumo humano
Agodon Roundup Ready MON-01445-2 Consumo humano
Maiz Yieldgard MON-00810-6 Consumo humano
Maiz Roundup Ready MON-00603-6 Consumo humano
Trigo Roundup Ready MON-71800-3 Consumo humano
Semilla de soya Roundup Ready MON-04032-6 Consumo humano
Remolacha azucarera  Roundup Ready KM-00071-4 Consumo humano
Maiz BtHerculex |Bt Cry1F DAS-01507-1 Consumo humano
1507
Agodén Bollgard X Round MON-®®531-6 x MON- Consumo humano
Ready D1445-2
Maiz Bt11 SYN-BT-011-1 Consumo humano
Aroz Liberty LLRICE 601 Consumo humano
Aroz Liberty LLRICE 62 Consumo humano
63
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Soya GM en los EEUU, 2000 - 2011
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Datos de http://www.ers.usda.gov/Data/BiotechCrops/

« EET

Eventos aprobados en Argentina para siembra consumoy

comercializacién
Afo d
Cultivo  Caracteristicaintroducida  Evento Insectos Herbicidas no ce
aprobacion
i o ) Tepidopteros,
Maiz  Resistenciaa insectos lepidopteros 176 1998
Ostrinia nubilalis
\a | Toleranciaalhericidagiuosnato glufosinato de 1008
de amonio amonio
Maiz istencia a insectos MON810 1998
Maiz istencia a insectos Bi11 2001
Maiz  Tolerancia alherbicidagliosato  NK603 glfosato 2004
Resistencia a insectos lepidspteros
Jufosinato
Maiz  yloleranciaal herbicida glufosinato  TC1507  Lepidopteros Zr:ojga © 2005
de amonio
Maiz  Toleranciaalherbicidaglfosato  GA21 glfosato 2005
Tolerancia al herbicida glfosatoy ~ NKBO3X
Ma lepidopte lifosat 2007
B2 resistencia ainsectos lepidopteros  MON810 P oPero® giiosato
Tolerancia a los herbicidas 07 glfosatoy
Maz  glfosaloygliosinaodeamorio.y % lepidepleros  lubsinalo e 2008
resistencia a insectos lepidopteros amonio
Tolerancia al herbicida glifosato
Maiz ) o ¢ . ! Bt11 X GA21 lepidopteros glifosato 2009
resistencia a inseotos lepiddpteros
Maiz istencia a insectos MON89034 2010

16
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« EET

Eventos aprobados en Argentina para siembra consumoy
comercializacién (Cont.)

Cultivo  Caracteristicaintroducida  Evento Insectos Herbicidas A0 %

Resistencia a insectos coledpte
Maiz esistencia a inseclos Coleopleros o\ 117  colespteros glifosato 2010
yiolerancia al herbicida giiosato

Resistencia a insectos lepidopteros MON89034

Maiz ycoleopteros, ytolerancia al X L glifosato 2010
herbicida glifosato MON88017
Maiz Resistencia a insectos lepidopteros ~ MIR162  lepidépteros 2011
Maiz t:::’:c::l:;E:ﬁgg;r::;\ifnsam B'ulf':i'x lepidépteros g:x?::fa‘{nde 2011
yglufosinato de amonio amonio
) Glifosatoy
s T s 1
Soja Tolerancia al herbicida glifosato 40-3-2 glifosato 1996
Soja Tolerancia al herbicida glufosinato 2270412 glufosinato de 2011
de amonio amonio
il SR
Algodon  Resistencia a insectos lepidopteros  MONS31  lepidopteros 1998
Agodon  Tolerancia al herbicida glifosato MON 1445 glifosato 2001
R et e R
65
frYveis=. |
Plantas que han sido transformadas
Genéticamente
Abeto Eucalipto Pino
Acelga Frambuesa Platano
Alfalfa Frutilla Poroto
Algodoén Kiwi Poroto de soya
Alamo Lechuga Remolacha
Arabidopsis Lirio Repollo
Arroz Maiz Rosa
Arveja Mani Sorgo
Camote Manzana Tabaco
Cafia de azUcar Maravilla Tomate
Cebada Orquidea Tulipan
Centeno Papa Trigo
Clavel Papaya Vides
Crisantemo Petunia Zanahoria
Esparrago Pera Zapallo
67
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Eventos propuestos para maiz transgénico para los proximos afos

Industry Corn Portfolio®

A Steady Pipeline of Evenls
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Las siete compaiiias de agroquimicos mas grandes

Top 7 Agrochemical Co's

2000 sales ($ billion)
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Peces transgénicos

i
Definiciones y conceptos basicos

Algunas caracteristicas de interés para el desarrollo de peces
transgénicos (Hayes, 2007):

« Reduccion del tiempo de desarrollo (ciclo de produccién).

