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RESUMEN

El maiz, es un cereal que se puede cultivar en casi todos los climas, casi todas las altitudes y
casi todos los suelos; se cultiva pronto, se almacena con facilidad y se conserva por largo
tiempo; se prepara con sencillez y no requiere de equipos complejos para consumirse. Por su
importancia genética se le estd convirtiendo en el patrimonio privado de dos o tres empresas
transnacionales. Sin embargo, nada ha amenazado a la agricultura y los campos mexicanos
como la actual contaminacion de las variedades criollas con maiz transgénico, lo cual
constituye uno de los bienes estratégicos mas importantes de la nacion. Ello resulta
especialmente preocupante no sélo debido a la importancia sociocultural y econdémica de la
agricultura tradicional del maiz, sino también porque Meéxico es el centro de origen de este
importante cereal. Con este trabajo se propone examinar, el flujo genético de maiz transgénico
hacia variedades criollas, asi como la aparicion de estos transgénicos en productos
comerciales. En téerminos generales, el proyecto incluye informacidn sobre:
¢ los aspectos socioecondémicos y ecologicos de la agricultura tradicional del maiz;
e los planteamientos mas recientes sobre los posibles riesgos y beneficios del maiz
transgénico;
e los aspectos economicos del maiz transgénico, incluidos sus efectos en el cultivo
tradicional en el México rural;
e los vinculos entre diversidad genética del maiz, biodiversidad y sustento de las
comunidades rurales mexicanas, y los marcos juridicos nacional e internacional.
A consecuencia de estos puntos importantes en el presente trabajo se muestra la intervencién
de los transgénicos del maiz en productos comerciales que tienen un alto nivel de consumo y
gue sin embargo en su etiqueta no esta mencionada esta especificacion. Estos resultados
fueron obtenidos gracias a la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ya que
mediante la amplificacion de un fragmento de DNA especifico se puede hacer la comparacién
entre maiz criollo y maiz genéticamente modificado. Llegando a la conclusion de que
efectivamente se encontrd evidencia de introduccion de maiz transgénico, esto se puede
deber a que en la actualidad existe una guerra por el control de los alimentos, de la comida
diaria y de las semillas que son consumidas, ya que forman un elemento fundamental para el

control de las poblaciones no s6lo en México, sino también en poblaciones mundiales.
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INTRODUCCION

El presente trabajo surgié como consecuencia de la polémica de los alimentos genéticamente
modificados, para lo cual se tiene la intencién de organizar toda la informacion recabada para
propiciar una reflexion de manera integral y global, que no solamente incorpore diferentes
puntos de vista que existen sobre este controvertido aspecto del desarrollo cientifico —
tecnoldgico, sino que integrard al mismo tiempo las diferentes disciplinas y aspectos de su
problematica, teniendo en cuenta que para una solucion satisfactoria se requiere una reflexién

integral e interdisciplinaria, particularmente en nuestro pais.

En México se encuentran diversas variedades de maiz (figura 1), por lo que si se presenta una
pérdida de estas variedades trae principalmente problemas como: ecologicos ya que pone en
peligro su existencia; sociales ya que al perderse las tradiciones ancestrales, se pierde el
vinculo que los pueblos tienen con el maiz y la base de su alimentacion; y por ultimo, un
problema econdmico ya que al poner en peligro la produccion del grano se genera una crisis

econdmica al sector agricola (40).

FIGURA 1. Preservacion de los antecedentes genéticos de las variedades de maiz.

Un “alimento genéticamente modificado” 0 como se denomina cominmente “alimento
transgénico” se diferencia de otro “no modificado”, en que al primero se le ha modificado

ciertos genes que pueden o no ser propios de dicho alimento mediante métodos moleculares,

9
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proporcionando una caracteristica diferencial frente al “no modificado”. Dicha modificacion

gendmica y el desarrollo de técnicas bioldgicas han permitido no solo conocer la estructura del
ADN sino su papel en la expresidn contenido en su codigo (11).

La obtencidn de estos nuevos alimentos, se realiza generalmente mediante la insercién de una
cantidad proporcional minimo de DNA en comparacion con el genoma total del alimento por
lo que los métodos de analisis requieren de técnicas especificas con una alta capacidad de
deteccion (32).

La ciencia es una forma de conocer y explicar el mundo que nos rodea, pero se diferencia de
otras formas de conocimiento en que utiliza maneras particulares de observar, pensar,
experimentar y probar, las cuales constituyen los aspectos fundamentales de su naturaleza. La
ciencia puede entenderse como un proceso de produccion de conocimientos, que no solo
cuenta con instrumentos que extienden los sentidos y que permiten hacer observaciones
cuidadosas e intervenciones en los fendmenos, sino que cuenta también con el establecimiento

de teorias que les dan sentido (8).

En el caso de la ingenieria genética, la cual se expresa como una tercera revolucion, esta
relacionada con el mundo bioldgico al que pertenece el ser humano; la capacidad de manipular
en forma directa los genes que determinan la forma y funcion de los organismos vivos
utilizando medios técnicos sofisticados tiene repercusiones inmediatas en los seres humanos,
particularmente en la produccion de alimentos y en la salud. Desde el inicio de la
“agricultura”, hace aproximadamente entre 10 000 y 12 000 afios, las plantas y los animales se
han cultivado y criado selectivamente para obtener nuevas variedades de utilidad para el ser
humano, pero este mejoramiento por procesos naturales de reproduccion es lento y es una

técnica limitada a aquellos organismos con reproduccion sexual (8).

Las nuevas tecnologias surgidas de la ingenieria genética permiten transferir directa y
rapidamente el material genético de organismos poco emparentados entre si, produciendo
formas “nuevas” o variedades en corto tiempo; esta transferencia permite “crear” organismos

con determinadas caracteristicas deseadas para llevar a cabo ciertos procesos particulares,

10
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superando las limitaciones de la reproduccion sexual, en la medida en que permite afadir,

combinar o quitar funciones de los organismos vivos (8).

En la figura 2 se muestra una pintura en la cual se expresa ampliamente que el maiz es la
planta mas domesticada y evolucionada del reino vegetal. Desde el siglo pasado diversas
teorias han sido expuestas para explicar el origen y la evolucion del maiz, y se ha aceptado al
teocintle de Chalco (Zea mays ssp mexicana) como el antecesor directo del maiz (29).

FUENTE: El nacimiento del maiz, limpieza, restauracion y traslado: Lépez Carmona y Best

FIGURA 2. México, centro de origen del maiz.

Por lo cual para entender mejor el objetivo de estudio, primero se debe entender los
antecedentes que generan al maiz como motivo de estudio y posteriormente se presenta la
estrategia experimental propuesta y realizada para la determinacion y obtencién de resultados.
Lo que se pretende obtener de este trabajo experimental es demostrar que efectivamente los
alimentos que consumimos no reportan claramente los ingredientes de los cuales estan hechos
y que son proporcionados al consumidor a un precio muy accesible; ademas la importancia
que tiene en la actualidad la utilizacion de métodos para la autentificacion de especies como es

la Reaccion en cadena de la polimerasa, la cual genera resultados satisfactorios y veridicos.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Caracteristicas del maiz, Zea mays L.

La denominacién Zea es una voz de origen griego, derivada de zeo = vivir. Esta planta es
conocida con el nombre comin de maiz, derivado de la palabra taina mahis con que los
indigenas del Caribe la denominaban. Dependiendo de la regién, Zea mays recibe también en

espafiol nombres como orofia, danza, zara, millo, mijo o panizo (35).

En México, las mazorcas maduras, pero frescas reciben el nombre de elote que viene del
nombre nahuatl elotl, mismas que en Sudamerica y otros paises del area sudamericana reciben
el nombre de choclo (del quechua chujllu) y en Venezuela el nombre de jojoto. EI nombre
nahuatl del maiz, tlayoli, todavia es de uso comun en el estado mexicano de Oaxaca. En el
Peru y Bolivia, lo llaman sara en quechua como en la época de los Incas. En Canarias se le
denomina millo, palabra tomada del portugués (milho), a la mazorca de maiz se le denomina

pifia de millo y en China Arroz de Jade, Trigo de Jade (Yu mai) y Sorgo de Jade (35).

Por otro lado maiz, literalmente significa “lo que sustenta la vida”. Botanicamente pertenece a
la familia de las gramineas y es una planta anual alta dotada de un amplio sistema radicular
fibroso. Las variedades cultivadas fundamentalmente para alimentacion comprende el maiz
dulce y el reventador, aunque también se usa una buena medida de maiz dentado, el amilaceo

0 harinoso y el cristalino; este Gltimo también se utiliza para pienso (20).

Junto con el trigo y el arroz, el maiz constituye uno de los recursos naturales renovables mas
relevantes en toda la historia de la humanidad; el grano posee diversas intensidades de colores:
blanco, amarillo, rojo, azul, morado, puarpura, negro, variegado y pinto, lo cual puede
apreciarse en la figura 3; una de sus principales ventajas es la amplia plasticidad de

adaptacion, apenas igualada por el frijol para formar el “Taco Mexicano” (51).


http://es.wikipedia.org/wiki/Ta%C3%ADno
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9xico
http://es.wikipedia.org/wiki/Elote
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1huatl
http://es.wikipedia.org/wiki/Sudam%C3%A9rica
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FIGURA 3. Intensidades de colores de maiz.

La figura 3 muestra los multiples colores que presentan las variedades del maiz, lo cual ha

sido de gran interés y estudio debido a la informacion genética que presenta cada una ante
problemas de sequia y de consumo humano (15).

Zea mays es una planta monoica; sus inflorescencias masculinas y femeninas se encuentran en
la misma planta, alcanza hasta los 2,5 m de altura, con un tallo erguido, rigido y sélido;
algunas variedades silvestres alcanzan los 7 m de altura. El tallo estd compuesto a su vez por
tres capas: una epidermis exterior, impermeable y transparente, una pared por donde circulan
las sustancias alimenticias y una médula de tejido esponjoso y blanco donde almacena
reservas alimenticias, en especial azucares. La figura 4 muestra una planta de maiz

esquematizando las partes que lo componen e ilustrando cada una de ellas (35).

Las hojas toman una forma alargada intimamente enrrollada al tallo, del cual nacen las espigas
0 mazorcas. Cada mazorca consiste en un tronco u olote que esta cubierta por filas de granos,
como se puede apreciar en la figura 4. EI maiz es absolutamente capaz de reproducirse por si
solo. Por su gran masa de raices superficiales, es susceptible a sequias, intolerancia a suelos
deficientes en nutrientes, y a caidas por severos vientos. EI maiz es el cereal mas eficaz como

productor de grano, en esto contribuyen varios factores: gran tamafio de la planta, dotada de

13
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un area foliar muy considerable, con un tallo fuerte y alto, sistema de raices abundantes y

tejido vascular (conductor) amplio y resistente (35).

M

. 5 e

FUENTE: Imagen procesada por Thomas Schoepke. www.plant-pintures.de

FIGURA 4. Esquema de la planta de maiz.

En la figura 4 se declara la importancia que presenta el maiz en los alimentos ya que estos han
aumentado progresivamente, esto garantiza a la agricultura un margen de rentabilidad que le

permita adquirir nuevas cosechas generando de esta forma un proceso mas productivo (23).

El grano de maiz tiene alto valor nutritivo como fuente de energia, por su alto contenido de
carbohidratos, pero no posee las suficientes proteinas, tanto en cantidad como en calidad, por
ser incompleto en dos aminoacidos esenciales: lisina y triptofano; ademas es insuficiente en la
vitamina niacina y en minerales, excepto en calcio por la forma de industrializar a harina
nixtamalizada. La deficiencia en niacina y triptéfano, condiciona que el exceso de maiz en la
dieta alimenticia predisponga a la pelagra, enfermedad grave, consistente en inflamacion

superficial de la piel, y trastornos digestivos y nerviosos (51).
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La taxonomia es la forma mas elemental de agrupar a los individuos, partiendo de sus
propiedades mas generales a las mas especificas, por lo cual en la tabla 1 se puede observar la
forma taxondmica para representar al maiz (1).
TABLA 1. Taxonomia del maiz.
REINO Plantae ‘

SUBREINO Tracheobionta
SUPERDIVISION | Spermatophyta
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Lilliopsida
SUBCLASE Commelinidae
ORDEN Cyperales
FAMILIA Poaceae
GENERO Zea L.
ESPECIE Zea mays L.

