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EFECTOS GENOTOXICOS Y CITOTOXICOS DE SOJA (VARIEDAD NUEVA
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Co-Orientador: Pastor Pérez Estigarribia

RESUMEN

El presente trabajo estudia los posibles efectos toxicos a nivel genético y citolégico
que podria ocasionar el consumo de soja transgénica producida en el Paraguay. Se
plante6 como objetivo dilucidar los potenciales efectos genotoxicos y citotoxicos de
soja transgénica Nueva Andrea 66RRN obtenidas en un campo experimental
particular con diferentes dosis del herbicida Glifosato. Como modelo experimental
bioldgico se utilizé ratones Mus musculus de la cepa Swiss albinos adquiridos del
bioterio del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud de la UNA. Como
controles se utilizé soja convencional de la variedad BRS 282 para el control
negativo y el quimico Ciclofosfamida como control positivo. Los tratamientos
consistieron en la administracion mediante ingesta de las sojas, en forma de pellets
elaborados en el laboratorio haciendo una mezcla de proporcién 1:1:3 siendo estos:
soja, almidon de mandioca y balanceado comercial, respectivamente. El periodo de
tratamiento fue de 14 dias. Los parametros evaluados fueron presencia de
Micronucleos en Eritrocitos policromaticos y porcentaje de Eritrocitos
policrométicos en extendido de médula Gsea; para el ensayo de genotoxicidad y
citotoxicidad, respectivamente. Para descartar alguna diferencia en la calidad
nutricional que pudiese interferir en los ensayos, también se ha realizado ensayos de
composicion nutricional de las sojas transgénicas. No se ha observado un incremento
en la proporcion de Eritrocitos policromaticos micronucleados en ningln tratamiento
con las sojas transgénicas ni convencional; si en el control positivo y tampoco
diferencias en el porcentaje de eritrocitos policromaticos sobre los normocromaticos.
Los conteos fueron testeados mediante analisis estadisticos descriptivos y contrastes
de hipdtesis tanto paramétricos como no paramétricos. Los resultados estadisticos
arrojaron valores por debajo del nivel de significancia al 0.05 (p<0.05) cuando se
comparé las medias pareadas contra el control negativo, no asi para las
comparaciones con el control positivo, donde si se observé una significancia
estadistica esperada. EI examen de composicion nutricional tampoco ha evidenciado
una diferencia sustancial con respecto a la soja convencional. Por lo que se puede
concluir que, en ratones Swiis albinos, en estas condiciones laboratoriales, el
consumo del producto biotecnolégico, la soja transgénica variedad Nueva Andrea
66RR, no conlleva a riesgos de genotoxicidad y citotoxicidad.
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Summary

In this work are evaluated the possible toxicological effects due to consumption of
transgenic soybean produced in Paraguay. The objective was to assess potential
adverse effects in terms of genotoxicity and cytotoxicity of a transgenic soybean
Nueva Andrea 66RR obtained from a private field and cultured with different
Glyfosate doses. As experimental model were used Mus musculus albine Swiss mice.
As controls of the experiment were used conventional non-transgenic soybean and as
positive control Cyclophosphamide. Treatments consisted in consumption of
manufactured pellets with such soybeans mixed with cassava starch and commercial
pellet in the following proportion 1:1:3.Treatment duration was 14 days. Evaluated
endpoints were presence of Micronuclei in Polychromatic Erythrocytes and
proportion of them in bone marrow smear for genotoxicity and cytotoxicity
respectively. To eliminate differences due to nutritional imbalance was performed
nutritional quality test of transgenic soybeans. There were not observed any increase
in proportion of micronucleated cell in all treatment, nor differences in percentage of
polychromatic erythrocytes. Values were contrasted with non-parametric test, which
gave no statistical significance (p<0.05) when compared to negative control,
however, when compared with positive control was observed statistical differences,
as expected. Nutritional quality assay performed gave no substantial differences to
conventional soybean. Therefore, in the case of Swiis albino mice, in these
laboratory conditions, the consumption of the biotech product, the transgenic
soybean Nueva Andrea 66RR, does not lead to risks of genotoxicity and
cytotoxicity..

Author: Hajime Guillermo Kurita Oyamada
Advisor: Edith Alba Luz Segovia Corrales, PhD.
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1. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion pretende cubrir un area de interés tan
controversial como lo es el consumo de organismos genéticamente modificados
(OGM), en particular, la soja transgénica RR cultivada en Paraguay. Nuestro pais es
un productor importante de soja a nivel regional y mundial, por lo que es de suma
importancia dilucidar y asegurar la inocuidad de los granos transgénicos producidos.
Como es un producto del desarrollo biotecnologico, es de suma importancia el
estudio de la toxicidad desde las primeras etapas hasta el producto final de consumo
ya que se consideran numerosas normativas y convenios que se deben aprobar para la

salida al mercado de dicho producto.

En este sentido, los estudios cientificos publicados generalmente se enfocan en el
estudio toxicoldgico del herbicida Glifosato utilizado en la soja Roundup Ready(R)
abreviada como RR de Monsanto, .Sin embargo, poca atencion se le ha dado a la soja
transgénica per se. Con este trabajo se utilizard una aproximacion al problema

valiéndose de la técnica de la genética toxicoldgica.

Se utilizara dicha metodologia debido a que en nuestro medio existe cierto temor en
cuanto al consumo de OGM. EIl temor radica en que exista una relacion no
confirmada entre el consumo de OGM vy la aparicién de malformaciones en recién

nacidos; por lo que la genética toxicoldgica ayudaria a esclarecer este supuesto.

La genética toxicologica estudia la interaccion de agentes xenobidticos con el
material genético mediante analisis de cambios en la estructura del material genético.
En el presente trabajo, se utilizd la técnica de conteo de micronucleos como una

medida de dafio genético. En el pais este es el primer trabajo sobre la soja



transgénica consumida como alimento analizando posibles efectos en el material

genético en modelo de ratén.

Como objetivo general se planted evaluar la actividad genotoxica y citotdxica de la
soja transgénica producida en Paraguay. Para alcanzarlo se propuso como objetivos
especificos a) determinar la composicion nutricional del grano de soja convencional
y transgénica sometidos a diferentes tratamientos de glifosato, b) estimar los efectos
genotdxicos del tratamiento realizado con soja transgénica y convencional en médula
Osea de ratones mediante la determinacion de modificaciones de la frecuencia de
micronucleos (MN) y por ultimo c) estimar los efectos citotoxicos del tratamiento
realizado con soja transgénica y convencional en médula ésea de ratones mediante el

analisis de las desviaciones de las proporciones entre eritrocitos jovenes y maduros.