« Mejorar la eficiencia en la conversion de alimento.

« Mejorar la gama de condiciones ambientales toleradas para un
buen crecimiento y desarrollo.

» Uso de los peces como bio-factorias.
« Esterilizacion para prevenir el flujo génico a parientes silvestres.
« Sincronizacion de la reproduccion.

MINAM - GORE Lambayeque

= )
Definiciones y conceptos basicos

* Los peces constituyen una importante fuente de proteina,
especialmente para cubrir la demanda de alimento

« La acuicultura (peces, moluscos, crustaceos y algas) ha
respondido aumentando su infraestructura, con seleccion y
mejoramiento clasico para algunas pocas especies e
intensificando su produccion: de un suministro per capita de
0,7 kg en 1970 a 7,8 kg en 2006 (FAO, 2008)

» Hay mucho interés en el potencial de los peces transgénicos
para aumentar la capacidad productiva

* Actualmente China es el mayor productor en el mundo

. EE |
Obtencién de peces transgénicos

1. Seleccién del ADN foraneo a introducir conteniendo las
caracteristicas de interés

2. Introduccion del DNA en los embriones de los peces
3. Integracién del DNA en el genoma del huésped

4. Transmision a la descendencia

21/03/2012
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Obtencién de peces transgénicos

Plasmido GM

Huevo de cod fertilizado Cod-GM
Gadus morhua

Bt |

Principales especies transgénicas

Pez cebra

Trucha arco iris

MINAM - GORE Lambayeque
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Principales especies transgénicas

Al menos 35 especies de peces transgénicos se estan
desarrollando en el mundo, conteniendo genes de otros peces,
humanos e insectos

= -~

g
v‘ Devlin et al

e | A

Especies en las que esta desarrollando la
Ingenieria Genética

Nombre cientifico Atributo deseado

Pez cebra Danio rerio D6-desaturasa, fitasa

Pez dorado Carassius auratus Tolerancia al frio

Tilapia del Nilo Oreochromis niloticus Crecimiento

Carpa Cyprinus carpio Lactoferinas

Pez gato del canal Ictalurus punctatus Resistencia a enfermedades

Salmén atlantico Salmo salar Crecimiento y tolerancia al
frio

Trucha arco iris Oncorhynchus mykiss Crecimiento, metabolismo

de carbohidratos

__a

21/03/2012
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Riesgos ambientales de los peces
transgénicos

» Mayor competitividad por recursos y alimentos que las
especies silvestres.

« Dafio a poblaciones silvestres afectando sus patrones
demograficos.

+ Afectar la habilidad de especies silvestres de aparearse y
reproducirse.

» Podrian comportarse como especies invasivas al tener un

mayor rango de tolerancia ambiental.

Bt |

Caso del pez cebra en Peru (peces
ornamentales)

« El laboratorio de Mejora Genética y Reproduccion Animal de la
Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas de la
Universidad Nacional Federico Villarreal viene realizando
ensayos experimentales con especies de peces ornamentales
Danio rerio (pez cebra).

« Encontrando peces con una coloracion distinta a las lineas
que trabajaban (blanca gris) .

» Con pruebas realizadas se detecté que eran peces cebra
fluorescentes tipo K2.

* Se lograron reproducir en condiciones controladas.

MINAM - GORE Lambayeque
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Caso del salmon atlantico GM

» La Administracion de Alimentos y Drogas de los EEUU (FDA)
esta considerando la aprobacién de salmén atlantico
genéticamente modificado para consumo humano.

* El salmén atlantico GM (Salmo salar) contiene un gen de
crecimiento del salmén del pacifico (Oncorhynchus
tshawytscha) y un segundo gen de otra especie (Zoarces
americanus).

 Un estudio reciente (Smith et al., de diciembre de 2010)
indicaria que la evaluacion de riesgos e impactos ambientales
de la FDA para la aprobacion de este organismo GM estaria

incompleto.

i S
4. DETECCION DE OVM

Se requiere contar con metodologias que permitan
realizar la deteccion e identificacion de eventos
transgénicos de manera sensible, reproducible,
rapida y de bajo costo.

21/03/2012
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Necesario para:

« EET

Necesario para:

SO 5,
35!:*3 * J,'::-.::,‘ﬁ
b e

» Asegurar la pureza y segregacion de los productos o
eventos.

Permitir la trazabilidad de las modificaciones généticas:
» En la Industria de alimentos y de las compafias de
semillas.
» Para asegurar la pureza y segregacion de productos.
» Por las autoridades competentes para asegurar el
cumplimiento con la legislacion.

