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INTRODUCCION

El analisis de deteccion de OGM (Or-
ganismos Geneticamente Modificados) con-
siste en una extraccion del ADN ( Acido de-
soxirribonucleico) seguida de una reaccion de
PCR ( Polymerase Chain Reaction) utilizando
primers especificos.

Para que la reacciéon de PCR se lleve a
cabo, el ADN extraido debe encontrarse en
condiciones y cantidad adecuadas. Estas
condiciones implican que no esté degradado o
acompafado de sustancia inhibitorias de la
PCR.

Factores fisico-quimicos del procesa-
miento de molienda humeda del grano de ma-
iz, pueden afectar las uniones fosfato de-
gradando el ADN.

En el proceso de obtencidon de jarabe
de maiz de alta fructosa, gluten, germen vy al-
midén a partir del maiz, las condiciones fisi-
coquimicas (pH y temperatura) que se utilizan
afectan la integridad del ADN ademas de las
separaciones fisicas intrinsecas del proceso,
llevando a una deteccion erratica del mismo.

Por otro lado, la deteccion de ADN utili-
zando la PCR es de gran sensibilidad, lo que
permite detectar cantidades minimas del
mismo. Al presente es el Unico metodo que
detecta OGM en productos procesados.

OBJETIVO

El objetivo del siguiente estudio fue de-
terminar en qué pasos del proceso de molien-
da humeda del grano de maiz, el ADN se
pierde, ya sea por degradacion o por separa-
cion fisica del mismo
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Se realizé un estudio exhaustivo de es-
te proceso utilizando maiz genéticamente
modificado. Para esto se obtuvieron muestras
en distintos puntos del proceso.

Se descubrié que a lo largo de las dis-
tintas etapas del proceso la cantidad de ADN
extraible fue decayendo, observandose una
importante caida de la deteccién entre el gra-
no de maiz proveniente del silo y el maiz pro-
veniente del proceso de maceracion, poste-
riormente se observé que el germen arrastra
la mayor cantidad de ADN , dejando solo tra-
zas en el resto del proceso. En las ultimas
etapas del proceso (gluten) no es posible de-
tectar la presencia de ADN y por tanto no es
posible determianr la presencia de OGM a
partir de dichas muestras.

MATERIALES Y METODOS:

Las muestras investigadas se denomi-
naron como se indica a continuacion:

M1: granos que provienen del silo de almace-
namiento e ingresan al macerador , M2: Li-
quido que se separa luego de la maceracion
conteniendo proteinas, M3: grano macerado
que ingresa a la molienda gruesa, M4: ger-
men, separado en el tamizado, M5: muestra
de lechada , proviene de la molienda fina del
proceso e ingresa a la centrifuga, M6: Frac-
cion enriquecida en almidén , separada en la
centrifugacién, M7: fraccion enriquecida con
gluten ,que continua en el proceso luego de la
filtracién, M8: liquido separado en el filiro, M9.
Gluten luego de pasar por el horno de secado.

Durante el muestreo se tomaron 250 g
de muestra, se las acondicion6 a -15°C y asi
se las mantuvo hasta su procesamiento.
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A las muestras se les realizd una ex-
traccion fenol/cloroformo y en forma alternati-
va una reextraccion por columnas empleando
el método de Wizard

Se estableci6 una metodologia ade-
cuada de analisis utilizando técnicas de elec-
troforesis y PCR del gen enddégeno y/o gen
modificado®

RESULTADOS

Las muestras que dieron Negativas a
través de la primera PCR (PCR;) fueron so-
metidas a una nueva extraccion del DNA por
columna de extraccion o a una reextraccion
por fenol/cloroformo. Estas muestras repurifi-
cadas fueron sometidas a una segunda PCR
del gen endégeno (PCR;)

El analisis de contenido de OGM me-
diante la deteccion del transgen dio un resul-
tado positivo, en las muestras que dieron po-
sitivas la determinacion del gen endégeno.

Esqgema de realizacion del ensayo

MUESTRA
(M1 a M9)

EXTRACCION Fenol/Cloroforma
ELECTROFORESIS del DNA ge-
némico

MUESTRAS +
M1 M3 M4 M5(dudosa)

MUESTRAS -
M2 M6 M7 M8 M9

PCR del gen enddgeno +
ELECTROFORESIS

MUESTRAS + MUESTRAS -
M3 M5 M6 M7 M1 M4 M2 M8M9
EXTRACCION REEXTRACCION
por columna (M1) Fenol/Cloroformo
(M2 M4 M8 M9)

PCR del gen endégeno +
ELECTROFORESIS

MUESTRAS -
M2 M9 M8

MUESTRAS +
M1 M4

CONCLUSIONES

De acuerdo al muestreo ( de M1 a M9)
que se realiz6 sobre la base del diagrama del
proceso ~ The corn wet milling process™ entre-
gado por el cliente se observa una disminu-
cion paulatina de la deteccion del DNA desde
la muestra M1 hacia la muestra M9.La mayor
disminucion se observa entre la muestra M1 y
M3 (positivas), como la M2 (negativa) es la
fase acuosa del macerado y en la misma no
se detecta DNA; esta disminucion puede de-
berse a una pérdida del DNA por degradacion
del mismo dada las condiciones fisico-
quimicas del proceso en esta etapa (macera-
cion durante 48 h. a temperatura 50 °C y
pH:2,5-3,5,). Por lo tanto a partir de la mues-
tra M3 la cantidad de DNA es menor y esto va
a limitar la deteccion en las muestras de las
etapas siguientes.

Durante la separacion del germen el
DNA se concentra en la M4 (positiva), germen
la cual se separa definitivamente del proceso.
Esta separacién sigue provocando una dismi-
nucion del DNA detectable en el proceso de
M5 en adelante.

En las muestras M5, M6 y M7 (positi-
vas) el DNA se encuentra en cantidades es-
casas (trazas) ; solo una técnica altamente
sensible, como la PCR, pudo detectarlo. En la
muestra M9 no se detecté DNA cuando se
hizo la deteccién por PCR a partir de una ex-
traccion de 0,3 g. Se repitio el método par-
tiendo de 5 g. En ambos casos se detecté la
presencia de inhibidores termo resistentes de
la PCR en la muestra. En la ultima extraccion
se pudo eliminar la interferencia del inhibidor.
Sin embargo tampoco se detectd presencia
de ADN.

Es posible detectar la presencia de
OGM en varias etapas del proceso . Sin em-
bargo a medida que avanzamos en el mismo
las condiciones fisicoquimicas degradan el
ADN vy limitan la posibilidad de deteccion de
OGM.
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