No es objetivo de este trabajo el analisis sobre la viabilidad de la soja transgénica
como fuente alimenticia, ya que para que dicho efecto se necesita estudios
estandarizados como por ejemplo ensayos de alérgenos, analisis composicionales,

evaluacién de anti nutrientes, etc.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Lasoja

La soja -Glycine max- es una legumbre anual de la familia de las Fabaceae y su
semilla comestible es probablemente la mas importante a nivel mundial, proveyendo
de proteinas de origen vegetal a millones de personas al rededor del mundo (FAO,
2009). Su origen es desconocido, aunque su centro de distribucién original podria

remontarse a algun lugar del territorio de China Continental (Jacob MA, 2016)..

A pesar de que el cultivo de soja se remonta hace mas de 5000 afios en China, solo
hace aproximadamente 200 afios que tiene el impacto actual. El cultivo tuvo mayor
demanda para la produccion de aceite vegetal a comienzos del siglo pasado, en
especial en las diferentes guerras mundiales, siendo el principal promotor los EEUU.
Esto permitié la introduccién de este grano a Sudamérica, principalmente a la
Argentina y Brasil (Singh, 2009).

2.1.1. Lasojaen Paraguay

A pesar de la pequefia area territorial del Paraguay respecto a otros paises
productores, esta se ha situado entre los de mayor produccién de soja a nivel
mundial. La estimacion dada para el afio 2015-2016 fue de 3,6 millones de hectareas
(O’Kray, 2015), y segun los informes de la Camara Paraguaya de Procesadores de
Oleaginosas y Cereales (CAPPRO) en el afio 2016 alcanzé una cifra récord de
9.171.216 de toneladas, por lo que hace que el pais sea el cuarto exportador y sexto
productor mundial de la soja. (USDA, CAPPRO).

Con esto es facil comprender la importancia de este rubro tanto para la economia

local y mundial. Para cumplir con ello, a pesar de los conflictos publicos, se manejan



varias estrategias atendiendo la creciente demanda a nivel mundial y la escasez de

terreno, (James 2011, citado por Barrows, Sexton, & Zilberman, 2014)

En este sentido se hace obligatorio hacer frente a las mas importantes amenazas de
caracter biotico como abidtico tales como plagas y condiciones climaticas
desfavorables respectivamente. Para ello, se han establecidos varias estrategias como

por ejemplo las herramientas biotecnoldgicas (Belgin, 2006).

2.2. La Biotecnologia
Segun la Convencion sobre Diversidad Bioldgica, la Biotecnologia se define como

“cualquier aplicacion tecnoldgica que use sistemas bioldgicos, organismos vivos o
sus derivados, para crear o modificar productos o procesos para un uso especifico”
(CBD, 2012).

Debido a la alta especificidad y accesibilidad de la tecnologia, la Biotecnologia se ha
consolidado en el &mbito agricola tanto para hacer frente a condiciones bioticas o
abidticas (FAO, 2011). Asi con el uso de la biotecnologia se logré6 modificar hasta la
informacién genética de un organismo para conferirle algunas caracteristicas de

interés con la que inicialmente no contaba. (Barrows et al., 2014)

La transferencia de la "informacién" —que es denominada gen— para adquirir una
capacidad se obtiene mediante el corte y empalme del gen de interés obtenido de otro
organismo e insertado en el individuo a quien se quiere conferirle esa caracteristica.
A este Gltimo organismo, ahora con un nuevo gen de otra especie, se lo denomina
Organismo Genéticamente Modificado u OGM. (Smyth & Phillips, 2014) y al

organismo cuyo genoma no ha sido modificado se lo denomina convencional.

Si bien la utilizacién de OGM no es nueva, aun sigue habiendo fuertes debates en
cuanto a su inocuidad tanto para la salud humana como ambiental (Defrancesco,
2013; Marshall, 2007). Esta duda subsiste debido a que un OGM se crea mediante la
transferencia de gen/es de una especie a otra, pudiendo con esto conferir a la especie
aceptora caracteristicas fenotipicas nuevas que no habia desarrollado a lo largo de su
evolucion (McBroom MPH, 2016). Este tipo de transferencia horizontal de genes
difiere de la vertical, en que los caracteres existentes o bien mutados, son solo

transferibles de una generacion a otra dentro de la misma especie. (Buratovich, 2016)



La transferencia horizontal de genes ocurre en la naturaleza (Keeling & Palmer,
2008). Se define la transferencia horizontal o lateral como la transferencia estable de
material genético desde un organismo a otro sin pasar por el proceso reproductivo o

intervencion humana (Keese, 2008).

En el dominio Procariota la transferencia horizontal es bastante comun y también en
casos de relacion de hospedero-patégeno (FAO, 2011). Se aprovecha esta Ultima
capacidad de transferencia genética entre organismos eucariotas y procariotas para la
biotecnologia, siéndola méas conocida el caso de Agrobacterium tumefasciens que
transfiere naturalmente sus genes a la planta (Smyth & Phillips, 2014). Para que la
transferencia se considere exitosa, el transgén o gene transferido, debe permanecer
intacto y funcional para luego ingresar a una célula soméatica o insertarse en su

genoma con un promotor apropiado (Byravan, 2010).

En Paraguay se aprovecha el producto de esta tecnologia para una produccién de
soja, siendo el caso mas importante el de la soja transgénica resistente a artrépodos y

a herbicidas. En la Tabla 1 se evidencia la importancia del rubro de la soja.

Tabla 1. Comparacion de produccion de granos desde 1993 a 2016 en miles de
toneladas y el crecimiento. Fuente CAPECO

Cultivo 1993 (000ton.) 2016(000ton.) Crecimiento
Soja 1800 9000 x5
Maiz 462 5070 x11
Trigo 425 1145 X3

2.2.1. Lasoja transgénica resistente a herbicida Glifosato

Las modificaciones genéticas para conferir una caracteristica a un individuo se puede
obtener por estrategias diferentes ya sea modificando la secuencia en el DNA de la
caracteristica que se desea cambiar mediante induccion a mutaciones mediado por
agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, o, insertando una capacidad sui generis al
individuo (FAO, 2011).

En el caso de la soja transgénica en estudio, la capacidad conferida es para la

tolerancia al herbicida Glifosato.



2.2.1.1. Herbicida Glifosato

N-(fosfonometil)glicina o Glifosato es un derivado fosfonometilo del aminoacido
glicina. El glifosato es una sustancia de color blanco e inoloro con 3 sitios ionizables.
Fue inventado en el afio 1950 pero no fue hasta en 1970 que la empresa Monsanto

sintetizé como una sustancia utilizable como herbicida (Nandula, 2010).

Su accién herbicida consiste en inhibir a la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintetasa (EPSPS) (Amrhein , N. , B. Deus, Gehrke, & Steinrucken, 1980) que se
encuentra presente en plantas, hongos y bacteria pero no en animales (Kishore &
Shah, 1988). Esta enzima es esencial para la sintesis de aminoacidos aromaticos y
otros metabolitos de la planta (CaJacob et al., 2003). Por lo que, al carecer de

actividad enzimética la planta no logra completar su desarrollo y muere.