» Capacidad de identificar productos especificos en el

» Poder hacer la trazabilidad de la modificacién genética mercado.

en los cultivos.

« e A

Principales métodos de deteccion de OVM

i MR
Principales métodos de deteccion de OVM

Métodos basados en el Métodos basados en el

Deteccién de OVM andlisis de proteinas: andlisis de ADN:
» Para materias primas * Deteccién en muestras
« Se pueden aplicar en el con alto grado de
Métodos basados en Métodos basados en campo procesamiento
ADN proteinas . . i i
Para detectar ADN ..... Para detectar nuevas * No requiere personal muy Requieren eqm.po.y
proteinas especializado personal especializado
« El formato de tiras laboratorio
reactivas no requiere * Los resultados son mas
| Cualitativa y cuantitativa | K o .
equipo especializado precisos
- Metodologia simple * Metodologias mas
laboriosas

83
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Principales métodos de deteccion de OVM

1. Deteccidon inmunoquimica de las proteinas
modificadas: Q‘,
* ELISA (Ensayo de inmunodeteccion) q -5%
« Strips o tiras reactivas -
» Western Blot

S
2. Deteccion del ADN de los OVM

* PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa)

— Q'
Deteccion inmunoquimica de las proteinas modificadas

» Esta metodologia se basa en el reconocimiento
especifico de una porcion de proteina expresada por
el OVM mediante un anticuerpo, recreando una
respuesta inmune.

» Puede permitir la deteccién especifica de determinado
anticuerpo por un epitope Unico.

« Alta especificidad.

87

MINAM - GORE Lambayeque

Requerimientos para la deteccién de OVM -

Moleculas Blanco:
» ADN o proteina.

Captura de moleculas:
» Para ADN: Iniciadores.
 Para Proteinas: Anticuerpos.

Materiales de referencia:
« Controles positivos y negativos.
« Calibradores para cuantificacion.

h |
v B ﬂf’j’%

_4

Deteccién inmunoquimica de las proteinas modificadas

ELISA “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”

« Basicamente, esta prueba es una reaccién antigeno-anticuerpo
que se lleva a cabo en una fase solida (placa de 96 pozos).

« El antigeno-anticuerpo reaccionay produce un complejo estable
que puede ser visualizado por la adicion de un segundo
anticuerpo unido a una enzima.

« La adicién de un sustrato que reacciona con la enzima resulta en
una formacion de color, que puede ser medida fotométricamente.

88

h |
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ELISA:
Respuesta

Q7

Deteccién inmunoquimica de las proteinas modificadas
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Tiras de flujo lateral

» Variacion comercial de las pruebas de
ELISA que permiten obtener
resultados semi cuantitativos de
forma sencilla y rapida.

» Se emplean para la deteccion de
OVM en hojas, semillas y granos.
Como soporte se emplean tiras de
papel o plasticas, que es donde

ocurre la reaccion. Nt o]

Q7

Deteccion inmunoquimica de las proteinas modificadas

Resultado
positivo

MINAM - GORE Lambayeque
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Deteccion inmunoquimica de las proteinas modificadas

R
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S— Q'
Deteccion inmunoquimica de las proteinas modificadas

Tiras de flujo lateral
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Deteccién inmunoquimica de las proteinas modificadas

S 1

B 4 ; ol
Western Blot o #1{

» Es un método altamente especifico que permite
determinar si la muestra contiene la proteina objetivo,
eficiente con proteinas insolubles.

» Se basa en la separacién de proteinas de una
muestra en funcion de su tamafio mediante
electroforesis y posterior deteccion mediante
anticuerpos especificos para la proteina.

= | ﬂf’ %
Deteccion inmunoquimica de las proteinas modificadas
Western Blot

Proteinas transferidas
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Deteccion inmunoquimica de las proteinas modificadas

Ventajas
* No requiere mucha preparacion de la muestra.

» Ensayo relativamente rapido (2-4 horas, incluyendo
preparacion de la muestra).

* Produce resultados cualitativos o semi-cuantitativos.

Costo relativamente bajo o medio.

Aplicable para el analisis de muestras numerosas.

MINAM - GORE Lambayeque

- QO
Deteccién inmunoquimica de las proteinas modificadas

Desventajas

» Faltan anticuerpos relevantes para los diversos
eventos OVM.

» Pueden producirse falsos positivos.

* No todos los OVM expresan la proteina en todas
partes de las plantas.

» ELISA no son evento especifico.