FUENTE: Acquaah, G. 2007

En el ciclo biologico del maiz se distinguen varios estadios: 1) Semilla, 2) Germinacion, 3)
Emergencia, 4) Plantula, 5) Amacollamiento (ocasionalmente), 6) Crecimiento activo, 7)
Encafe, 8) Prefloracion, 9) Floracion masculina (espigamiento), 10) Floracion femenina
(jiloteo), 11) Polinizacién, 12) Fecundacion, 13) Grano lechoso (elote), 14) Grano masoso
(elocinte), 15) Madurez fisiologica (barroceo o camagua), 16) Madurez de cosecha (16-25%
de humedad), 17) Grano comercial o semilla (12-14% de humedad), 18) Rastrojo (planta seca
con 12-14% de humedad, sin mazorca). El fruto de la planta del maiz se llama comercialmente
grano, botanicamente es una caridpside y agricolamente se le conoce como semilla, en la

Figura 5 se indica el diagrama de un grano de maiz y el nombre de sus partes (51).
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pi
Célutas transversalas
Célulaa tubulares
Cublerta seminal
(testa)
Capa de akurona
{parte del endosSparmo,
DBro que 56 separa
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Endaspermo cristalino

Endospermo harinoso
Célulag lienas
de granuios de almiddn

an una matriz proteica
Paredes de células

PERICARPIO

ENDOSPERMO

Escutslo
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gémula y

hojas primarlas
Radicula o ralz
rudimentaria

FUENTE: Facilitado por el Wheat Flour Institute, Chicago, Illinois, 1964

FIGURA 5. Representacidn de un corte transversal de un grano de maiz, indicando las

partes que lo componen.

> Pericarpio: protege la semilla.

» Endospermo: es la reserva de la que se alimenta la nueva planta hasta que pueda
empezar a sintetizar por si misma, formado por un 90% de almidén, un 7% de
proteinas y cantidades menores de sustancias minerales, aceites...

» Embrion o germen: lo forma un eje embrionario integrado a su vez por la plumula y la
radicula y el escutelo o cotileddn, cuya funcion es la de servir de reserva a la semilla 'y

la plantula en sus primeras etapas de desarrollo (35).

El endospermo incluye aproximadamente el 82% del grano; también aproximadamente el
pericarpio abarca el 6% y el embridn el 12%. La composicion promedio de la materia seca del
grano entero se representa en la Tabla 2.

16
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TABLA 2. Composicion promedio de la materia seca del grano entero.

COMPONENTE POR CIENTO ‘

Almidon 72.40
Grasas (aceite) 4.70
Proteina 9.60
Cenizas 1.43
Azlcares 1.94
Fibra 9.93

FUENTE: Reyes, C.P. 1990

El maiz es una de las plantas mas Utiles al hombre, una de sus principales caracteristicas es su
gran adaptacion, ya que se cultiva desde Ecuador a diferentes latitudes norte y sur; desde el
nivel del mar, hasta mas de 3 200 msnm; en suelos y climas muy variables y con una
tecnologia muy diversa. Se adapta mejor en suelos humedos y fértiles, en regiones
subtropicales templadas y en regiones tropicales altas, con temperaturas altas durante el dia 'y

bajas durante la noche (51).

1.2 Elmaiz en Méxicoy en el mundo

Por su gran diversidad de variedades y usos, la planta, grano o cultivo, ha tenido muchas
especulaciones sobre su origen, en relacion al origen geografico, algunos estudiosos
consideran que el maiz es nativo de Asia, otros piensan que es de América. Esto Gltimo es lo
mas aceptado, ya que existen los suficientes testimonios que avalan al Nuevo Mundo como al
verdadero. Hay suficiente evidencia indicando que México fue el centro primario de origen,
domesticacion y dispersion del maiz; que ocurri6 hace mas de 6 mil afios y que las
migraciones humanas lo llevaron a Sudamérica. De México se dispersd hacia el norte del
continente y posteriormente hacia Europa y Asia. Los factores que han favorecido y acelerado
la variacion y evolucion del maiz son: las migraciones humanas, las mutaciones, la seleccion
natural o artificial, el aislamiento y la endogamia, el cruzamiento entre variedades diferentes y

la hibridacion con Tripsacum o con Teocintle (51).
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En la actualidad principalmente se siembran semillas de siete clases:
» Variedades criollas, ejemplos: hoja morada, olote delgado...
» Variedades mejoradas, corresponde a todas aquellas que se encuentran en los
programas de mejoramiento genético con simbolo V-nimero, ejemplo: V-424
» Variedades sintéticas, presentan simbolo VS-niimero, ejemplo: VS-201
» Variedades hibridas, presentan simbolo H-nimero, ejemplos: H-352, H-507...
» Generaciones avanzadas de hibridos o Hibridos acriollados, ejemplos: F2, F3...
» Cruzas naturales reciprocas entre maices criollos con variedades mejoradas.

» Hibridos naturales de las diversas clases de semillas descritas con Teocintle (45).

En México, las miles de variedades dispersas en su territorio se han agrupado en 30 razas 'y 6
subrazas; 25 bien definidas y 5 en estudio. Las razas de maiz, cuyas variedades son
ampliamente comerciales son: a) Vandefio, b) Tuxpefio, ¢) Tabloncillo, d) Chalquefio y e)
Celaya; en la Figura 6 se presenta un mapa que indica la distribucion de las razas de maiz en
México (11).

Distribucian de teocinties
Z. perennis
Z. diploperennis

« L. parvigiumis

+« Z mays subsp. mexicana

Distribucion de
maices criollos

« ® Zea mays mays

FUENTE: Comision Nacional para la Biodiversidad, Importancia econémica del maiz.

FIGURA 6. Representacion de la distribucion de razas de maiz en México.
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La diversidad de razas y variedades de los centros de origen le confieren gran fragilidad, en
caso de que se genere una contaminacion con transgénesis de las variedades criollas a anivel
nacional por la polinizacion abierta, o bien por la conservacion y el intercambio de semillas, se
pueden acumular varias modificaciones genéticas en los maices criollo que afecten su
capacidad productiva y su naturaleza como alimento, por lo que en la figura 6 se observa los
principales estados de asentamiento de teocintles y de maiz criollo para identificar una posible

recuperacion o revertir el dafio a estas razas acumuladas durante miles de afios (12).

En el 2010 se alcanzé un volumen nacional de 24.9 millones de toneladas producidas en
7.54 millones de hectareas de tierra que represento el 36.26% del area total nacional cultivada
(53). En la Figura 7 se muestra el rendimiento del maiz en México para los usos que se le dan,
teniendo que como rendimiento promedio nacional es de 3.3 toneladas por hectarea y que las
principales entidades productoras son Sinaloa, Jalisco, Estado de México, Michoacan,
Guanajuato y Chiapas; de acuerdo con datos de la SAGARPA la inversion en el sector es de
alrededor de 17 074 millones de pesos y su valor de produccion es de 68 764 850.61 miles de
pesos. (39)

MAIZ Promedio anual de las cotizaciones
Cifras en tonddadas Importaciones . L.
00 09 10* mensuales, (délares por tonelada métrica)
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201142816 7832.3% "
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'.0 22'699.619 Variacibn
L 27'506347 oo
H 29'424 727 238150 468.858 73 4y :
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FUENTE: Elaboracién oropia con base en datos de la SAGARPA

FIGURA 7. Produccion, consumo y promedio de cotizacion del grano de maiz 2000 y 2011
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Mundialmente se estima que la produccion de maiz 2010/2011 serd de 814,25 millones de

toneladas (2). Entre los principales paises productores de Maiz se encuentran:

Estados Unidos 316,16 millones de toneladas

China 168,0 millones de toneladas

Unidn Europea (27 estados) 55,19 millones de toneladas

Brasil 51,0 millones de toneladas
Meéxico 24, millones de toneladas
Argentina 22,0 millones de toneladas
India 21,0 millones de toneladas
Sudéfrica 12,5 millones de toneladas
Ucrania 11,9 millones de toneladas
Canada 11,71 millones de toneladas
Nigeria 8,7 millones de toneladas
Indonesia 8,0 millones de toneladas
Egipto 7,0 millones de toneladas
Filipinas 7,0 millones de toneladas
Serbia 6,8 millones de toneladas
Vietnam 5,5 millones de toneladas

Otros paises 77,78 millones de toneladas

El maiz tiene maltiples usos, entre los que se encuentran: (51)

> Planta » Mazorca
Forraje verde Elote-alimento humano
Ensilado Forraje tosco
Rastrojo, forraje tosco Olote (combustible)

Materia organica al suelo

Grano

Alimentacion humana
Alimentacion del ganado
Materia prima en la industria

Semilla

En México el grano de maiz, tiene escaso uso ganadero; el maiz se aprovecha directamente

como alimento humano (tortillas, bollos, arepa, elote, etc.) o como materia prima en la
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industria alimentaria (harina, maicena, aceite, mieles, etc.) e industria diversa. Se estiman mas
de 800 articulos, que utiliza la humanidad, en los cuales interviene el maiz, representando
también un aprovechamiento en la ganaderia y en las industrias basicas y complementarias. Su
importancia puede analizarse en diversos aspectos como son:

> Académico: es una planta de amplio espectro en su utilidad para multiples ejemplos y
medios de ayuda en cursos de biologia, quimica y agronomia. Son escasas las especies
de plantas que compiten con el maiz.

> Cientifico: como recurso bioldgico para explicar teorias, principios y leyes que han
contribuido en los avances de las ciencias bioldgicas y sus aplicaciones en agronomia;
en la creacion de nuevas tecnologias que se aplican en fitotecnia y conocimiento de
causas que explican los efectos en diversos caracteres de plantas y animales.

» Social: el maiz significa trabajo, moneda, pan y religién para grandes conglomerados
humanos, ya que representa un bienestar social en y entre los pueblos que lo producen,
evitando asi, la dependencia del extranjero y resguardando su soberania al no tener que
importar este producto basico.

» Econdmico: la importancia del maiz en el mundo y en Mexico, se manifiesta por lo
siguientes rubros: significa bienestar economico para los paises autosuficientes y/o
exportadores; los multiples usos como alimento humano directo o transformado en
carne, huevo, leche y derivados; como instrumento en la industria; por su amplia area
geogréfica de cultivo, ya que se encuentra en 134 paises dispersos en el mundo (82%

de los paises lo producen) y por su alto volumen de produccion (51).

1.3 Mejoramiento agronémico en maiz

En esencia, todas las propiedades de los organismos dependen de la suma de sus genes; los
primeros estudios de Watson y Crick y otros, a principios de los afios cincuenta, condujeron a
la construccion del modelo de la doble hélice describiendo la estructura molecular del DNA 'y
las implicaciones para la compresion de la replicacion genética. Desde entonces ha habido
gran cantidad de descubrimientos sobre las complejas interacciones requeridas para expresar
la informacion codificada en la molécula de DNA en la expresion celular o del organismo. Los

cambios en la molécula de DNA que posibilitan la aparicion de c6digos complementarios para
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una especie es el medio utilizado por los organismos para evolucionar y adaptarse a nuevas

condiciones medio ambientales (57), (32).

En esencia, los cambios en el DNA de un organismo pueden ocurrir de dos maneras:
e Por mutacién, que consiste en la adicion o eliminacion de uno o mas componentes
quimicos de la molécula de DNA.
e Por intermediarios de informacion genética o DNA entre organismos similares

normalmente por reproduccion sexual y por transformacion horizontal en bacterias

(57), (7).

La genética clasica fue, hasta hace un poco, la Unica via mediante la cual la herencia podia ser
estudiada o manipulada. Sin embargo, en los afios recientes, las nuevas técnicas han permitido
la posibilidad de manipulacion genética de organismos a tasas antes nunca pensadas,
permitiendo incluso el intercambio de DNA en el laboratorio entre distintas especies. La
manipulacién del material genético en organismos puede ahora conseguirse de tres maneras

claramente definibles: a nivel organismo, celular y molecular (57), (9).

1.4 Perspectivas y evaluacion del maiz transgénico en México

Los alimentos elaborados con base en cultivos transgénicos o procesados con ayuda de
componentes de otros organismos modificados genéticamente (OGM) han aparecido en los
anaqueles y en las notas periodisticas cada vez con mayor frecuencia. La percepcion de su
naturaleza, intencion, utilidad y riesgos, por distintos sectores sociales, ilustra las diversas
maneras de la desorganizacion entre el desarrollo cientifico-tecnoldgico y el conocimiento

publico, en ambos sentidos (36).