Sin embargo, se logra la tolerancia al Glifosato mediante la incorporacion del gen
presente en la bacteria Agrobacterium tumefasciens. Esta capacidad de la bacteria es
debido a la insensibilidad de la enzima EPSPS al Glifosato (CaJacob et al., 2003). El
gen de la tolerancia al Glifosato se obtuvo de una poblacion bacteriana encontrada en
una féabrica de manufactura de Glifosato. Dicho gen, el cp4 esps, se utiliza para la
transgénesis de todos los OGM de sojas tolerantes cultivadas. (CaJacob, CA, 2004)

2.2.1.2. Generacion de soja transgénica

La primera generacion de soja transgénica resistente a herbicidas es la que le confiere
tolerancia al Glifosato, y fue desarrollada por la empresa Monsanto en el afio 1996.
La misma fue obtenida mediante la insercién del promotor 35S del virus del mosaico
de la coliflor. Mientras que la segunda generacion de soja transgénica de Monsanto
la RR2Y se generd en el 2009 y tanto la primera como la segunda se obtuvieron
mediante la transformacion utilizando Agrobacterium. (Nandula, 2010)

2.2.2. Descripcion de las modificaciones genéticas del cultivar
transgénico
El cultivar RoundUp Ready RR (Nueva Andrea 66RR), que contiene el gen cp4
derivado de la bacteria Agrobacterium sp y codifica una forma insensible de la
proteina EPSPS (B.M. Khadi, V. Santhy, 1987), lo cual le permite sobrevivir aunque

la planta haya sido expuesta al Glifosato.



2.3. Estudios de toxicologia

No existe un Unico test para determinar con 100% de certeza la inocuidad de un
determinado compuesto 0 sustancia, es por eso que Se recurren a varios tipos de
ensayos y organismos para determinar el potencial toxico de una sustancia (Codex
Alimentarius Commission (2009) y EFSA (2010, 2011a)).

Para los compuestos quimicos existen Guias estandarizadas y aceptadas por la
comunidad internacional; entre ellos la serie de Guias establecidas por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE / OECD) en
el libro OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4: Health Effects.
También el Test 414, de la Administracion de Alimentos y Droga de los EEUU
(USDA), y la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas (ECHA). Asi
como existen guias para analisis de quimicos con diferentes puntos de evaluacion;
por ejemplo: su influencia en el ambiente, a la biota o0 al organismo; se tiene también
como punto final de evaluacion el dafio en el material genético. A este tipo de

estudio toxicologico se lo denomina Genética Toxicoldgica.

Los estudios realizados para analizar la toxicidad de la soja transgénica, tanto a nivel
ecolégico como fisioldgico en modelos animales, se han llevado a cabo en
numerosos laboratorios (Ahmed, 2005; Manuela Malatesta, Caporaloni, Gavaudan,
et al., 2002; Vecchio, Cisterna, Malatesta, Martin, & Biggiogera, 2004; Venancio,
Silva, Almeida, Brigagdo, & Azevedo, 2012). Sin embargo, hasta hoy en dia,
ninguna agencia regulatoria ha emitido un documento aseverando una inocuidad para
la salud humana, teniendo como argumento el Principio de Precaucién (Jansen Van
Rijssen, Eloff, & Morris, 2015) a pesar de que el uso de OGM ya data de los afios 80
(Barrows et al., 2014). Esto es debido a que se recurre al principio de "Equivalencia
Sustancial” que segun el protocolo de Cartagena, el OGM puede ser comparado con
su contraparte convencional que tiene establecido un historial de uso seguro. (Codex

alimentarius comission, 2003).

A pesar de que en nuestro pais se cultiva OGM, no existen estudios sobre la
toxicidad, tanto del producto cosechado como las sustancias que vienen con el kit

completo de siembra y cosecha (agroquimicos, fertilizantes, fungicidas etc.)



2.3.1. Genética Toxicoldgica

La genética Toxicoldgica o Genotoxicologia se define como un &rea de la toxicologia
que estudia los efectos de diferentes agentes, ya sea fisico, quimico o bioldgico,
sobre el material genético (Carballo & Mudry, 2006; Rabello-Gay, Rodrigues, &
Monteleone-Neto, 1991)

Los ensayos sobre toxicologia genética data de los afios 70 con numerosas baterias
de test para el estudio sobre los cambios en la secuencia del ADN (Kramer, 1998)

La toxicologia genética o genotoxicidad juega un papel importante para la evaluacion
de riesgos para sustancias quimicas y para ello se han desarrollado diferentes
métodos tanto in vitro como in vivo (Makoto Hayashi, 2007). Existen ejemplos de
test in vitro que utilizan bacterias y cultivos celulares de tejidos de mamiferos, como
por ejemplo el Test de Ames, (Ames, B. N., McCann, J., Yamasaki, 1975) y los
cultivos de células CHO (Rabello-Gay et al., 1991). Mientras que para los ensayos in

vivo se utilizan modelos vegetales y animales.

En cuanto a organismos vegetales existen dos ensayos para su aplicacion en estudios
de genotoxicidad de interés ambiental: el Allium Test (Fiskesjo, 1995) y el test de
Tétrada de Tradescantia (Misik et al., 2011).

Como ejemplo de estudios en animales se utilizan los modelos murinos tales como
raton y rata (Makoto Hayashi et al., 1994) y para los sistemas acuéticos se utilizan
mejillén o peces tales como la tilapia, pez cebra u otros (Bacolod, Uno, Villamor, &
Koyama, 2016; Bolognesi, Perrone, Roggieri, Pampanin, & Sciutto, 2006; Michael
Fenech, 2009).

Para todos estos test se evaltan diferentes puntos finales y de diferentes alcances ya
que se podrian clasificar en dos grandes grupos gque son los analisis citologicos y los
moleculares. De entre los analisis citologicos se pueden citar a las Aberraciones
Cromosomicas, el intercambio de cromatidas hermanas, los micronicleos y las
anormalidades nucleares. (Carballo & Mudry, 2006; Rabello-Gay et al., 1991).

Ademés de utilizar diferentes especies, también se ha desarrollado una amplia

variedad de ensayos evaluando 6rganos Y tejidos especificos, tales como el analisis



en tejido sanguineo, tejido hepético e intestinal. (Bolognesi & Hayashi, 2011;
Makoto Hayashi, s. f.; Mert, Benli, & Arslan, 2015).

Las técnicas moleculares utilizadas por su nivel de detalle son el Test del Cometa, los

Micro arreglos, entre otros.

2.3.2. Analisis de células micronucleadas

Los Microndcleos (MN) fueron inicialmente conocidos como corpusculo de Howell-
Jolly y fueron descritos por los hematélogos William Howell y Justin Jolly mientras
observaban eritrocitos que luego fueron asociados a la carencia de vitamina B12 y
folatos (citado por (Michael Fenech, 2008)). EI primer registro que relaciona los MN
con agentes ambientales fue descrito en células meristematicas radiculares expuestas

a agentes ionizantes e interaccion con quimicos tales como la colchicina.