__a

21/03/2012

24



Moédulo Didactico "Recursos Genéticos y Bioseguridad"”

« EET

Agdia Inc., USA

Biogenetic Services
Inc., USA

Bt- Cry 1Ab, -Cry1Ac, -Cry1c,
-Cry2A, -Cry3A, -Cry9C
DAS-ELISA

Cry 1Ab (Corn Mon809, 810,
Bt 11, E-176)

Cry9C (Corn CBH 351,
Starlink)

Cry1F (Corn Herculex)
CP4 (EPSPS Soybean RR)

Q7

Algunos kits de diagnéstico basado en ELISA (Cont.)

Nombre del Kit Formato de la prueba

DAS-ELISA

Immunostrips

ELISA (about 0.15% detection
level)

ELISA (about 0.04% detection
level)

ELISA

ELISA (about 0.05% detection
level)

i EET

Flujograma para el analisis de OVM usando ADN

| Alimento no

GM (y control -

)

(y control +)

Estandar de referencia

Material de
Alimento GM

Extraccion de ADN
Pureza del ADN

| Amplificacion del ADN |

| Electroforésis

!

Interpretaciony
documentacion

MINAM - GORE Lambayeque
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Neogen Corporation,
USA

Strategic Diagnostics
Inc., USA

and cotton
Cry2A, Cry1C, Cry1F, Cry3B

and Cry9C in Starlink Corn
Cry9C

CP4

Cry9C

RUR Soya Meal, Soya Grain,
Bt 1 Maize, Bt 9 Maize

')
Algunos kits de diagnéstico basado en ELISA -

Nombre del Kit Formato de la prueba

EnviroLogix Inc., USA  Cry 1Ab & Cry1Ac in Bt corn

ELISA
ELISA

Quickstix (1 kernel in 800 in 5
min.)

Lateral flow assay (Soybeans
0.1%; corn 0.125%)

Lateral flow assay
(corn 0.125%)

ELISA

« EET

Deteccion del ADN de los OVM

» La deteccidn de una secuencia especifica de ADN
es uno de los métodos mas utilizados para la
identificacion y cuantificaciéon de OVM y sus
productos derivados.

» Los métodos que permiten la deteccién cualitativa,
semicuantitativa o cuantitativa de OVM.

» Se emplea la tecnologia de la PCR, ya sea en
punto final (convencional) o en tiempo real.

100 I

21/03/2012
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Deteccion del ADN de los OVM

Factores intrinsecos de la muestra que
afectan la amplificacion:

* Integridad de ADN molde.

» Tamafio del amplicén.

* Presencia de sustancias inhibidoras.

* Proteinas.

* Otros: EDTA, NaOH, SDS y otros detergentes.

101
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Deteccion del ADN de los OVM

Disefio de cebadores
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Deteccion del ADN de los OVM

Control de calidad del PCR:
« Controles positivos y negativos.
+ Controles de extraccion (blancos)
* Iniciadores (primers) validados.

* Todo el analisis realizado (al menos) en duplicado.

i E.

Deteccion del ADN de los OVM
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Deteccion del ADN de los OVM

PCR Multiplex

« Variacion de la técnica de PCR
en la cual se usan dos o mas
sets de primers en un unico
tubo de mezcla.

« Tiene por objetivo lograr la
amplificacién simultanea de
multiples segmentos de ADN.

* Debe ser estandarizado.

105

Deteccion del ADN de los OVM

Ventajas

 Alta sensibilidad, limites de deteccién < al 0,1% del ADN
presente.

» ElI PCR semi-cuantitativo puede brindar un estimado
aproximado del nivel de contaminacion.

» EI PCR en tiempo real puede proporcionar una
cuantificacion bastante precisa en un rango menor al 10%

ADN altamente estable.

= s

107
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Caso de deteccion de OVM
empleando PCR Multiplex en el
Perd

Teina (329 ph)
Tros {151 pl]
PRS{101 pbj

« T =i |

Deteccion del ADN de los OVM

Desventajas
» No todos los tejidos contienen la misma cantidad de ADN.

» Requiere facilidades e instrumentaciéon de laboratorio
relativamente avanzadas y personal altamente calificado.

» Costo mas o menos alto.

* Puede demandar tiempo (generalmente mas de 24 horas
para tener resultados)

Se deben tomar precauciones para evitar contaminacion.

108 I
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Algunos kits de diagnéstico basado en PCR

Nombre del Kit

Applied Biosystems TagManR GMO Maize 355  Alimentos e ingredientes procesados
Detection Kit incluyendo harina, comidas, semillas,
granos, tejidos de plantas y aceites.

Applied Biosystems TagManR GMO Soy 355 Alimentos e ingredientes procesados
Detection Kit incluyendo harina, comidas, semillas,
granos, tejidos de plantas y aceites.