Los alimentos transgénicos se derivan, de manera genérica, de variedades dentro de especies
vegetales, animales o de microorganismos conocidos que han sido “modificados

genéticamente” y se utilizan desde hace casi un decenio, ya sea como componentes principales
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o desde antes, como insumos complementarios del proceso de los mismos.! Esta modificacion
genética se entiende actualmente y de manera convencional, como la producida por
procedimientos derivados de la biotecnologia moderna, es decir, los que involucran la
movilizacion de fragmentos de ADN (genes recombinantes o transgenes), del genoma de un

organismo a otro, el cual se propaga luego para constituirse en una variedad MG (8).

En principio, algunas experiencias de divulgacion y el analisis somero de la cobertura de
prensa sobre este tema siguieren que existe un considerable grado de desconocimiento, tanto
en el publico general como en los grupos empresariales (8). Es decir, existen diferencias
acentuadas en la percepcion de los motivos, la confiabilidad en los métodos y los efectos
finales de la ingenieria genetica aplicada a la produccion agroalimentaria. Las causas son
diversas pero, por un lado, los modos de difusion e intercambio de informacion sobre la
naturaleza y alcances de la biotecnologia agricola no han sido suficientemente directos,
amplios y plurales, lo que ha fortalecido la polarizacion de opiniones en torno a su generacion,

uso y regularizacion (52).

Por otro lado, si bien se reconoce un derecho indiscutible para la eleccion personal en materia
de consumo, lo cual se fundamenta en un espectro contrastante de concepciones sobre la
gestacion productiva y ambiental, en lo relativo a las opciones de politica publica, el asunto es
méas complejo. Un punto de vista importante es asumir que cada tecnologia o producto
derivado tiene riegos y beneficios potenciales que motivaron su generacion o adopcion. Sin ir
mas lejos, nuestro sistema alimentario depende mayoritariamente de cultivos intensos de

temporal; almacenamiento rustico y empaque en zonas industriales (8), (4).

Aunque tales procedimientos se traducen normalmente en un mayor volumen de productos
saludables, frescos y no perecederos a costos pocos variables, diversas eventualidades podrian
provocar peligros graves si no hubiera un marco regulatorio y mecanismos de control que los
eviten (6), (10).

1 . . . , / . .

Se excluyen de esta otros OGM, cuyos productos tienen una aplicacidon en el area farmacéutica, ambiental e
industrial, los cuales requeririan de un estudio adicional en términos del analisis de riesgos y percepcion
publica.
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En términos ecoldgicos, los riesgos hasta ahora més discutidos de la liberacion de transgénicos
en el medio ambiente son los que derivan del movimiento no intencional de los transgenes a
poblaciones de variedades tanto cultivadas como silvestres para las cuales dichas
transformaciones genéticas no fueron disefiadas. En el caso del maiz en México, los datos se
resumen en dos aspectos fundamentales: 1) la posibilidad de introgresion (que los genes entren
y persistan) de las variedades transgénicas hacia las razas de maices locales o criollos y hacia
los parientes silvestres del maiz que se encuentren en México y, 2) las consecuencias
bioldgicas de esta introgresion (5). El flujo génico de maiz a teosinte (Z. mays. ssp. mexicana)
ocurre a tasas bajas en cada generacion, pero cuando las plantas crecen en proximidad, los
alelos de los cultivos introgresan a las poblaciones de los parientes silvestres después de varias
generaciones. La figura 8 muestra un ejemplo de introgresion de caracteres genéticos de
variedades mejoradas a nativas cuando ambas crecen incluso a distancias mayores de varios

cientos de kildmetros (8).

FIGURA 8. Introgresion del flujo génico en cultivos de plantas silvestres de maiz.

Por lo tanto, el flujo génico y la introgresion a variedades locales cultivadas y silvestres sera
dificil de evitar una vez que crezcan plantas transgénicas en los campos mexicanos, como
muestra la figura 8. Ademas, los individuos de teosinte y maiz portadores de los transgenes
pueden constituirse en puentes para la introgresion de los transgenes a nuevas variedades.
Finalmente, el intercambio de semillas entre agricultores puede también hacer que las areas en
las cuales ocurra la introgresion sean mayores a las que se esperan por el flujo génico via
polen (8), (27).
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CAPITULO 2. TRANSGENESIS EN PLANTAS DE
IMPORTANCIA AGRICOLA

2.1 Biotecnologia e ingenieria genética en plantas

La necesidad del ser humano de obtener diferentes fuentes que le proporcionen alimentos en
diferentes regiones y ambientes dio lugar al nacimiento y desarrollo de la agricultura. Aun
cuando la “biotecnologia” es un término relativamente reciente, sus origenes se pueden
rastrear en los albores de la civilizacién humana, cuando para subsistir, los campesinos del
neolitico empezaron a modificar su ecosistema al seleccionar de sus cosechas cierto tipo de

semillas para sembrar en el siguiente periodo (8), (27).

Los beneficios que se han obtenido en los ultimos dos siglos a partir de la modificacion de
diferentes organismo ha favorecido el mejoramiento y la generacion de trasformaciones en
diversas tecnologias. Este seria el caso de la aplicacion de la genética al mejoramiento y la
generacion de transformaciones en diversas tecnologias (31). La aplicacion sistematica de
esta forma de seleccidn ha llevado al mejoramiento masivo de diferentes granos basicos, los

cuales se han introducido en diferentes regiones del mundo (8).

La ingenieria genética ha producido plantas de cultivo resistentes a las plagas, desde un cierto
punto de vista el medio ambiente es el que sale ganando, porque se disminuye el uso de
pesticidas; pero lo méas paradojico es gque las organizaciones que se han dedicado a proteger el
medio ambiente han sido las que se han opuesto de forma mas ruidosa a la introduccién de
estas plantas, a las que se denomina genéticamente modificadas (GM). Como en el caso de la
ingenieria genética en animales, la dificultad del primer paso en biotecnologia vegetal consiste
en lograr introducir el fragmento deseado de ADN (el gen atil) en la célula vegetal, y después
en el genoma de la planta (63). Tal como los biélogos moleculares descubren con frecuencia,
la naturaleza inventd un mecanismo para realizar esta tarea siglos antes de que los bi6logos

pensaran siquiera en ello (24).
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Conviene puntualizar que la ingenieria genética de plantas es una realidad, pero queda todavia
un campo en experimentacion cuyas expectativas de aplicacion han despertado un enorme

interés en el ambito mundial (8), (66).
2.2 Cultivo de tejidos vegetales
El trabajo practico con células y tejidos vegetales tiene ciertas particularidades que le hacen

Unico en varios aspectos. A continuacion se relacionan algunos procedimientos basicos que

soportan la experimentacion en este campo, lo cual se puede apreciar en la figura 9.
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FIGURA 9. Distintos tipos de manipulacién y cultivos in vitro de sistemas vegetales.

En la figura 9 se puede apreciar los pasos que se siguen para generar un organismo con
caracteristicas nuevas, ademas se observa que son diversos los métodos que se pueden ocupar
para este fin, por lo que a continuacion se explica brevemente lo que la Ingenieria Genética ha

logrado hasta la actualidad (47).
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e Cultivo de tejidos y obtencion de callos: Consiste en el crecimiento indefinido de
pequefias piezas de tejido, denominadas explantes, aisladas de un organismo y
cultivadas en medios nutritivos adecuados. Los explantes méas frecuentes derivan de
hijas, yemas, extremos de la raiz, segmentos nodales o semillas en germinacion. Estos
se lavan con un desinfectante (agua oxigenada, hipoclorito, etc.) para eliminar
microorganismos y se deja en un medio nutritivo donde, puede llegar a formar una
masa celular indiferenciada llamada callo que, una vez establecida, puede propagarse
indefinidamente por subdivision (47).

e Cultivos liquidos en suspension: Si una pieza de un callo joven se transfiere a un medio
liquido y se agita, la masa celular en mayor o menor grado produce una suspension de
celulas aisladas que pueden subcultivarse indefinidamente en un medio que contenga
los nutrientes y hormonas adecuados. La mayoria de estos cultivos son muy
heterogeneos a causa de la presencia de agregados celulares; ademas, ciertas especies
presentan una gran inestabilidad genética que se detecta tras largos periodos de cultivo
(variacion somaclonal). Algunas plantas (tabaco, soja) forman callos poco compactos
que se deshacen mas facilmente por agitacion y que producen lineas celulares mucho

mas homogéneas (47).

e Cultivos en medio solido: Los cultivos en suspension pueden “sembrarse” en un
medio solido en el que las células se dividen y forman callos, de manera analoga a
como las bacterias forman colonias. ElI medio acondicionado se consigue haciendo
crecer una gran densidad de células de la misma o distinta especie en medio liquido
fresco durante algunos dias y luego eliminando las células por filtracion; el medio asi
obtenido, cuya composicidén no estad bien definida, promueve la proliferacion celular,
tras la incorporacion de un agente gelificante, este medio se utiliza para la preparacion
de placas sobre las que las células aisladas de un cultivo en suspension pueden
dividirse y formar callos. El cultivo in vitro de tejidos es una forma muy frecuente de

conservar diversas variedades vegetales en los llamados bancos de germoplasma (47).
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e Regeneracidn de una planta completa: La presencia de fitohormonas es necesaria para
el mantenimiento de cultivos vegetales. Para cada especie vegetal en concreto, la
naturaleza de la(s) hormona(s) presente(s) en el medio y en su concentracion, son
factores determinantes para la diferenciacién de sus células hacia la formacion de
distintos tejidos. El proceso de organogénesis se puede conseguir en condiciones
especificas para cada especie y ha supuesto un avance extraordinario para el desarrollo
de la Ingenieria Genética en vegetales ya que permite la regeneracion de un individuo
completo a partir de una Unica célula; haciendo crecer a ésta en un medio con una
composicién adecuada de hormonas se puede lograr que crezca formando un brote vy,
luego, modificando dicha composicién hormonal, se puede inducir la formacion de

raiz, para regenerar finalmente una planta completa (47).

e Embriogénesis somatica: Ademas de la regeneracion de tejidos, en algunas especies y
en ciertas condiciones de cultivo especificas para cada una, se pueden inducir sobre el
callo un proceso diferente conocido como embriogénesis somatica que implica un
camino distinto de diferenciacién hacia un embrioide, semejante al observado en el
cigoto tras la fertilizacion. ElI embrioide es parecido al embridn, pero surge de una
célula somatica y no de la fusion de dos celulas germinales; puede desarrollarse hasta
una planta totalmente funcional sin necesidad de inducir artificialmente la formacion

de raiz y tallo, por lo que en algunos casos se producen para su comercializacion (47).

2.3 Métodos y técnicas de transformacion en plantas

La existencia de una fuerte pared celular ha obligado a desarrollar procedimientos especiales,
méas o menos complicados, para lograr la manipulacion genética de plantas (24). Por un lado,
se ha tratado de eliminar el obstaculo fisico que supone la pared celulsica; por otro, se han
buscado procedimientos alternativos de transformacién que dirijan la entrada de DNA al
interior celular incluso en presencia de esa pared (47). A continuacion se resumen los pasos

mas importantes de estos métodos.
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e Transformacion de protoplastos: La eliminacion de la pared de celulosa de la células
vegetales convierte a éstas en protoplastos, que, al estar rodeados s6lo por una
membrana plasmaética, capturan DNA exd6geno mas facilmente. Los protoplastos se
pueden preparar a partir de células en suspension, de células de un callo o de tejidos
intactos mediante un tratamiento enzimatico con pectinasas, que rompen los agregados
y liberan las células, y con celulasas y hemicelulasas, que degradan la pared. Tras ellos,
los protoplastos se recogen por centrifugacion, se lavan y se separan de las células
intactas y de los restos celulares mediante sedimentacion a través de sacarosa. El
protoplasto puede regenerar la pared celular en un medio sélido nutriente; es un
proceso que se alarga entre 5 y 10 dias, tras lo cual empieza a dividirse, e incluso
puede llegar a regenerar una planta entera directamente o a través de la formacion de
callo (47).

e Transformacion de discos de hojas: Esta técnica es una buena alternativa a la
regeneracion de plantas a partir de protoplastos. Cuando, a partir de una hoja, se
recortan pequefios discos (de algunos milimetros de diametro), las células de su borde
tienen una gran capacidad regenerativa (ademas de ser facilmente transfectadas por el
sistema mas eficaz de transformacion en plantas, el de Agrobacterium tumefaciens).
Tras 2-4 semanas, los discos se transfieren a medios que estimulan la diferenciacion
celular y en los que se consigue la regeneracion de la planta. El proceso completo,
desde que se cortan los discos hasta que se tienen plantas con raiz, puede llevar de 4-7
semanas, lo que es mucho mas rapido que la regeneracion a partir de un cultivo de

protoplastos (47).

e Infeccidn con Agrobacterium: Es uno de los procedimientos que mas han contribuido
al desarrollo de la manipulacion genética de vegetales. Agrobacterium es una bacteria
capaz de transferir DNA desde su citoplasma al interior de células de plantas, por un
método manual. La manipulacién de ese DNA permite la incorporacion de pasajeros
que finalmente apareceran en la célula vegetal. La inoculacion de discos de hojas con

cultivos de esta bacteria es un procedimiento estdndar para la modificacién de
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dicotiledoneas, aunque su eficiencia sobre monocotileddneas es baja, por lo que su uso
con ellas es més restringido (47).