Se sabe que la formacién de MN se origina a partir de fragmentos acétricos de
cromosomas o bien cromosomas enteros no incluidos en el juego nuclear durante la
division celular, debido a que hubo fallas en la unién con los microtdbulos durante la
anafase. Estos fragmentos o cromosomas son luego envueltos por la membrana
nuclear adquiriendo una apariencia y coloracién similar al nucleo (M Fenech et al.,
2011).

En este sentido, el test de Microndcleo (MN) (Schmid, 1975) en células de médula
de raton ha sido utilizado en varios laboratorios por su bajo costo y su
estandarizacion (Michael Fenech, 2009; Makoto Hayashi, s.f.; OECD
Environmental Health and Safety Publications, 2014).

2.3.3. Ensayos de Citotoxicidad

La reduccion en la proporcién de Eritrocitos policromaticos en células de médula
Osea tratados con agentes mutagénicos, se utiliza como parametros de toxicidad
(Schmid, 1975). Si bien no esta clara la dindmica especifica en la fluctuacion, se
asume que los eventos de rompimiento de cromosomas o alteraciones en la
maquinaria de distribucién de los mismos en el aparato mitotico son los que

influencian la eliminacion de eritrocitos policromaticos y abundan por lo tanto los
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eritrocitos normocromaticos (Suzuki etal., 1989). Este ensayo es sugerido por
diversos organismos y entes tales como la OECD (1983), EPA (1982).

Considerando los antecedentes citados, el objetivo general de este trabajo de
investigacion fue el de analizar los efectos tdxicos de una variedad de soja
transgénica. Para ello, se obtuvo muestras de una variedad de soja convencional y de
soja transgénica de la variedad Nueva Andrea 66RR, sembradas en un campo
particular en el Dpto. de Itapla; donde las parcelas de soja transgénica fueron
pulverizadas con glifosato en cantidades recomendadas y en cantidades de 2, 4y 6
veces de la dosis recomendada. Se analizaron los valores nutricionales de las
muestras obtenidas y se analizé el potencial genotoxico y citotdxico de las mismas
mediante la aplicacion de ensayo de cambio en las frecuencias de Micronucleos y
variaciones en las frecuencias de Eritrocitos Policromatéfilos (EPC) y Eritrocitos
Normocromaticos (ENC), en médula 6sea de ratones Swiis albinos alimentados con

las muestras.



3. METODOLOGIA

3.1. Materiales

Los granos de soja que se utilizaron para la evaluacion fue soja transgénica Nueva

Andrea 66RR y soja convencional BRS 282.

Los reactivos utilizados fueron Ciclofosfamida (Sigma), Suero fetal bovino —-FBS—
(PAA), balanceado comercial para animales tipo "Cerdo -crecimiento (Los

Colonos®) y almidén comercial (Indega®).

3.1.1. Obtencién de muestra de soja

La variedad Nueva Andrea 66RR se obtuvo de un campo particular en la zona de
Capitan Miranda (Itapta) de la zafra 2013-2014, bajo la supervision del Ing. Agr.
Vicente Caceres (Informe Anexo 8.1). Del campo particular se obtuvo también
muestras de soja convencional (BRS 282). Se sembraron 5 parcelas de soja
transgénica, siendo que una parcela de soja transgénica no recibié ningun tratamiento
con glifosato (TR0%) y 4 parcelas recibieron tratamientos diferenciados de Glifosato
(Roundup Ultramax®) de 100, 200, 400, y 600% de la dosis recomendada por el
fabricante (3,2Kg/Ha) y una parcela de soja convencional; todas las parcelas
recibieron los tratamientos basicos para el cultivar. En la parcela de soja transgénica
(TRO%) que no se traté con glifosato y la parcela de soja convencional el control de

malezas se realizo manualmente mediante la carpida de las mismas.
3.2. Composicion nutricional

Se analizo la composicién nutricional de las muestras de soja obtenidas en el campo

particular de Capitdn Miranda (Itapua).
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Las muestras fueron analizadas en el equipo NIR AUTOANALIZADOR ADAT7250,
de la marca PERTEN. Este andlisis se llevd a cabo en las instalaciones de la

Cooperativa Ferheim, sito en la ciudad de Loma Plata.

Los parametros considerados fueron humedad, porcentaje de proteina, grasa, fibra,
ceniza, &cido palmitico, &cido estearico, acido oleico, &cido linoléico, acido

linolénico e Hidroxido de Potasio.

3.3. Deteccion de Glifosato y é&cido aminometilfosfonico (AMPA)
mediante HPLC/FLD

El analisis se realiz6 por el Lic. Francisco Ferreira en el Laboratorio del Centro
Multidisciplinario de Investigaciones Tecnoldgicas de la Universidad Nacional de
Asuncion. Las muestras fueron sometidas al protocolo del laboratorio en el mes de
enero de 2015 y se recibi6 el informe en el mes de febrero del mismo afio. El anélisis
se realiz6 9 meses después de la cosecha. Previamente las muestras fueron

mantenidas a temperatura ambiente de 20~25°C.

3.4. Montaje de los animales y Bienestar animal

Para los ensayos de toxicidad se utilizaron ratones Mus musculus de la cepa Swiss
albinos, adquiridos del Bioterio del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud de la UNA.

Los animales fueron mantenidos en cajas de polipropileno (rak) limpiadas con
alcohol al 70% asperjado con atomizador de uso corriente y limpiadas con algodon y

los bebederos fueron lavados con agua potable cada 48 h.

Para el sustrato se utilizaron virutas obtenidas mediante el raspado de maderas de
pino en el taller de la UNA de pino y posteriormente esterilizadas en autoclave. La
esterilizacion de las virutas se realizd mediante autoclave con calor himedo durante

20 min a 121 atm de presion y fueron mantenidas en la misma bolsa hasta su uso.

Los animales fueron mantenidos en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia del CEMIT durante 14 dias con temperatura y luz regulados
artificialmente mediante aire acondicionado y luz fluorescente, con agua y comida ad
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libitum. Con respecto a los procedimientos con animales, los mismos siguieron los
estandares necesarios para evitar cualquier sufrimiento innecesario a los animales,
ademas los investigadores utilizaran el menor tamafio de muestra posible necesario
para cumplir los objetivos. (CIOMS/ICLAS (2012). Los grupos de tratamiento
fueron los siguientes: C(-) control negativo; grupo Conv.(pellet con soja
convencional); TR0% (pellet con soja transgénica sin glifosato); TR100% (pellet
con soja transgénica y 100% glifosato); TR200% (pellet con soja transgénica y
200% glifosato); TR400% (pellet con soja transgénica y 400% glifosato); TR600%
(pellet con soja transgénica y 600% glifosato); CP (50mg/Kg), control positivo. Cada
grupo de tratamiento estuvo compuesto por 6 individuos, 3 hembras y 3 machos, con

pesos y tiempo de vida similares.

3.5. Preparacion del alimento

Para la preparacion de los “pellets” se mezcld balanceado para animales tipo “Cerdo
crecimiento” con muestras de soja triturada y almidén con la siguiente proporcion de
ingredientes: 1:1:3 siendo estos soja, almidén de mandioca y balanceado

respectivamente.