BioteCon Diagnostics Round-up Ready Soya Productos de la soya.

GmbH

EnviroLogix QualiPlate Kit for Roundup ~ Roundup Ready corn, Roundup
Ready Corn, Event 603 and  Ready cotton, Soybean and soy
Cotton flour

EnviroLogix QuickStix Kit for Roundup Algodén RR, habas y canola
Ready Bulk Grain

109

w EET
5. ETIQUETADO DE ALIMENTOS
TRANSGENICOS

CORN

30 B TER HETIOE

SIENE S88L WY
CAEY ML
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Evento t14/t25 liberty link maize (tolerante a herbicida)

Gerasming

L

BSbp  TaaMan

Cuaitstee 125 15 0 1555 40

LLLLLLL

Guantitative

BMC Bioinformatics Database Open Access

DD: a of GMO i
Wei Dongt1, Litao Yangt1, Kailin Shen2, Banghyun Kim3, Gijs A Kleter4, Hans JP Marvin4, Rong Guo5, Wanqi
Liang1 and Dabing Zhang*

|

110 I

« EET

¢Porqué es importante el etiquetado de los alimentos ?

* Llevan informacién basica sobre el contenido de
nuestros alimentos.

* Los consumidores tienen derecho a saber que estan

comprando o consumiendo.

h |

21/03/2012
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Base Legal

« La Constitucion Politica del Peru en el Articulo 65°
establece la defensa de los consumidores y usuarios, y
garantiza el derecho a la informacion sobre los bienes y
servicios que se encuentran a su disposicién en el mercado.

» Ley 29571, Codigo de Proteccion y Defensa del
Consumidor, Articulo 37° sobre Etiquetado de Alimentos
Genéticamente Modificados: Los alimentos que incorporen
componentes genéticamente modificados deben indicarlo
en sus etiquetas.

113

Bt |

Legislacion comparada: Brasil

» Decreto 4680 del 25 de Abril de
2003:

Art.2.-

...“(nombre del producto)
transgénico”, “contiene (nombre
del ingrediente o ingredientes)
GM(s)”, “producto fabricado a
partir de (nombre del producto)
transgénico”...

Contenido de OVM: 4% - 1%

A B

115

Generalidades

* Anivel internacional se han implementado “niveles
umbrales minimos” para el marcaje de alimentos GM.

* Enla Unién Europea, la “regulacion umbral” especifica
que los productos alimentarios deben ser etiquetados
como GM siempre que los ingredientes contengan
productos derivados de organismos GM en una proporcion
superior al 0.9%.

» Deberan implementarse métodos eficientes para la
deteccion en alimentos altamente procesados.

MINAM - GORE Lambayeque
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Legislacion comparada: Brasil

Art.3.-

..."(nombre del animal) alimentados con la dieta
que contienen ingredientes modificados
genéticamente" o "(nombre del ingrediente)
producido a partir de animales alimentados con
piensos que contienen ingredientes modificados
genéticamente."

21/03/2012
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Legislacion comparada: Espafa

* Reglamento 178/2004 de la Ley 9/2003
Los operadores garantizaran que:

a) En el caso de los productos pre-envasados la etiqueta
contendra la siguiente indicacion: «Este producto
contiene organismos modificados genéticamente», o
bien: «Este producto contiene (nombre de los
organismos) modificado genéticamente»

117
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Ejemplos: Uniéon Europea

- e

Especifica que este producto ha sido
producido con maiz no modificado
genéticamente

119
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Legislacion comparada: Otros

 Australia — Nueva Zelanda:

“En la etiqueta se debe consignar, al lado del nombre del
alimento o ingrediente, las palabras “genéticamente
modificado”

* Noruega:

“... debe estar etiquetado en Noruego y/o Inglés con las

modificado” y/o “Contiene organismos genéticamente
modificados”

palabras “Contiene (nombre del organismo) genéticamente
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Ejemplos: Unién Europea
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Etiquetado en la Unidn
Europea —Holanda, donde
muestra que contiene aceite de
soya genéticamente modificado
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Moédulo Didactico "Recursos Genéticos y Bioseguridad"”
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GRACIAS

Correo electronico de contacto

eyqlesias@minam.qgob.pe
http://pe.biosafetyclearinghouse.net
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Cuando etiquetar

El etiquetado se efectua:
» En base a Productos Finales

» En base al proceso de Produccién

¢, Cuando hay que etiquetar?
* En cumplimiento de la ley
* El solicitante presenta solicitud
» Como condicion de el otorgamiento del permiso

* Gestién de Riesgos
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