Transformacion con precipitados de DNA: EIl sistema de Agrobacterium no es
eficaz sobre plantas monocotiledéneas, como los cereales. Para estos casos, se han
tratado de desarrollar procedimientos basados en métodos fisicos. La captura de DNA
en forma de co-precipitado con fosfato célcico ha dado buenos resultados con células

animales en cultivo, pero no funciona con células vegetales ni con protoplastos (47).

Electroporacion: Mediante ésta técnica utilizando campos de entre 200 y 600 volts se

consigue transferir DNA extrafio a protoplastos de arroz y maiz con rendimientos
aceptables. Es un método que se ha impuesto por su eficacia y por la versatilidad de su
instrumental que puede usarse, con algunas adiciones al equipo, sobre otros muchos
sistemas celulares (bacterias, levaduras, células animales, etc). En el caso de las plantas
se lleva a cabo sobre protoplastos y, por tanto, implica la regeneracion de la planta a
partir de ellos, etapa lenta, dificil y con el riesgo de la variaciébn somaclonal que
acompafia a un cultivo prolongado. Recientemente, se ha logrado la electroporacion de
células previamente tratadas para la degradacion minima y controlada de su pared,
alcanzando un rendimiento aceptable y permitiendo tiempos de regeneracidn mas
cortos (47).

Transformacion con microproyectiles (biobalistica): Esta técnica especial utiliza
minusculas esferas de metal como balas que, disparadas por un mecanismo adecuado,
pueden penetrar en una célula intacta sin destruirla. Las balas, de entre 0.4 y 4 um de
didmetro, suelen ser de tungsteno o de oro y el DNA que se desea introducir es
precipitado sobre ellas con cloruro calcico. EI mecanismo de disparo se basa en una
pistola especial que lanza los microproyectiles a mas de 400 m/s sobre las células
receptoras; originalmente se usaba mas carga explosiva, pero posteriormente se estan

aplicando sistemas eléctricos o neumaticos (47).
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Las células que se van a transformar se pueden presentar como cultivos en suspension

depositados en filtros, como callos 0 como seccion de tejidos intactos (hojas, tallos, semillas,

etc.). Las células que estan situadas en el centro del cono de tiro son las mas afectadas y

pueden llegar a ser destruidas, pero las que ocupan zonas concéntricas sobreviven, ya que el

proyectil penetra en su citoplasma sin dafarlas seriamente. Tras el “bombardeo”, las células

son colocadas en condiciones adecuadas para la regeneracion de la planta. La biobalistica se

presenta con un potencial enorme para su aplicacion a la experimentacion en Ingenieria
Genética (47).

Por otro lado, también se hace énfasis a las técnicas con las cuales se lleva a cabo la
transformacion en plantas. Se tiene una amplia gama de técnicas de biologia molecular a las
cuales se les denominan "BLOTS" (13). Todas se basan en la transferencia de material
biologico de un gel sobre una membrana porosa de una manera que preserva la forma en que
se separa en el gel. Hay una variedad de formas de hacer la transferencia de difusién positiva,
ya sea absorbiendo, succionando o de campo eléctrico (electrotransferencia) (56). A

continuacion se explica en que consiste cada una de estas técnicas:

e Southern Blot: El nombre de la técnica deriva en parte del apellido del investigador
que la desarrollé (Edward M. Southern) y de la palabra inglesa Blot, que significa
traspasar. EI Southern Blot es una técnica que permite la identificacion (presencia o
ausencia) de secuencias especificas de DNA de diferentes fuentes e identificar el

tamano del fragmento de restriccion que contiene la secuencia (13).

e Northern Blot: Es una técnica de laboratorio que se utiliza para identificar y localizar
las secuencias de RNAmM que son complementarias a un fragmento de DNA o RNA
llamado sonda. Es béasicamente una prueba para detectar la presencia del RNA
mensajero en un tejido en particular y la cual permite también determinar el tamafio de
la trascripcion de ese ARN mensajero. El procedimiento se hace transfiriendo todo el
RNA mensajero de un tipo determinado de tejido desde un gel a una membrana de

nylon o nitrocelulosa. La presencia de un ARN en particular se detecta hibridizando
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esta membrana con una sonda de &cido nucleico, generalmente de cDNA o rRNA del

gen de interés (13).

e Western Blot: Es una técnica inmunoenzimatica que se utiliza para la deteccion de
proteinas. Se basa en la separacion de las proteinas de una muestra en funcion del
tamafio mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes y una deteccion
posterior con anticuerpos especificos contra la proteina que se desea detectar, permite
determinar el contenido relativo de proteinas presente en diferentes muestras (56).

e Dot Blot: Es proceder similar al Northern con la diferencia de que el RNA no es
sometido a electroforesis sino que se sitla directamente sobre la membrana. Este tipo
de andlisis requiere de un molde asociado a succién con vacio para colocar el RNA que
puede producir circulos o puntos. Esta prueba es muy Util para estudiar un gran niamero
de muestras, pero tienen la limitante de no ofrecer informacion sobre el tamafio de las
bandas del RNA hibridado (38).

2.4 Situacion mundial de Organismos Genéticamente Modificados

(OGMs) de uso agricola.

En todo el mundo, los cultivos transgénicos son presentados por sus promotores — la industria
biotecnologica y los cientificos financiados por ella — como la nueva revolucion tecnologica
que traera multiples beneficios para la humanidad: prometen que aumentara los rendimientos
en las cosechas y disminuira el uso de agroquimicos, que producird cultivos tolerantes a
enfermedades, a sequia y suelos salinos, asi como alimentos mas nutritivos. Anuncian que sera

la solucién para el hambre y la desnutricién en el mundo (25).

Se enorgullecen de que es un fendbmeno global porque en 6 afios el area cultivada con
transgénicos se multiplicé por 30, pasando de 1.7 millones de hectareas en 1996 a 52.6
millones de hectareas en 2001 (8), (3).
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El debate de los alimentos GM ha combinado dos problemas diferentes. En primer lugar, las

cuestiones puramente cientificas de si los alimentos GM plantean una amenaza para nuestra

salud o el medio ambiente. En segundo lugar, existen cuestiones econdmicas y politicas

centradas en las practicas agresivas de las compafiias internacionales y los efectos de la
globalizacion (18), (22).

Una valoracion significativa del alimento GM deberia basarse en consideraciones cientificas,
no politicas ni econdmicas. A pesar del interés por el impacto de las empresas multinacionales
se ha sefialado una polémica sobre los alimentos GM ya que es un rasgo de las sociedades para

las que la alimentacion no es una cuestion vital (18).

La funcidn mas importante de los alimentos GM reside en la salvacion que ofrecen a las
regiones en vias de desarrollo, donde los altos indices de natalidad y la presion para producir
en una tierra de labranza de existencia limitada conducen a una utilizacion excesiva de
pesticidas y herbicidas de efectos devastadores tanto sobre el medio ambiente como sobre los
agricultores que los emplean; donde las deficiencias alimentarias constituyen una forma de
vida y con demasiada frecuencia, de muerte; y donde la destruccion de un cultivo por una

plaga puede ser una verdadera sentencia de muerte para los agricultores y sus familias (63).

La agricultura de OGM es una categoria extensa y posee un rango amplio de aplicacion por tal
motivo se incluye una seguridad tanto ecoldgica como comestible. Ecologicamente se refiere
al impacto de la agricultura de OGM en el ambiente, especialmente el impacto de la diversidad
biolégica, en cuanto a una seguridad comestible envuelve la influencia de OGM que no

afecten la salud del ser humano (14), (36).

Ante tal situacion se debe enfocar la atencion de maiz genéticamente modificados por tres

razones:
1. El maiz es el primer cultivo genéticamente modificado que ha causado controversia,
que este tema fue particularmente resuelto en Europa, con el consentimiento de un

permiso para sembrarlo en 1997 (16).
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2. El maiz esté entre los tres mejores cultivos del mundo (junto con el arroz y trigo) con
una produccion de 550-600 millones de toneladas en 2001 (65).

3. El maiz es una planta modelo que es asociada intimamente con otros crecimientos

comprendido como planta genética (16).

En muchos paises existen en la actualidad comités de especialistas auspiciados por los
gobiernos para verificar la seguridad de OMG en la produccion alimentaria, los cuales
examinan los detalles técnicos concerniente al uso de tales productos por la poblacién; estos
comités solo consideran los hechos cientificos y la seguridad del producto (18). Tales comités
en la actualidad incorporan, ademas de expertos cientificos relevantes, expertos en temas
éticos y de consumo. Mientras que en un principio la preocupacion sobre alimentos
modificados genéticamente concernia principalmente a aspectos de seguridad alimentaria, en
afios recientes han llegado a cobrar importancia en el proceso de decision, otros aspectos de

ambito moral, social o ético (57), (44).

2.5 Uso y comercializacion de maiz geneticamente modificado en el

mundo y repercusiones para Mexico.

En la década de los setenta, cuando comenzaron a desarrollarse los primeros experimentos de
ingenieria genética con microorganismos, muchos bidlogos moleculares creian que estos
protocolos eran inseguros y que los microorganismos manipulados genéticamente deberian ser

contenidos estrictamente para prevenir su liberacion al medio ambiente (34).

El miedo fundamental era, y para muchos todavia lo sigue siendo, que los microorganismos
manipulados genéticamente pudieran escapar del laboratorio al medio ambiente y producir

consecuencias impredecibles y quiza catastréficas (57).

En respuesta a este tipo de preocupaciones, se establecieron normativas para asegurar los
protocolos de trabajo y distintos niveles de contencion basados en la potencialidad de la
posible amenaza. Sin embargo, con el tiempo y las habilidades de manejo técnico, muchas de
estas regulaciones se han ido relajando progresivamente en sistemas de bajo riesgo
comprobado (57), (42), (29).
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El incremento rapido y tremendo en el area global dedicado a las semillas transgénicas ha

ocurrido en afios recientes; colocando actualmente a EU, Argentina, Brasil, Canada y China
con un cupo del 98% de area plantada mundial con semillas genéticamente modificadas (62).

Anualmente, la Agencia de Agrobiotecnologia Internacional ISAAA publica un informe sobre
el desarrollo mundial del cultivo de plantas utiles modificadas genéticamente. En 2004, 8.25
millones de agricultores de todo el mundo cultivaron plantas modificadas genéticamente. Por
lo que el crecimiento superficial absoluto (7.2 millones de hectéreas) fue por primera vez
mayor en los paises en vias de desarrollo y emergentes (China, Argentina, Brasil, India) que
en los paises industrializados. EI mayor crecimiento lo registré el maiz transgénico; entre 2004
y 2005, las superficies crecieron un 25%, hasta 19.3 millones de hectareas. ElI maiz
transgénico se cultiva en Estados Unidos, Espafa, Uruguay y Filipinas (50) (34).

En Europa, solo Espafia cultiva plantas transgenicas a gran escala (maiz 60 000 hectareas). En
Alemania se ha iniciado el cultivo de prueba del maiz. Cilve James, el presidente de la
ISAAA, ve en el maiz el mayor potencial del crecimiento de los tipos transgénicos. Para el afio
2015 se preve el cultivo de plantas transgénicas en 30 paises, en una superficie de 150
millones de hectareas, ya que se parte de la base de que el cultivo de plantas transgénicas
seguira siendo atractivo econdmicamente en los proximos afios. Sobre todo, las especies
transgénicas resistentes a los insectos contribuyen a una mejora de los ingresos, ya que

reducen las malas cosechas por culpa de los parasitos (50) (21).