Cada muestra de soja, tanto convencional como transgénica fue molida hasta obtener
un producto lo suficientemente fino para facilitar el mezclado. Una vez molidas las
muestras, fueron almacenadas hasta a preparacion del pellet o hasta su uso en bolsas

de tipo Zip en heladera.

Las diferentes muestras y el almidén fueron humedecidos con agua destilada
esterilizada segun la cantidad necesaria para obtener una masa manejable. El
porcentaje de soja fue de 20% en cada “pellet”, se prepard 6 tipos de pellets
diferentes, con las muestras de soja transgénica y convencional. Para los animales del
control negativo y positivo se preparé el pellet con balanceado y almidon para evitar

cualquier sesgo.

La masa obtenida fue extendida en fuentes de acero inoxidable rectangulares con
grosor de aproximadamente 1 centimetro. Luego el preparado fue introducido a una
estufa con temperatura regulada de 28 grados por aproximadamente 3 dias o hasta
gue se haya encontrado seco. Cada preparado fue cortado en porciones de manera a
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que pueda ser ingerido por el animal pero no tan pequefio como para que pase en la

rejilla del rak.

3.6. Evaluacion del potencial toxico de la soja

Los animales fueron alimentados con el pellet y se les proporcioné agua mineral “ad

libitum” durante 14 dias. Este tratamiento fue realizado 9 meses post cosecha.

Como control positivo del ensayo, 24h antes de sacrificio de los animales se les
inyectd el agente mutagénico Ciclofosfamida, a 50mg/Kg peso de animal. Todos los

animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.

Se pes6 cada animal al inicio del tratamiento y al finalizar el mismo manteniendo la
uniformidad de los pesos en cada rak. Para cada tratamiento se utiliz6 en total seis

animales distribuidos en tres hembras y tres machos.

3.6.1. Test de Micronucleos (MN) (Schmid, 1975)

Protocolo: Se sacrificaron los animales por traccion cervical, se retird los fémures y
se removid la médula 6sea con suero fetal bovino (FBS), mantenido a 37°C. Se
homogeneiz6 el material y se transfirié a un tubo cénico de 15ml, se centrifugd a
1000 rpm durante 5 minutos. Se desecho el sobrenadante y se prepard las muestras
con las células restantes. Las laminas fueron secadas durante 24h a temperatura
ambiente y luego se fijo en metanol absoluto por 5 minutos. Se colored las muestras
con Giemsa al 4%. Se analiz6 las muestras en microscopio Optico con aceite de
inmersion y se contd 1000 eritrocitos policromaticos incluyendo los que presenten

micronucleos (MNSs).

Para el control positivo de la técnica se utilizd Ciclofosfamida (M Hayashi et al.,
1994; Krishna & Hayashi, 2000) en una concentracion de 50mg/kg de animal
inyectado intra-peritonealmente 24hs antes del sacrificio del animal. Como control
negativo se les suministro a los animales de este grupo pellet comercial de la marca

"Los colonos" mezclado con almidén.
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3.6.2. Estudio de citotoxicidad

Para el estudio de citotoxicidad en médula éOsea, se analiz6 las mismas muestras
obtenidas para el ensayo de MN, donde se contabilizé 200 eritrocitos por animal,
incluyendo los eritrocitos jovenes (Eritrocitos policromaticos) y maduros (Eritrocitos

normocromaticos).
3.7. Estadistica

Los datos obtenidos del ensayo de Micronlcleo fueron contrastados mediante

método no paramétrico G test que compara las frecuencias.

Para la evaluacion de citotoxicidad se realizaron comparaciones pareadas de cada
tratamiento con el control negativo y positivo independientemente. Los pesos no

fueron contrastados con ningun test estadistico.



4. RESULTADOS

4.1. Muestras de Soja

La soja transgénica se obtuvo de la parcela privada (ver Anexo) y fue almacenada
hasta su analisis. Cada muestra fue identificada y posteriormente fue trasladada a las
instalaciones de los laboratorios. En total, se obtuvo seis tipos de muestra de soja
siendo cinco sojas GM (Nueva Andrea 66RR) y uno convencional (BRS 282); es

decir, sin modificaciones genéticas.

4.2. Composicion Nutricional de la Soja transgénica

El anélisis de Composicion Nutricional se presenta en la Tabla 2 siendo las variables
analizadas: Humedad (x = 10.79), Proteina (X = 38.37), Grasa (x = 21.77), Fibra
(x = 6.22), Cenizas (¥ = 5.23), Ac. Palmitico (¥ = 7.89), Ac. Estearico (¥ = 3.58),
Ac. Oleico (¥ = 23.4), Ac. Linoleico (¥ = 60.45), Ac. Linolénico (¥ = 2.69), KOH
(x = 77.7). Las muestras de sojas corresponden a los tratamientos segun la cantidad
de Glifosato (expresada en %) en donde 0% indica ausencia de tratamiento con

Glifosato y 600% al tratamiento 6 veces a la recomendada por el fabricante.
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Tabla 2. Composicion Nutricional de soja tanto convencional como transgénica con diferentes tratamientos de Glifosato

Humedad Proteina

Parametros

Grasa Fibra Cenizas Palmitic Stearic Oleic Linoleic Linolenic KOH

Convencional 10.73 42.18 20.86 6.03 5.46 6.57 291 226  61.33 2.06 76.7
*100% 10.45 37.13 22.27 6.26 5.18 8.46 3.75 23.9  60.07 3.14 77.9
Muestra *200% 11.33 37.45 22.31 6.49 5.18 8.55 3.64 21 61.83 2.8 78
de soja *400% 10.68 36.34 22.29 6.16 5.16 7.03 3.67 23.3  60.88 2.81 78
*600% 10.39 37.89 215 6.17 5.16 7.77 3.8 253  59.27 2.18 7T
Average 10.79 38.37 21.77 6.22 5.23 7.89 3.58 234  60.45 2.69 7.7

*% de glifosato : 100% se refiere a la mayor dosis recomendada por la empresa
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4.3. -Deteccion de Glifosato y AMPA

Las muestras de soja transgénica de 0% de tratamiento con Glifosato hasta el 600%,
en las instalaciones del CEMIT, en el Laboratorio de Quimica y Toxicologia, por el
Lic. Francisco Ferreira. Los compuestos a detectar fueron Glifosato y su producto de
degradacion, el AMPA expresados en pg/g. Para ambos casos los Limites de
Deteccion del Método y de Cuantificacion fueron de 0.15 pg/g (LD) y 0.5 pg/g (LQ),
segun se detalla en la Tabla 3

Tabla 3 Deteccion de Glifosato y AMPA con la técnica de HPLC.

Parametro Analizado

Glifosato (mg/Kg 6 ug/g) AMPA (mg/Kg 6 ug/g)

0% Menor a 0.500 Menor a 0.500
Muestra de 100% Menor a 0.500 Menor a 0.150
soja 200% Menor a 0.500 Menor a 0.500
400% Menor a 0.500 Menor a 0.150
600% Menor a 0.500 Menor a 0.150

Nota: % indica la cantidad de glifosato utilizado en el momento del tratamiento en la siembra.

4.4. Conteo de Micronucleos

En la Tabla 4 se observan los resultados del analisis del conteo de los extendidos de

tejido de médula de ratones.

Para cada tratamiento se contabiliz6 un total de 6000 células de Eritrocitos
policromaticos y se registro la cantidad de MN. Todos los tratamientos tuvieron una
duracién de 14 dias. Para el control Positivo con Ciclofosfamida fue de 24 horas. Se
analizo un total de siete tratamientos: control negativo, soja convencional, soja
tratada con 0%, 100%, 200%, 400% y 600% de Glifosato y el control Positivo.

Para el tratamiento del 0% de Glifosato solo se contabilizaron un total de cinco mil
células debido a que con uno de los ratones no se pudo obtener un frotis aceptable.
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Tabla 4: Conteo de Eritrocitos normocromaticos, Eritrocitos policroméafilos y Eritrocitos
Policrométofilos Micronucleados (EPCMN) en ratones tratados con soja convencional y
transgenica.

Tiempode Totalde Total de

Tratamiento - miento  Eritrocitos EPCMN p-value p-value
cO 14 dias 6000 2 <0.0001
Conv. 14 dias 6000 7 0.1746 <0.0001
TRO% 14 dias 5000 0 0.5499 <0.0001
TR100% 14 dias 6000 7 o 01746 . <0.0001
TR200% 14 dias 6000 4 C0) 06823 CP <0001
TR400% 14 dias 6000 6 0.2828 <0.0001
TR600% 14 dias 6000 7 0.1746 <0.0001
CP (50mg/Kg)  24h 6000  54* <0.0001

EPCMN: eritrocitos policrométicos micronucelados. C(-): control negativo. TR: tratamiento.
CP(Ciclofosfamida/Control Positivo) *:p<0.05

En la figura 1 se observa la frecuencia de MN en forma de barras. En los extremos
se encuentran los controles negativos y positivos. En la barra correspondiente al
Grupo control positivo se observa un incremento importante de la cantidad de MN
observados con respecto a los otros tratamientos, siendo esta diferencia significativa

(p<0.05). No se encontr6 MN en la muestra del tratamiento con 0% de Glifosato.
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Figura 1. Frecuencia de Micronucleos

4.5. Evaluacion de la Citotoxicidad de la soja transgénica

La determinacion de la citotoxicidad mediante la relacion de eritrocitos
normocromaticos y eritrocitos policromaticos basa en que esta varia segun haya
mayor o menor cantidad de cada una de las células contadas en un total de 200

células segun lo propuesto por (Marlisson de Queiroz et al., 2013).
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Tabla 5. Ensayo de Citotoxicidad indicado por el porcentaje de Eritrocitos Policromaticos
(EPC) en un total de 200 células eritrocitarias de médula 6sea contadas por cada animal
tratado..

. Tiempo de T_otal .de
Tratamiento . Eritrocitos %EPC
tratamiento -
contabilizados
C(-) 14 dias 200 61.024
Conv. 14 dias 200 64.417*
TR0% 14 dias 200 64.5*
TR100% 14 dias 200 63.286*
TR200% 14 dias 200 64.846*
TR400% 14 dias 200 63.25*
TR600% 14 dias 200 52.75*
CP (50mg/Kg) 24h 200 54.733*

C (-): control negativo. TR: tratamiento. CP (Ciclofosfamida/Control Positivo). No se observa
diferencias significativas en los porcentajes. G-test, p>0.05*

4.6. Cuadro comparativo de promedio de pesos

En la Tabla 4 se observa el incremento de pesos medidos antes y al término del
experimento. EI menor promedio de peso inicial registrado fue de 20,33 para machos
y 17,67 para hembras. Para los grupos de control negativo (testigo), control positivo
y de soja convencional se observa un ligero aumento en ambos sexos. En promedio,
los machos tuvieron un incremento de 0,23g a 0,87 como méximo y las hembras un

incremento de 1, 16 y 2.40 como maximo.

Se observa un descenso de los pesos de los animales machos tratados con soja
transgénica siendo el mayor descenso de 1,77 gr y en hembras un descenso mayor de

5,87gr.pero a partir del tratamiento con las soja del 200%.
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Tabla 6 Pesos al inicio y final de tratamiento con régimen alimenticio ad libitum.

MACHQOS HEMBRAS
Inicio Final Diferencia  Inicio Final Diferencia
Balanceado 22.00 22.23 0.23 18.33 20.73 2.40
CP 22.00 22.87 0.87 18.67 19.83 1.16
Convencional 21.67 22.33 0.66 18.83 20.50 1.67
TR0% 22.00 21.33 -0.67 18.00 18.17 0.17
TR100% 23.00 21.23 -1.77 17.67 18.27 0.60
TR200% 22.33 22.20 -0.13 18.67 17.87 -0.80
TR400% 20.67 17.70 -2.97 22.67 16.80 -5.87
TR600% 20.33 17.73 -2.60 17.67 13.70 -3.97




5. DISCUSION

El estudio de la inocuidad de los OGM Yy los alimentos derivados de ellos surge a
partir de las convenciones y convenios suscritos a nivel mundial tales como el Codex
2009 (Bartholomaeus, Parrott, Bondy, & Walker, 2013), seguido de otros organismos
como OECD, 1994, EFSA, USFDA que la recomiendan ensayos para evaluacion de
riesgos. Con respecto a efectos al ADN, debido a la ingesta de alimentos modificados
genéticamente, no existen protocolos estandarizados, por lo que se propuso el estudio
de dafios producidos por la ingesta de soja transgénica.

A pesar de no haber un protocolo estandarizado para la evaluacién con de alimentos,
se llevo a cabo el experimento utilizando la metodologia propuesta para estudios de
compuestos quimicos partiendo de que los compuestos ingeridos pasan al torrente
sanguineo y sus efectos podrian ser observados en poblaciones celulares sanguineas.

En el presente estudio demostramos que el balanceado enriquecido con soja
transgénica no produce efectos genotoxicos por exposicion aguda en poblacion de
celulas de médula 6sea de ratones Mus musculus Swiss albinos medidos como
frecuencia de Micronudcleos. Los efectos se han demostrado en otros estudios en
donde el periodo de ingesta fue superior y con evaluaciones diferentes. Nuestro
estudio tuvo un periodo de exposicién aguda, diferente a los propuestos por otros
autores ejemplo de ello son Daleprane y colaboradores que han estudiado el efecto en
dos generaciones y han concluido que no existen diferencias entre la ingesta de soja
convencional y soja transgénica segin la composicion sanguinea (Daleprane,
Pacheco, & Boaventura, 2009). Sakamoto (2007) en estudios similares a Daleprane
(2009) concluy6 que no existen efectos a largo plazo. Debido a ello, no se considerd
necesaria una prolongada exposicion a las muestras de alimentos preparados a base

de soja transgénica. Otros estudios han utilizado métodos toxicoldgicos diferentes
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tales como desarrollo testicular (Brake & Evenson, 2004) y estudios de morfologia
ultra estructurales (Manuela Malatesta, Caporaloni, Rossi, et al., 2002) pero no se
han realizado estudios con respecto a dafios en el material genético en células
sanguineas. Por lo tanto, este trabajo suma a las investigaciones citadas, adicionando
un estudio sobre el dafio genético en células de eritrocitos de ratones. En la tabla 7
del Anexo se resumen los trabajos donde utilizan modelos de rata y raton para la

evaluacion de efectos toxicos de alimentos genéticamente modificados.