Para cultivar plantas transgénicas los agricultores deben cumplir normas especiales. De este
modo se evita una mezcla incontrolada con productos convencionales. En el resto del mundo
esto es diferente. En 1996, en Estados Unidos se cultivaron las primeras plantas genéticamente
modificadas en superficies explotadas por la agricultura. Hasta 2004, sus superficies de cultivo
habian aumentado en todo el mundo hasta més de 81 millones de hectareas. Sobre todo, estas

superficies se encuentran en Estados Unidos, Argentina, Canada y China (50) (55).

Los paises de la UE importan aproximadamente 35 millones de toneladas de maiz lo que
proporciona materias primas para numerosos ingredientes alimenticios, entrando en contacto

con plantas transgénicas modificadas sin que ellos mismos estén modificados genéticamente
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(50) (26). La introduccion en el mercado de alimentos genéticamente modificados son sujeto
de evaluacion extensiva debido a los efectos potenciales en la salud del ser humano,
incluyendo toxicidad y alergias (9) (42). En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de maiz

transgénicos liberados al ambiente.

En México el maiz es el alimento principal, el cual ha representado el pasado y el presente
tanto en la economia, cultura y agricultura. En contraste con los Estados Unidos y Europa, la
fuente comercial de esta semilla corresponde del 1-4% de las semillas cultivadas en México.
En 2001, sin embargo se publicé un estudio en Nature, reportando la presencia del promotor
35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV) y del terminador de la nopaline synthase
(NOS t) en parcelas de la Sierra Juaréz, region del estado de Oaxaca. Esto se debe que no se

tiene un monitoreo adecuado de la introduccion de transgenes a parcelas tradicionales de maiz

debido a la mala organizacion de las agencias gubernamentales en México (49) (30).

TABLA 3. Principales tipos de maiz transgénico liberados al ambiente.

36

] . Fecha de Compariia | Origeny certificacion Afecta
Material Caracteristicas o . o
comercializacion | responsable del material principalmente
Resistencia a insectos (gen Instituto de Referencia
2% maiz | CrylA[b]) y tolerancia a de materiales y Alergias en
] . 1998 Syngenta . . N
GM Btl11 | glifosato de amonio (gen certificado de medidas nifios
PAT); 35S pro; NOS 3't
Resistencia a insectos (gen
100% maiz | CrylA[b]) y tolerancia a Alergias en
] . 1997 Syngenta -- N
GM T176 | glifosato de amonio (gen nifios
PAT); 35S pro; 35St
_ | Tolerancia a glifosato de Servicio nacional de | Poblacion con
100% maiz ] Bayer Crop » .
amonio (gen PAT); 35S pro; 1998 . Proteccién de Plantas | pacientes con
GM T25 Sciences . o
NOS 3t (DGPC); no certificado asma-rinitis
100% maiz | Resistencia a glifosato (gen Poblacién con
GM CP4EPSPS); 35S pro; NOS 1998 Monsanto - pacientes con
MON810 | 3t asma-rinitis

35S pro, promotor del 35S del Virus del Mosaico de Coliflor; 35S t, terminador del 35S del Virus del Mosaico de Coliflor; NOS 3t terminador de Agrobacterium tumefasciens de

nopoline synthase; DGPC, Direccién General de Proteccién de Culturas.

FUENTE: Perera, et al., 2002
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2.6 Presencia del promotor 35S y T-NOS en eventos comerciales de

maiz liberados al ambiente

La deteccion cualitativa de los eventos transgénicos estd basada en la amplificacion de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando primers que reorganicen regulatoriamente
la region que se deriva de los promotores del Virus del Mosaico de Coliflor (CaMV) y del
terminador de la Nopaline synthase de Agrobacterium tumefasciens (T-NOS), ambos
elementos son secuencias de DNA natural en hortalizas y microorganismos (62) (30) (10).

El andlisis funcional de un promotor requiere del conocimiento de secuencias de nucle6tidos
en la region regulatoria; una buena vision de esta construccion es realizada bajo tres aspectos:
(@) el sujeto promotor tiene la funcion de analisis; (b) se reporta un gen; (c) se sefiala el
término de la transcripcion (59). A comienzos de la década de 1980, Chua y colaboradores en
la Universidad Rockefeller aislaron el promotor responsable de la transcripcion de todo el
genoma del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) que infecta los nabos. EI promotor fue
nombrado CaMV promotor 35S, ya que se genera una transcripcién viral impulsada por el
promotor 35S (58).

El promotor 35S es un promotor constitutivo muy fuerte, que provoca altos niveles de
expresion de genes en las plantas dicotiledéneas (Figura 10). Sin embargo, es menos eficaz en
monocotiledoneas, especialmente en los cereales. Las diferencias en el comportamiento se

debe probablemente a diferencias en la calidad y / o la cantidad de factores de regulacion (45).

Secuencia de nucle6tidos del promotor del CaMV 35S
(-343 to +1)

-343 -300

5’ tgagactttt
gceoccagcetat
tcctacaaat
ctetgocegac
gtggaaaaag
tgatatectee
aagacccttc

Caja TATA
Secuencias CAAT

caacaaaggg
ctgtecacttt
gccatecattg
agtggtccca
aagacdttcc

actgacgtaa
crdkatecas

—

taatatcecgg
attgtgaaga
cgataaagga
aagatggacc
aaccacgtect
gggatgacge
ggaagtteat

aaacctecte
tagtggaaaa
aaggccatcg
cccaccccac
tcaaagcaag
acaatcccac
ttecatttgga

ggattccatt
ggaaggtggc
ttgaagatgc
gaggagcatc
tggattgatg
tatcettege
gagga 3’7
+1

FUENTE: Patent Lens, 2010

FIGURA 10. Secuenciacion del promotor 35S del Virus del Mosaico de Coliflor (CaMV).
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El promotor responsable de la transcripcion de otra parte del genoma de CaMV, el promotor

19S CaMV, también se utiliza como un promotor constitutivo, pero no es tan ampliamente
utilizado como el promotor 35S (45) (10).

El uso de los organismos transgénicos debe hacerse a partir de un riguroso analisis de los
riesgos que puedan representar para el medio ambiente, la biodiversidad y la salud humana. El
analisis de riesgo es una técnica aplicada en muchas areas diferentes con el propdésito de
prevenir y minimizar efectos adversos y abarca tres etapas: la evaluacién del riesgo, el manejo
del riesgo y la comunicacion del riesgo. La evaluacion de los riesgos derivados del uso de
OGMs debe considerar distintos ambitos, particularmente el medio ambiente y la salud
humana. Aunque cominmente no se evaluan explicitamente los riesgos relacionados con
actividades socioecondmicas Yy culturales, éstos también pueden jugar un papel importante en
la toma de decisiones (43) (41).

Algunos de los factores que van a influir en los niveles de riesgo se relacionan con la
modificacion genética y como se llevo ésta a cabo, con el organismo modificado y con el
ambiente en donde se pretende liberar. Por lo anterior el analisis de riesgo debe hacerse “caso
por caso y paso por paso”’, considerando en todo momento el trinomio “modificacidn genética,

organismo receptor y medio ambiente de liberacion” (43) (19).

La evaluacion del riesgo considera sistematicamente las siguientes cuestiones: ¢cuéles son los
dafios o efectos adversos que pueden ocurrir?, ;cual es la probabilidad de que los dafios o
efectos adversos ocurran? — con su grado de incertidumbre asociado—, si los dafios o efectos
adversos ocurren ¢cudles son las consecuencias? y, con base en la deteccion de los posibles
dafios y efectos adversos, su probabilidad de ocurrencia y sus consecuencias, ¢cual es el riesgo
total?. Es dificil poder identificar todos los dafios o efectos adversos que pueden ocurrir, en

parte porque nos enfrentamos aun a niveles de incertidumbre considerables (17).

Sin embargo, resulta un ejercicio ilustrativo identificar y medir algunos de los atributos que
pueden estar asociados a posibles efectos adversos, en los diferentes niveles de complejidad
biologica (43).
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CAPITULO 3. METODOS PARA LA
AUTENTIFICACION DE ALIMENTOS

3.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.1.1 Fundamento de la técnica de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que ha revolucionado el modo de
manipular, clonar y detectar fragmentos de DNA, lo que ha valido a su descubridor K. B.
Mullis el Premio Nobel, trabajando para la Cetus Corporation. La PCR parte de la premisa de
que el DNA bicatenario puede desnaturalizarse, de manera que ahora en cada una de sus
hebras pueden alinearse unos oligonucleétidos disefiados para ser complementarios a
porciones de cada una de las cadenas. Cuando estos oligonucledtidos se sitan en extremos
opuestos de una region particular, pueden servir como cebadores para una DNA polimerasa, lo
que permite formar una porcién de DNA bicatenario definida por estos dos cebadores (10),
(33).

La repeticion de los ciclos de desnaturalizacion, alineamiento (hibridacion) y polimerizacion
(elongacion) es capaz de producir cantidades crecientes del producto, resultando una
amplificacion de orden exponencial de la secuencia enmarcada por los cebadores. Por lo que,
bastaria una cantidad muy pequefia de DNA molde para obtener una gran masa tras la PCR; se
ha utilizado para amplificar un gen partiendo de una unica célula o de una Unica molécula de
DNA molde (10).

En la Figura 11 se ejemplifica la descripcidn anterior. EI nimero de copias al terminar
la PCR se puede estimar como:
N=Nox(1+R) ................. (1)
¢ = es el numero de ciclos.
N =es el nimero de copias obtenidas,

No = es el nimero de copias que se han depositado en la reaccion inicialmente,
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R = es el rendimiento de cada ciclo exponencial en tanto por uno (normalmente debe
oscilar entre 0.7 y 0.85)

|

|
v

zdo.cidn | —— =——
(sl

o —

Desnaturaliz & hibridacidgn

Ch

T_}

A
|

3er. ciclo

G e

A
|

|
v
A
|

un
(A

FUENTE: Teijon, et al. 2005.

FIGURA 11. Esquema de la amplificacién de una molécula de DNA molde en los ciclos de la PCR.

Los principios de la amplificacién in vitro en las lineas de repeticidn son en tres procesos:
desnaturalizacion, hibridacion y elongacién (60).
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3.1.1.1 Desnaturalizacion

Un comportamiento caracteristico observado en las disoluciones de DNA, cuando son
calentadas a partir de 80° o sometidos a pH &cido o alcalino, es una repentina pérdida de
viscosidad, acompafiada de un aumento de la absorbancia a 260 nm; éste fendmeno se
denomina desnaturalizacion o fusién por que tiene lugar bruscamente, a partir de una
temperatura determinada. Se produce a causa de la rotura de los enlaces de hidrogeno que
mantiene apareadas a las bases nitrogenadas y de la alteracion de las interacciones
hidrofdbicas entre ellas, lo que conduce a una separacion total o parcial, de los filamentos de
DNA, obteniéndose hebras separadas en toda su extension (desnaturalizacion total) o en parte
(desnaturalizacion parcial), sin que se vea alterado el esqueleto covalente formado por los

enlaces entre el 4cido fosforico y la desoxirribosa (60).

No todas las moléculas de DNA experimentan el fendmeno de la desnaturalizacion de igual
manera, ya que depende de la composicion de las bases. Las cadenas con una alta proporcion
de pares G-C muestran una temperatura de fusion mas elevada que las poseen proporciones
inferiores. La temperatura de fusion del DNA, en la mayoria de las especies, varia entre 70°-
100°, cuando la proporcion de G-C sobre el total de nucledtidos aumenta entre el 20%-80%.
De ello se deduce que las regiones en la cadena de DNA, ricas en pares A-T, son las primeras

en desnaturalizarse (60).

3.1.1.2 Hibridacién

Cuando la temperatura desciende por debajo de la de fusién, las hebras de DNA
desnaturalizadas tienen la oportunidad de aparearse nuevamente. Este fenémeno, conocido
como hibridacion o annealing, reproduce la cadena original intacta y tiene lugar rapidamente
cuando la desnaturalizacion no es completa, permaneciendo, como minimo, un segmento de

algo mas de una docena de nucleotidos de duplex original (60).

Cuando la desnaturalizacién es completa la hibridacion tiene lugar en dos fases, una primera

muy lenta que forma al azar un fragmento corto en doble hélice y, posteriormente una segunda
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fase mas répida de apareamiento a partir del fragmento inicial, reproduciendo finalmente la
doble cadena completa. El apareamiento de hebras complementarias responde a un proceso
cooperativo en el que intervienen interacciones hidrofébicas y establecimiento de puentes de
hidrégeno entre las bases nitrogenadas, siguiendo una ley de complementariedad, pero en

ningun caso tiene caracter especifico siendo independiente de la procedencia del DNA (60).

3.1.1.3 Elongacion

Llevando la disolucién a una temperatura adecuada y en presencia de un gran exceso molar de
los cuatro dNTPs, la polimerasa elonga el sustrato cebado. En los primeros ciclos se sintetizan
largas moléculas, pero en repeticiones posteriores, la elongacion empezard a encontrarse
limitada por la longitud del molde que, a su vez, aparecera fijada por el segundo cebador. A
medida que se repite el ciclo, la mezcla de productos se enriquece progresivamente en la

especie molecular que incorpora en sus extremos a ambos fragmentos cebadores (48).

3.1.2 Condiciones de la reaccion

La reaccion de PCR se lleva a cabo en un volumen de 100 pL y en un medio que contiene:

e Untampon Tris-HCI que a temperatura ambiente mantiene el pH en un valor de 8.3, y
que a la temperatura de polimerizacion (72 °C) cae hasta 7.2

e Sal (KCI) e iones Mg?*; aunque su concentracion 6ptima es muy baja, el Mg** es
esencial para la reaccion, lo que obliga a evitar la presencia de EDTA en las
disoluciones de otros componentes.

e Una mezcla de los cuatro dNTPs, a una concentracion saturante.

e Los dos oligonucledtidos cebadores, también en exceso.

e EIDNA molde.

e La DNA-polimerasa Taq (48).

Las condiciones tipicas para la reaccion de amplificacién se pueden observar en la Figura 17,

en la cual se identifican los tres procesos antes mencionados:
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e 1 minuto a 94 °C, para provocar la desnaturalizacion del DNA.
e 2 minutos a 50 °C, para provocar la union de los cebadores al molde.

e 3 minutos a 72 °C, para que la polimerasa catalice la elongacion de cebador (48).
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FUENTE: Perera, et al. 2002

FIGURA 12. Condiciones de temperatura en un ciclo estandar de PCR.  (16)

A duracion de cada etapa debe corregirse para incluir el tiempo necesario para que la mezcla
alcance la temperatura fijada, tiempo que depende de muchos factores (fuente de calor,
volumen de la reaccion, material del tubo, etc.). La reaccion de PCR se ha automatizado:
existen aparatos (termocicladores) que pueden programarse para que modifiquen de forma
ciclica las condiciones de la reaccion de modo que la muestra pueda atravesar repetidamente

las tres etapas del proceso de amplificacion (48).

El namero de ciclos de amplificacion depende de la concentracion de la secuencia a amplificar
en la mezcla en la reaccion. La amplificacién de una regién de copia Unica del genoma
permite su deteccion directa en un gel de agarosa o de poliacrilamida, requiriendo al menos de
25 ciclos. Si se requiere cubrir un namero superior de ciclos, hay que tener en cuenta que la
actividad de la polimerasa Tag no se mantiene mas alld de unos 25 o 30 ciclos, y puede ser

necesario reponerla con enzima fresca (48).



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO | 44
Ingenieria en Alimentos.

3.1.3 Componentes de la reaccion

1. Cebadores

La especificidad y la estabilidad del hibrido formado entre la hebra molde y los cebadores es
crucial para el resultado de la reaccion de PCR. A la hora de disefiar la estructura de estos

Gltimos es necesario atender a diversos factores:

e La longitud de los oligonucle6tidos utilizados para cebar la reaccién de PCR suele ser
del rango de 15 a 30 nucledtidos. Cuanto mayor sea su tamafio, mayor es la
probabilidad de que se asocien a secuencias no perfectamente complementarias y
conduzcan a la amplificacion de productos no especificos; para las mismas condiciones
de la reaccion, cuanto mas corto sea el cebador, mas perfecta tiene que ser su
complementariedad con el molde, y mas especifica serd la amplificacion, aunque su

union al molde es més débil y conduce a un rendimiento menor (48).

e La composicion de bases de los cebadores es importante por el efecto que tiene sobre
la estabilidad del hibrido; lo ideal es que tengan un 50% de GC. Si el porcentaje es
inferior interesa que tenga una mayor longitud, para evitar una baja temperatura de
fusion (48).

e Deben evitarse secuencias con bases repetidas (mas de 3 o 4 seguidas), para dificultar

uniones no correctas (48).

e Hay que reducir la posibilidad de formacion de estructuras bicatenarias no productivas,
bien intramoleculares (cebadores con estructura secundaria) o intermoleculares

(cebadores parcialmente complementarios entre si) (48).
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e Los cebadores han de estar presentes en la reaccion a una concentracion adecuada. Su
ausencia detiene el proceso de amplificacion, pero en cantidad excesiva puede

provocar su union inespecifica y la amplificacion de secuencias no deseadas (48).

2. DNA-polimerasa termoestable

La actividad mas utilizada hoy en dia para la amplificacion por PCR es la DNA-polimerasa
Taq, de la que existen dos formas comerciales: la nativa, purificada de Termophilus aquaticus,
y otra modificada por ingenieria genética y expresada en Escherichia coli (AmpliTag"?). En
ambas la actividad polimerasa va acompafiada de una exonucleasa 5 a 3", pero carecen de
exonucleasa 3°a 5°por lo que no son capaces de corregir los errores producidos en la
elongacion, que resultan incorporados al fragmento amplificado con una secuencia de

alrededor de uno por cada 10* nucleétidos (48).

Sus propiedades son equivalentes y ambas se utilizan en reacciones de PCR. También se
comercializan otras polimerasa termoestables, como la polimerasa Vent"?, de Thermococcus
litoralis, o la polimerasa Pfu, aislada de Pyrococcus furisus, presentadas como enzimas que

introducen menos errores y son, por tanto, mas fieles a la amplificacion (48).

3. Secuencia a amplificar o secuencia blanco (target sequence)

El DNA portador de la secuencia a amplificar puede incorporarse a la reaccion en forma mono
0 bicatenaria. Aungue su tamafio no es un factor critico, la amplificacion de secuencias
presentes en un DNA muy grande produce mejor rendimiento si se fragmenta previamente.
Con frecuencia, el material que contiene a la secuencia blanco es DNA gendmico preparado a

partir de un tejido o cultivo celular (48).

Gracias a la alta especificidad de la reaccion de PCR, esta secuencia no ha de ser previamente
purificada, a partir de un extracto crudo se consigue facilmente su amplificacion. Salvo por la
accion de nucleasas, el DNA es una molécula bastante estable, por lo que se ha logrado

amplificar secuencias presentes en muestras de la mas extrafia procedencia: biopsias
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embebidas en parafina hace méas de 40 afos, muestras de sangre seca almacenada en papel,

restos de momias egipcias de varios miles de afios de antigtiedad (48).

3.2 Limitaciones de la técnica

El gran nivel de amplificacion que se consigue a partir de muestras de DNA
extraordinariamente escasas, convierte a la PCR en una técnica analitica insustituible. Sin
embargo, presenta una importante limitacién: produce una alta tasa de errores en la
incorporacion de dNTPs; la polimerasa Taq carece de actividad exonucleasa 3"a 57y, por lo
tanto, de la capacidad para la revision del nucleétido incorporado y, en su caso, para su
degradacion y sustitucion por el correcto. Esto provoca la incorporacion de errores con una
frecuencia de alrededor de 1 x 10™ por ciclo, lo que se traduce en la aparicién de un 0.25% de
fallos tras 30 ciclos de amplificacion. No es un problema grave en ciertos casos, por ejemplo,
cuando el objetivo de la reaccion es la preparacion de una sonda para la deteccion de una
cierta secuencia. Sin embargo, cuando el producto de la amplificacion es clonado, el analisis
de un clon individual (portador de una molécula individual procedente de la amplificacion) no

Ileva a un resultado que pueda generalizarse, ya que puede contener ciertos errores (48).
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CAPITULO 4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

4.1 Justificacion

En México el maiz presenta una gran importancia debido a su alto valor energético, ademas es
utilizado de muchas formas para generar una amplia gama de productos, por lo que es
indispensable para los productores obtener la mejor produccion posible. En la actualidad la
mayoria de las cosechas de maiz son genéticamente modificadas, esto es con la finalidad de
que se obtengan el menor nimero de mermas y que sobre todo el maiz presente mejores

propiedades fisicas sin la utilizacion de fertilizantes o plaguicidas.

El proposito de autentificar maiz tradicional del genéticamente modificado es que en nuestro
pais aun no se permite la utilizacion de maiz modificado para consumo humano ni animal,
debido a que no se tienen reportadas cuales son las consecuencias que se pueden presentar
ante su consumo. Sin embargo, varias industrias alimentarias los utilizan para la elaboracion
de sus productos y no lo reportan en su etiqueta, para que el producto no sea rechazado por el
consumidor; por otro lado, el consumidor tiene derecho de conocer si el maiz o el producto
derivado que consume tiene caracteristicas de un maiz de naturaleza criolla o es genéticamente

modificado y ya es bajo su responsabilidad su consumo o no.
4.2 Descripcion del Cuadro Metodologico

El objetivo general del trabajo es establecer una metodologia experimental para identificar
maiz transgénico Y criollo, aplicando la técnica de PCR, la cual se basa en la identificacion y
amplificacion de regiones especificas de DNA para detectar su presencia en productos
comerciales que se consumen en México. En la Figura 13 se observa el Cuadro metodoldgico,

el cual esquematiza las actividades a realizar en cada objetivo planteado.



Autentificacion de maiz tradicional y genéticamente modificado en productos comerciales en México.

OBJETIVO GENERAL: Desarrollar un protocolo para autentificar la posible presencia de variedades de maiz genéticamente modificado en cuyas etiquetas de productos mencionen contener maiz tradicional,
mediante el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que permita la amplificacion e identificacion de regiones especificas, localizadas en el DNA recombinante, identificando de ésta manera su

presencia en productos comerciales.

‘

ACTIVIDAD PARTICULAR 1.
Realizar una revision bibliografica,
mediante el anlisis de textos
cientificos y libros, para especificar
la metodologia a seguir, las
ventajas y desventajas del proyecto
y todos los recursos necesarios
para llevar a cabo la
experimentacion.
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FIGURA 13. Cuadro Metodoldgico

OBJETIVO PARTICULAR 1.
Extraer y purificar el DNA total
de las muestras de maiz criollo y
del genéticamente modificado
mediante la solubilizaciéon y
lavados con alcohol isoamilico
fenol- cloroformo para obtener
soluciones de DNA listas a ser
analizadas mediante una PCR.

v

v

Variable independiente: DNA de
maiz criollo 'y  genéticamente
modificado.

Variable dependiente: Técnica de
extraccion y purificacién de DNA.
Variable de respuesta:
cuantificacion de DNA

OBJETIVO PARTICULAR 2.
Seleccionar el par de primers que
delimitaran la zona de
amplificacion del maiz criollo y
del genéticamente modificado
mediante el andlisis de la secuencia
de DNA recombinante, para
determinar que correspondan a
estas especies.

A 4

OBJETIVO PARTICULAR 4.
Evaluar la autentificacion de

v

Variable independiente: Zona de
amplificacion de las especies.

Variable dependiente: Disefio de
primers.

Variable de respuesta: verificacion de

la esnecie. l

maiz tanto para el criollo como
el genéticamente modificado
mediante la extraccion del DNA
de cada una para determinar los
controles negativos y positivos
que generaran la amplificacion
de éstos productos, considerando
la especificidad de los primers
seleccionados.

\ 4

BJETIVO PARTICULAR 5.
Autentificar diferentes productos
comerciales hechos a base de
maiz, mediante la amplificacion
de la region especifica ya
evaluada utilizando PCR, para la
determinacion de la presencia de
maiz genéticamente modificado

1. Extraccion del DNA de todas
las muestras requeridas por el
método: fenol-cloroformo
alcohol isoamilico.

1. Seleccionar la secuencia de
DNA recombinante.

v

v

Variable independiente:
Autentificacion de las especies.
Variable dependiente:
Especificidad de los primers.
Variable de respuesta: Controles
DOSitivos v neaativos.

—

v

2. Solubilizacién del DNA

2. Seleccién del par de primers
especificos de las dos especies.

1. Aplicar la PCR a las
diferentes especies de maiz.

v

v

v

3. Por el método de
espectrofotometria evaluar la
concentracion y pureza del DNA
extraido.

3. Comparacién de los primers con
otras secuencias gendémicas
mediante  la  utilizacion  de
programas bioinformaticos

2. Evaluar los productos de PCR

nnr electrnfarecic

v

3. Realizar el planteamiento del
nrotnenln de antentificacidn

v

Variable independiente: Productos
comerciales

Variable dependiente: Técnica de
PCR.