También se midio la proporcion de eritrocitos maduros e inmaduros en términos de
porcentaje de eritrocitos inmaduros para determinar si existe un efecto citotdxico y se
observd que la proporcion de eritrocitos inmaduros esta ligeramente elevada con
respecto a los maduros, lo que indica que no hubo un efecto citotdxico. Estas
observaciones se mantuvieron en todos los grupos de estudio de soja transgénica y la
variedad convencional, y en el control positivo, ya que no demostraron diferencias

significativas cuando comparadas con el grupo control negativo (Tabla 5).

Por otro lado, Malatesta en sus estudios ha demostrado que a nivel molecular una
dieta alta en soja transgénica produce alteraciones metabdlicas en células hepaticas,
no asi en otros tipos celulares (M. Malatesta et al., 2005). Se deberia realizar otros
ensayos a nivel molecular con las poblaciones sanguineas para descartar esta
posibilidad de algun efecto citotoxico en médula 6sea debido a la ingesta de soja

transgénica.

Cuhra, en su revision, resalta la escasez de estudios sobre toxicidad que determinen
los niveles residuales de glifosatos en la muestra ademas de que el herbicida pueda
estar oculto en los ensayos (Cuhra, 2015). En nuestro ensayo realizamos dicho
analisis, aun asi no fueron detectados residuos de glifosato ni su metabolito AMPA
ademas de que en otras muestras no fueron cuantificables debido a que no superaban
los niveles de deteccion y cuantificacion del equipamiento (0.150 y 0.50
respectivamente). Por lo tanto, podemos asegurar que cualquier efecto observado no
se puede atribuir al glifosato o su metabolito. Pese a que el analisis se ha realizado
con meses de post cosecha, este periodo es similar a lo que sufre cada zafra una vez
cosechado. Entonces, cualquier estudio inmediato sobre deteccidn de glifosato carece

de fundamentos ya que no sera de un consumo inmediato.
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Otro punto importante para resaltar es que no hubo un ensayo para la deteccion del
transgén. Estos ensayos son comercializados pero no se ha utilizado en este estudio.
El motivo radica en que las sojas transgénicas fueron previamente expuestas y
sobre-expuestas a niveles elevados de Glifosato (hasta un seiscientos por ciento
superiores al establecido por el fabricante). Con esta practica se demuestra que la
soja resiste al glifosato, ademas de que no revela caracteristicas diferentes debido a la

sobre exposicion.

A pesar de que Codex establece que no es necesario el estudio toxicolégico cuando
se ha demostrado compatibilidad con la contraparte convencional (Codex) se
continud con el experimento y se ha demostrado que no existe una diferencia de la
calidad nutricional entre la soja convencional y la transgénica, concordando con los
datos publicados por la empresa Monsanto en la publicacion de Padgette. Asimismo,
Magafia y colaboradores han encontrado resultados similares (Magafia-Gomez,
Cervantes, Yepiz-Plascencia, Calderén, & Barca, 2008). Seria aun mas relevante
lograr comparar variedades de lineas isogénicas de la variedad Nueva Andrea RR

para tal propdsito.

Los efectos genotdxicos estan relacionados con el cancer y también se ha con el
consumo de OGMs. Asi lo ha presentado Séralini y colaboradores en la publicacion
retractada demostrando la aparicion de tumores relacionados a la ingesta de maiz
transgénico (Séralini et al., 2012). Sin embargo con nuestro analisis se descarta, al

menos en eritrocitos, la relacion entre OGM y dafio en el ADN.

Pese a que los ratones han disminuido de peso no se han observado efectos en la
frecuencia de MN y tampoco diferencias nutritivas entre variedades. Esto podria
reflejar conclusiones erréneas en cuanto a los resultados debido a que se podria
considerar que no hubo una ingesta del alimento preparado por lo tanto no se
observaria dicho efecto. Estos hallazgos se corresponden con los encontrados por
Daleprene (2009) en donde observan pérdida de peso debido a la falta de
palatabilidad. No tenemos certeza si hubo o no consumo a un nivel en donde se
pueda detectar algin dafio. Pero como la duracion de los tratamientos fue de catorce
dias, creemos que si hubiera una nula ingesta, los ratones hubieran perdido méas peso

0, en el peor de los casos, se hubieran muerto. Otro factor importante es la
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palatabilidad de los pellets elaborados. Daleprene considera que la razon se debe a la
existencia de una enzima que oxida los acidos grasos reduciendo la palatabilidad.
Aun asi la ganancia en peso de los ratones en los otros tratamientos tuvo un rango de
0.23 a 2.40 en promedio. Consideramos importante que para futuro experimentos se
haga un estudio piloto de comportamiento con respecto a gustos de los animales.
También es importante minimizar el estrés que pudiera estar produciendo la

condicion de experimento, que también es un factor importante en el momento de

promover el apetito



6. CONCLUSION

El objetivo de este trabajo fue analizar la posible implicancia del consumo de la soja

transgénica producida en el pais a nivel genotoxicolégico y citotoxico.

Mediante los ensayos realizados y posteriores analisis se puede concluir que no se ha
encontrado evidencia de que exista alguna actividad genotoxica o citotoxica, en la
poblacion de células de médula dsea de ratones con régimen alimenticio a base de

dicha soja.

Asi mismo, la contaminacion forzada con Glifosato en esta experimentacion
demostro no tener efecto adverso en los mismos parametros ya que se ha observado
que esta sustancia no se encuentra en cantidades detectables con las técnicas actuales.
Aunada la practica agricola que tiene su tiempo correspondiente, asegura su

degradacion por medios naturales.

No fue objetivo de este trabajo la viabilidad de la soja transgénica como fuente

alimenticia; por lo que se recomiendan estudios posteriores para su evaluacion.

Por lo tanto, en estas condiciones experimentales se puede concluir que la soja
transgénica RoundupReady de la variedad Nueva Andrea 66RR, no tiene efectos

genotoxicos ni citotoxicos en ratones albinos.
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8. ANEXOS



8.1. Informe del técnico agricultor, Ing. Agr. Vicente Garcete

Infarme téenico sobre el ensayo a campo de diferente dosis de Glyphosato
en el cultive de soja

Seinstzld la parcala en la localidad de abligada en la finca del seifar Cristian Alexande
Dickel, dunde se sembrd e lecha 18 du viciarmbre de 2012 s variedades de waja BRE 2S5 RRy
una cenvensional la BRS 252 o5 cuales no se tuvo huena germinacion 1o qua se optd en elinn nar
dicha cnaayo, luegd se hably ensanbiada olea parccela en CopdLlin Miranda en la linea del sofor
Alreiz Sauchuk, dande se s=ambrd 3 vatizdad Nueva Andres 66 RR y |2 coneencicnal BRS 282, &n
fetha 1% de enere de 2014 dorde se Luwo excelerLe germinacian, se mared s parcelas cor unn
dimensicn de 7 metros por 15 matros dejandze 3 metrcs de distzncias por cads tratamiznto.

Los tratamientos son |os siguientes:
Tratamlento L: Variedad convencional BRI 282
Tratamiento 2: Muevs Bndres 66 ER inzplizacon de Gyphaszla
Tratamiento 3: Muevz Andrea 6 RR 5.4 kpfa del Glynhosato
Tratamiento 4; Nucvs Andres GG RR 12,8 kgdho del Slyphosats
Tratamiento 5: Muevs Andrea 67 RR 25.6 kg/ha del Glyphasatn
Tratamlento 6; Mooy andrea Gb KE 284 kafha del slyphosate
Tratamiento 7: Muevs Andres 66 RR 51.2 kgtha del Glyphosato

Cake mencicnar gue las aplicaciones de glyphosair se realizaran en dos #pocas diferentes en las
tratamientos 2 al tratamiento 7.

La primera aplicacién se realizd en el estadio ¥4 con las siguientes dosis:
Tratamlento 3: Muevz Andrea 66 RR 3.2 kp'ha del Glyohosate
Tratamiento d: Muevs 2ndres 56 R 5.4 kg a dal Glyphosalo
Tratamiento 5: Muevz Andres 6f RR 12 8 kg/ha del Glyphasata
Tratamierto 6: Nucvs Andres GG RRE 13,2 kedho del Glyphosalo

Tratamiento 7: Muevs Andrea R RR 25,0 kgfha del Glyphosato
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La segunda en la fase reproductiva R1

Tratamiento 3: Nuevs Andrea 66 FR 3.2 kp/ha cal Slyahosate

Tratamiento d: Nuev: Andrea 56 FR 6.4 kpfha cel Slyahosate

o1
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Tratamienta 6: Nueva Andrea GE RR 19.2 kifha d2l G yphosato

Tratamlento 7; Nueva Andrea B KR 246 kgdha del G yphesata

Contral Cultural

En cuanto alcenzrol de 25 Malezas se rezlizd caraidas en las parcelas donde no 2 aplicd
glypknszto tetalizanca 3 en tatal.

Culdado General

32 aolico insecticidas y “ungicidas tedos en torma preventivas para evitar el ategue de las
plagas y entarmedades

Cosecha

La vosucha se realied en fecha 30 de abril, se arrawd en forra anual las planzas
untende cada parcels debidamentue identificados y se llew pars Lellar er PT2



Responsable del ensayo

Ing. Agr. Vicente Garcete

Matricula Profesional N2 3.967
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8.2. Materiales Utilizados

Figura 2. Muestra de Soja con sus
respectivos tratamientos con
Glifosato
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Figura 3. Disposicion de los Raks de
los animales utilizados en el ensayo

Figura 4. Proceso de elaboracion de Pellet a
partir de soja transgenica, balanceado y almidon
de mandioca en proporcion 1:1:3



8.3.

Tabla 7. Resumen sobre estudios de toxicidad en modelo murino sobre el consumo de productos biotecnolégicos con diferentes
puntos finales de evaluacién y tiempos de tratamientos. Extraido de Snell et al. (2012)

Autor M(_)delo Perlod(_) de Parédmetros evaluados Conclusiones
animal tratamiento
Daleprane, sin diferencias entre soja
Dos - . - o
Pacheco, & . Crecimiento. Composicion de convencional y transgenica. Puede
rata generaciones i )
Boaventura, (455 dias) sangre ser utilizado para consumo animal
(2009) como fuente de proteina.
.. . sin diferencias observadas entre soja
Tejido cavidad de aorta. ; L
Daleprane et al., . o convencional y transgenica en todos
rata 455 dias Colesterol, triacilglicerol, . .
(2009) S los parametros. Sustancialmente
insulina '
equivalentes.
Sakamoto et al. 26y 52 Creumlento._ .. .
rata Aprovechamiento. Peso de Sin riesgos, sin efectos a largo plazo
(2007) semanas ] .
organo. Hematologia, suero
Manuela . Tasa metabolica alta y tréafico
Malatesta, Morfometria ultraestructural y : )
. ] . . . L molecular. Influencia de soja GM en
Caporaloni, raton 240 dias analisis inmunocitoquimico de . .
. : funciones nucleares en hepatocitos
Gavaudan, et al., nucleo de hepatocitos . .
en ratones juveniles y adultos
(2002).
Manuela Una dieta alta en soja transgenica
Malatesta, . . i . P
. , . Histoquimica de celulas parece influenciar en la sintesis de
Caporaloni, raton 240 dias . . o .
Rossi. et al pancreaticas acinares zimdgeno y procesamiento de

(2002).

células acinares
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Morfometria ultraestructural y
M. Malatesta raton 240 dias andlisis inmunocitoquimico de
et al. (2003) nucleo de células acinares
pancreéticas

Una dieta alta en soja transgénica
parece influenciar en metabolismo
del pancreas

Leve deseso durante los primeros 2-

Vecchio et al. raton 240 dias melca enzimatica de suero, 8 meses, muchos reversibles. Causas
(2004). higado y pancreas .
no establecidas
La soja transgénica influencia en
M. Malatesta , - . . . : .
raton 2 afos Histoquimica de hepatocitos  funciones del higado durante el
et al. (2005) .
envejecimiento
. Ganancia de peso, asimilacion
periodo de . S . . .
Daleprane et al. ; proteica, consumo de racion.  Diferencias entre animales
rata vida del S i
(2009) animal Tasa de convercion de experimentales y control
alimento.
8, 16, 26,
Brake & . 32,63y87 . Sin riesgos, sin efectos
raton . Desarrollo testicular. Peso . .
Evenson (2004) dias post multigeneracionales
natalidad
(Magafia-gomez, Evaluacion nutricional, nivel
Cervantes, q | | ininfl . q -
Yepiz- e amilasa en plasma, Sin |_nf uencia en desempefio
plascencia rata histologia y expresion de nutricional. Se observo cambios
Calderén. & r(;snpcurgztt?ccii genes microscopicos en el pancreas
Barca (2008) P
Hammond, Desarrollo, conversion de Diferencias relativas en pesos de
Kough, Herouet- . . . .
. rata 4 semanas  alimento, cambios organos y hallazgos de patologia en
Guicheney, & . L.
histopatologicos machos observados

Jez, (2013)
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