Variable de respuesta: Presencia de
maiz aenéticamente modificado

'

1. Amplificacién de la PCR a
los productos comerciales.

v

2. Evaluacion de los productos
de PCR por electroforesis.

A\ 4

Resultados.
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Conclusion.
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La metodologia del presente trabajo se divide en 4 partes, con el fin de que las actividades
que se realicen se desglosen adecuadamente y ordenadamente; la metodologia experimental se

propone de la siguiente manera:

ACTIVIDAD PRELIMINAR 1. Realizar una revision bibliografica, mediante el andlisis de
textos cientificos y libros, para especificar la metodologia a seguir, las ventajas y desventajas
del proyecto y todos los recursos necesarios para llevar a cabo la experimentacién.

OBJETIVO PARTICULAR 1. Extraer y purificar el DNA total de las muestras de maiz
criollo y del genéticamente modificado mediante la solubilizacién y lavados con alcohol
isoamilico fenol-cloroformo para obtener soluciones de DNA listas a ser analizadas mediante
una PCR.

Variable independiente: DNA de maiz criollo y genéticamente modificado.
Variable dependiente: Técnica de extraccion y purificacion de DNA.

Variable de respuesta: Cuantificacion de DNA.

Actividad 1. Extraccion del DNA de todas las muestras requeridas por el método: fenol-

cloroformo alcohol isoamilico.
Actividad 2. Solubilizacion del DNA

Actividad 3. Por el método de espectrofotometria evaluar la concentracion y pureza del DNA

extraido.

OBJETIVO PARTICULAR 2. Seleccionar el par de primers que delimitaran la zona de
amplificacion del maiz criollo y del genéticamente modificado mediante el analisis de la

secuencia de DNA recombinante, para determinar que correspondan a estas especies.

Variable independiente: Zona de amplificacion de las especies.
Variable dependiente: Disefio de primers.

Variable de respuesta: Verificacion de la especie.
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Actividad 1. Seleccionar la secuencia de DNA recombinante.
Actividad 2. Seleccidn del par de primers especificos de las dos especies.

Actividad 3. Comparacién de los primers con otras secuencias gendmicas mediante la

utilizacion de programas bioinformaticos.

OBJETIVO PARTICULAR 3. Evaluar la autentificacién de maiz tanto para el criollo como
el genéticamente modificado mediante la extraccion del DNA de cada una para determinar los
controles negativos y positivos que generaran la amplificacion de productos, considerando la
especificidad de los primers seleccionados.

Variable independiente: Autentificacion de la especie.
Variable dependiente: Especificidad de los primers.

Variable de respuesta: Controles positivos y negativos.
Para realizar las actividades de este objetivo es necesario seguir las actividades del objetivo 1,
ya que de este se obtiene el DNA purificado para posteriormente aplicarlo en PCR.
Actividad 1. Aplicar la PCR a las diferentes especies de maiz.
Actividad 2. Evaluar los productos de PCR por electroforesis.

Actividad 3. Realizar el planteamiento del protocolo de autentificacion.

OBJETIVO PARTICULAR 4. Autentificar diferentes productos comerciales hechos a base
de maiz, mediante la amplificacion de la region especifica ya evaluada utilizando PCR, para

la determinacion de la presencia de maiz genéticamente modificado.

Variable independiente: Productos comerciales.
Variable dependiente: Técnica de PCR.

Variable de respuesta: Presencia de maiz genéticamente modificado.

Actividad 1. Amplificacion de la PCR a los productos comerciales.
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Actividad 2. Evaluacion de los productos de PCR por electroforesis.

Finalmente se evalGan todos los resultados obtenidos para llegar a una conclusion, mediante el

analisis de las técnicas utilizadas.

4.3 Materiales

4.3.1 Material biologico

De acuerdo a lo que se describe en el cuadro metodoldgico, se requirieron de varias muestras
objetivo las cuales fueron divididas en dos clases, por un lado las muestras secas y por el otro
las muestras procesadas, esto con el fin de que el analisis se realizara de una manera mas
concreta y sencillas. Las muestras utilizadas se muestran en las Tablas 4 y 5, teniendo un
precio aproximado neto de cada uno de ellos y en la Figura 19 se muestran graficamente las

presentaciones de las muestras procesadas.

Las muestras de maiz se obtuvieron de diferentes parcelas del municipio de Coyotepec, Estado
de Mexico, ya que en la actualidad aiun se cosecha en forma tradicional y a partir de las
semillas que se obtuvieron una cosecha antes; las muestras comerciales se obtuvieron de

centros comerciales, basandome en la preferencia del cliente hacia el producto.

TABLA 4. Muestras de maiz analizadas.

Muestras secas Cantidad utilizada (g) | Precio aproximado neto
Maiz criollo blanco 250 $2.00
Maiz criollo pinto 250 $2.00
Maiz criollo azul 250 $2.00
Maiz pozolero 250 $4.00
Maiz palomero 250 $5.00
Maiz azul comercial 250 $4.00

Maiz transgénico CPI 250
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TABLA 5. Muestras de productos comerciales procesadas a base de maiz que se analizaron.

Muestras procesadas Co:t;zido Marca Precio aproximado neto
Fécula de maiz 479 MAIZENA $3.50
Masa instantanea 1 kg MASECA $9.85
Corn Flakes 300 g GOLDEN HILL'S $ 15.50
Corn Flakes 200 ¢ KELLOGG'S $13.80
Tostadas de maiz 108 g CHARRAS $7.74
Tostadas de maiz 175¢g MILPARREAL $10.60
Elotito cultivado 250 ¢ PASA $20.89
Maiz pozolero 1kg OVAR B $20.17
Elote dorado 220 g LA COSTENA $5.50
Fritos 68 g SABRITAS $4.50
Mexicanitas 160 g GAMESA $10.00
Palomitas para microondas 85¢ ACT Il $7.29
Sefior Maiz 100 g GOURMET $24.40
Tostitos 3809 SABRITAS $30.00
Tiritas fritas de maiz 300¢g OVAR B $22.80
Empanizador 160 g KELLGG'S $11.40
Hojuelas de maiz 600 g BASICOS $ 25.65
Crema de elote 789 KNORR $15.00
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FIGURA 14. Productos comerciales utilizados para analizar la presencia de maiz transgénico.

De cada una de los productos comerciales se tomé una muestra de 50 gramos, los cuales
fueron puestos en recipientes secos con tapa e identificados, para las muestras secas se
tomaron 10 gramos y se dejaron remojando un dia antes de su utilizacion, esto con el
propésito de retirarles el embrion con el cual se trabajo, posteriormente se molieron y
homogenizaron. Para las muestras procesadas solo se molieron aquellas que eran totalmente
secas y para aquellas muestras procesadas frescas se congelaron, se molieron y

homogenizaron (61), (46).

4.3.2 Reactivos y productos bioldgicos

A continuacion se presentan los reactivos y productos bioldgicos que se utilizaron en cada

método:

Extraccion de DNA:
» Agua desionizada o bidestilada con pH de 7.
» Solucion de lisis (tris base 50 mM, pH= 8, EDTA 0.1 M, SDS 0.5 %)
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» Enzima proteinasa k a concentracién de 20 mg/mL marca Qiagen
» Mezcla Fenol — Cloroformo — Alcohol isoamilico, en proporcion 25:24:1
» Etanol frio.

Amplificacion (PCR):
» PCR Master Mix (50 unidades de Tag DNA polimerasa, 400 UM de cada Dntp
Y 3mM de MgClI2).
» Agua libre de nucleasas.

» Pareja de Primers producidos por InvitroGen.

Primers para detectar que pertenece a maiz
F: GAAGGGGGCTGGTTGCTCCG
R: ATGAGGCGGGGTGGGCATCG

Primers para detectar maiz transgénico
CaMV 35S (F): GCTCCTACAAATGCCATCA
CaMV 35S (F): GGATAGTGGGATTGTGCGTC  (28)

T-NOS (F): GAATCCTGTTGCCGGTCTTG
T-NOS (R): TTATCCTAGTTTGCGCGCTA (28)

Electroforesis:
» Agarosa marca Gibco ERL, Life Technologies.
» Tris acetato y EDTA (TAE) 1X como solucion buffer, pH=8
» Bromuro de etidio en concentracion de 10 mg/mL
» Marcadores de peso molecular de 1kb, 50bp y 100bp marca Promega

» Tinte cargador azul/naranja 6X, marca Promega.

4.3.3 Equipo utilizado

» Agitador Vortex marca Lab-Line, modelo Super Mixer 1290
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Balanza Analitica Electronica Ohaus, modelo AS200
Calentador para tubos eppendorf, modelo Multi-Block, marca Lab-Line
Espectrofotémetro marca WPA, modelo UV1101 Biotech Fotometer
Microcentrifuga refrigerada marca Acrvall RMC 14
Termiciclador marca Perkin Elmer modelo Gene Amp PCR system 2400

Juego de micropipetas marca Finnpipet de volumenes desde 0.5 pl hasta 1000 pL

YV V. V V V V V

Camara de electroforesis horizontal pequefia de 16x4x6.5 cms. (largo x alto x ancho),
con un area de soporte de gel de 7.5 x 5 cm. (largo x ancho)

Fuente de poder marca Biord, modelo Power Pac 1000

Horno de microondas marca Panasonic

Transluminador marca Cole Parmer, modelo 9814 series tables

YV V VYV V

Equipo de Fotografia para luz UV marca Kodak Digital Science (camara fotografica
DC40, software: Kodak, Digital Science 1D Version 2.0.2)

» Autoclave pequefa

4.4 Meétodos

Para este punto es necesario contar con los 3 pares de primers con los que se llevara a cabo la
reaccion, esto llevara a la obtencion de un buen amplificado. Estas parejas de primers se
obtuvieron mediante una revision bibliografica y posteriormente fueron verificados en un
programa bioinformatico: Mitomap, mostrando una excelente afinidad con la especie de

interés, utilizando sélo una parte de la metodologia reportada por Karamollaoglu, et al., 2009.

Los primers que detectan maiz fueron disefiados mediante el programa bioninformatico:
Mitomap (ver Anexo 1); y los primers para detectar maiz transgénico para las dos opciones
fueron obtenidos de un articulo: Biosensores con microbalanza basados con cristal de cuarzo
para la deteccion de DNA de organismos genéticamente modificados, obtenida de la revista
de Ingenieria Bioquimica, los cuales fueron analizados para comprobar que si podrian

amplificar para las zonas esperadas en este proyecto.
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4.4.1 Extraccién de DNA total a partir de tejido muscular

Para la extraccion de DNA de las muestras de alimentos se utilizé un protocolo descrito por
Sambrook, J. (2001) que esta basado en las disolucion del tejido de la muestra usando
detergentes y proteinasas, extraccién de proteinas y polisacaridos con fenol, cloroformo y
alcohol isoamilico y la precipitacion del DNA con etanol (54). El protocolo completo se

describe a continuacion:

Disgregacion del tejido de maiz:

- Enjuagar el tejido con agua estéril y no tocarlo con las manos, usar guantes.

- Dejar remojando los granos de maiz con agua libre de nucleasas aproximadamente
12 horas antes de su utilizacion.

- Con la ayuda de un bisturi retirar sdlo el embrion de cada grano de maiz.

- Moler el fragmento de maiz (embridn) utilizado con mortero.

- Pesar 0.125 g de maiz en un tubo Eppendorff.

- Adicionar 1.25 mL de solucion de lisis

- Agitar con vortex hasta que se visualicen pedazos mas pequefios.

- Adicionar 7 pL de enzima proteinasa k previamente concentrada a 20 mg/mL.

- Incubar los tubos a 50 °C en termoblok por 2 horas.

- Desactivar la enzima manteniendo la temperatura del termoblock a 60 °C por lo

menos una hora.

Extraccién de proteinas y polisacaridos:

- Adicionar al tubo que contiene la muestras, 0.25 mL de la mezcla de
fenolcloroformo-alcohol-isoamilico.

- Mezclar el tubo varias veces suavemente.

- Centrifugar a 10 000 RPM por 10 minutos a temperatura ambiente.

- Separar las fases, recuperar la fase acuosa superior que contiene el DNA. Evitar

recuperar cualquiera de las otras fases.
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- Trasladar las fases recuperadas a 2 tubos eppendorff nuevas.

Precipitacion de DNA:

- Adicionar 1.5 mL de etanol frio a cada tubo.

- Mezclar suavemente (puede aparecer turbidez y luego desaparecer).

- Centrifugar a 10 000 RPM por 10 minutos.

- Decantar el etanol y dejar secar el DNA en incubadora a 31°C colocando los tubos
en forma horizontal. EI DNA debe visualizarse pegado al tubo como una mancha
blanca.

- Una vez eliminado el etanol, se adiciona agua desionizada para recuperar DNA
agitando suavemente el tubo hasta si completa la disolucion.

- Cuando la solucion presenta particulas insolubles, se reintenta la extraccion de
proteinas y polisacaridos con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se vuelve a

lavar con etanol.

4.4.2 Cuantificacion de DNA por medicién de absorbancia a 260 nm

Este método es Util para detectar cualquier compuesto que absorbe la luz significativamente a
260 nm, ya que se presentan acidos nucleicos altamente puros, lo cual incluye, DNA, RNA,
EDTA y fenol. La relacion de absorbancia a 260 nm se utiliza como prueba de contaminacion
de una preparacion de DNA y RNA con proteinas, puesto que los aminoacidos aromaticos
absorben la luz a 280 nm. En este caso, sO6lo un nivel significativo de proteina en la
preparacion puede causar un cambio significativo en la relacién de absorbancia de ambas

longitudes de onda.

Para cuantificar la cantidad de DNA, las lecturas se tomaron en una relacion de 260/280; ya
que la lectura de 260 nm permitio saber la concentracion de &cidos nucleicos en la muestra; la
relacion entre 260/280 nm proporciona un estimado de la pureza de los acidos nucleicos.
Preparaciones puras de DNA tienen valores de 1.8, mientras que valores de 2, muestras la

existencia de preparaciones puras de RNA. Si existe contaminacién significativa con fenol o
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proteinas, la relacion 260/280 ser4 menor a 1.8 entonces no puede cuantificar el DNA presente

en la solucion.

El protocolo utilizado se describe como sigue:

- Setomo 2 pL de agua libre de nucleasas y se calibro el aparato (Nanodrop)

- Se tomo una muestra de 2 uL de DN, se colocd en el brazo del Nanodrop y se cerrd

el brazo, dando click en Mesure.

- En la pantalla de la computadora se muestras los resultados obtenidos, tanto la

grafica como la relacion 260/280 y la concentracién a la cual se encuentra.

4.4.3 Ampliacion de DNA

4.4.3.1 Preparacion de la reaccion

Para la preparacion de la reaccidbn ha sido fundamental la estandarizacion de las

concentraciones de los componentes (Primers y DNA). Los primers deben ser solubilizados a

una concentracion de 250 mM, mientras que el DNA requiere una concentracion baja puesto

que una solo copia de DNA es suficiente para una adecuada amplificacion. La preparacion de

las muestras para la reaccién se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo que precisa Promega

de PCR. Los componentes se prepararon en tubos de 25 mL como se muestra en la Tabla 6

TABLA 6. Limites en cantidades necesarias para realizar una adecuada PCR.

CONCNETRACION
COMPONENTE VOLUMEN
FINAL
Mezcla Master Mix 12.5uL 1X
Primer 1 0.25-25puL 0.1-1.0mM
Primer 2 0.25-25puL 0.1-1.0mM
DNA 1-5uL <250 ng
Agua libre de nucleasas La necesaria para completar 25 pL N.A.
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Cuando se ajusto la concentracion de primer y DNA, el volumen aplicado para el adecuado

cumplimiento de la relacion fue de 0.5 pL de cada primer y 1 pL de DNA.

Se debe tomar en cuenta que los primers estan concentrados, lo recomendable es diluirlos,

primero se tomaron 10 pL de los que estan concentrados y después se tomaron 2 pL y se

disolvieron en 18 pL de agua libre de nucleasas, con estas diluciones se trabajé para la PCR.

(Figura 15)

Primer concentrado

e toman1o pL del primer
concentrado

setoman 2z pL del primer
concentrado + 18 pl de agua
libre de nucleasas

Ho U U

FIGURA 15. Procedimiento para la dilucion de primers a utilizar en la reaccion de PCR.

4.4.3.2 Etapasy ciclos de la reaccion

La programacion del termociclador se efectu6 de acuerdo a la utilizacion de cada

primer, en donde las condiciones dadas estan confirmadas y revisadas para la utilizacion de la

mezcla de Master Mix para PCR (37), (64).

Para la primera pareja de primers que detectdé el maiz se realiz6 a 60 °C, pues al

calcular la temperatura media se tuvo una temperatura muy elevada, por lo que se decidio

realizar la experimentacion a una temperatura inferior ya que estos primers fueron disefiados y

se tuvo la oportunidad de poder cambiar ciertas condiciones para que se adecuaran al modelo,

en la Figura 16 se muestran las condiciones para esta prueba. Teniendo un programa de 30

ciclos con una duracién de 1 hora 58 minutos.

Tm= (4 (nGmero de G + nimero de C)) + (2 (nimero de A + nimero de T))
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Para el Primer F:
Tm= (4(10 + 4)) + (2(2+4))=4(14) + 2(6) =56 + 12=68°C ................. (2

Para el Primer R:
Tm=(4(11 + 3)) + (2(3+3))=4(14) + 2(6) =56 +12=68°C ................. 3)

30 CICLOS

ga’C gg°C 72°C

5 min 2min /q-}segundm
B0

30 segundos

FIGURA 16. Programa de PCR, para maiz.

Para ambas parejas de primers para detectar maiz transgénico, se ocupd un programa de
amplificacion como lo muestra la Figura 17, ambos se trabajaron con una temperatura media
de 60 °C debido a que en ambos casos se presentd una temperatura inferior y una superior por
lo cual se adapto a la temperatura 6ptima, a diferencia de la anterior este programa se lleva a
cabo en un tiempo de 3 horas y 30 minutos, ya que se trabajé con 40 ciclos.

Tm= (4 (nmero de G + nimero de C)) + (2 (nimero de A + nimero de T))

CaMV 35S
Para el Primer F:
Tm=(4(2+ 7)) + (2(6+4))=4(9) + 2(10) =36+ 20=56°C................. (4)

Para el Primer R:
Tm=(4(9 +2)) + (2(3+6))=4(11) +2(9) =44 +18=62°C ... ... ........... (5)

T-NOS
Para el Primer F:
Tm= (4(6 +5)) + (2(2+7))=4(11) +2(9) =44 +18=62°C ... .............. (6)
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Para el Primer R:
Tm=(4(4 +5)) + (2(3+8))=4(9) +2(11) =36 +22=58°C................. @)

40 CICLOS

ga"C 72°C

1min\ /1 min

FIGURA 17. Programa de PCR, para maiz transgénico

4.4.4 Anélisis de productos

4.4.4.1 Preparacion del gel de agarosa

La preparacion del gel de agarosa se realizé al 2% y se realizaron geles de 30 mL y 50 mL,
para realizarlos se necesitaba la agarosa en polvo, solucién TAE 1X y BrEt* en concentracion
de 10 mg/mL.

El método de preparacion del gel sigue el siguiente protocolo:

> Se cerr0 las aperturas laterales del soporte del gel.

> Se peso la agarosa y se le adiciond TAE 1X, es preferible que la mezcla se realice en
un vaso de precipitados de 200 mL. (Para 30 mL de TAE 1X son 600 uL de agarosa y
para 50 mL de TAE 1X son 1000 pL de agarosa)

» En este momento fue preciso pesar la mezcla.

» La mezcla fue calentada en horno de microondas a potencia baja hasta que quedo bien
disuelto. (se calento6 en lapsos de 10 segundos aproximadamente)

> Se dejo enfriar la mezcla, evitando que se gelificara (aproximadamente 15 minutos).

> Se afiadié BrEt*® y se mezcl6 bien (aproximadamente una gota).

» La mezcla se viertio en el soporte cuidando que no se formaran burbujas, si se forman

es preciso removerlas. Inmediatamente después se colocaron los peines.
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> Se dejé solidificar el gel en una zona nivelada y libre de corrientes de aire.
> Antes de cargar el gel con muestra, se retird el peine y se colocé el soporte con el gel
en la camara de electroforesis.
> Por ultimo fue indispensable adicionar TAE 1X a la camara de modo que el gel quedd

cubierto.

4.4.4.2 Electroforesis horizontal (carga y corrida del gel)

La técnica de electroforesis horizontal es capaz de separar fragmentos que no pueden ser
separados por otros procedimientos. La utilizacion de agarosa para la separacién de moléculas
de DNA del tamafio esperado de este estudio, es fundamental, ya que mientras el gel de
poliacrilamida puede diferenciar moléculas con un rango de desigualdad de tan sélo 1 pb, no
es capaz de soportar moléculas mayores de 500 pb. La agarosa tiene un poder de resolucién

menor, sin embargo, tiene mayor rango de separacion (50 a 20 000 pb).

La resolucion y el grado de migracién, de los fragmentos de DNA en el gel, dependen en
cierto grado, del voltaje aplicado; por lo que la técnica se ha llevado a cabo a 90 V en un gel
con una concentracion de 2%. Los pocillos del gel se cargaron de acuerdo a los volumenes que

se especifican en la Tabla 7, siguiendo el protocolo:

TABLA 7. Componentes y cantidades necesarias para la preparacion de una muestra al realizar una
electroforesis.

COMPONENTE VOLUMEN
BrEt 0.01/ml 3 uL
Blue Orange 6x Loading Dye 3 uL
Muestra o blanco o marcador de peso molecular 5uL

» En el trozo de parafina se colocaron gotas de colorante (tinte cargador
azul/naranja 6x) como numero de muestras + blanco + marcador de peso
molecular, evitando que se incorporaran burbujas de la gota.

> Posteriormente se afiadieron las gotas de BrEt*® adjuntas a las gotas de

colorante sin que se mezclaran.
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» Finalmente se adicionan las gotas de muestra, o agua en el caso de blanco, o
marcador de peso molecular. Una a una se mezclaron con los siguientes
componentes, se recogid y depositod en el pocillo correspondiente.

» Cuando se ha termind de cargar el gel, se cerrd la cdAmara y se conecto a la
fuente de poder (90V), el catodo se conectd en el extremo cercano a los pocillos
de modo que la molécula miraré hacia el &nodo.

> La corriente duré hasta que el colorante se visualizara cerca del extremo

contrario.

4.4.4.3 Fotografias de los geles

Las fotografias de los geles se tomaron utilizando una camara Kodak DC40 especial para
fotografias de geles tefiidos con bromuro de etidio e iluminados con luz UV. Estas condiciones
son esenciales para el analisis y para la deteccion del bromuro de etidio intercalado en los
fragmentos de DNA presentes en el gel, esto es debido a que la radiacion UV es absorbida a
254 nm por el DNA y transmitida al colorante. El colorante unido por si mismo absorbe la luz
a 302 nm y 2366 nm. En ambos casos, la energia es remitida a 590 nm en la regién rojo-
naranja del espectro visible. EI gel se fotografia y la imagen se envia a un ordenador que la

procesa en el software adecuado (Kodak Digital Science 1D Version 2.0.2), (Figura 18).

FIGURA 18. Ejemplo de una fotografia de un gel de agarosa, realizado por electroforesis.1: marcador de
peso molecular; 2: control positivo; 3-7: muestras identificando el gen que se busca; 8: control negativo.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

Siguiendo los protocolos antes mencionados se obtuvieron los siguientes resultados durante la

experimentacion:

1. Se trabajo con siete tipos de maiz, a las cuales se les extrajo el DNA total, se les midi
la absorbancia 260/280 en el espectrofotdmetro Nanodrop, los resultados que se

obtuvieron se muestran en la Tabla 8.

TABLA 8. Tipos de maiz, nomenclatura y concentracion de DNA, al extraer el DNA total de la muestra.

RELACION CONCENTRACION
TIPO DE MAIZ NOMENCLATURA

260/280 DE DNA (ng/ul)

Maiz criollo azul AC 1.53 4 651.4
Maiz criollo blanco BC 2.08 532.5

Maiz criollo pinto PC 1.95 2 051.3
Maiz comercial azul AD 1.99 2162.8
Maiz palomero PA 2.02 2919.6
Maiz pozolero PO 1.84 2001.2

CPI | 1.97 1871.4

A cada tipo de maiz se le coloco una nomenclatura de dos letras para poder distinguirlas unas
de otras, al purificar el DNA de cada muestra se puede observar que existe una posible
contaminacién de proteinas, aungue se podria haber trabajado con estos valores, se decidio
diluir las muestras antes de utilizarlas para que la concentracién disminuyera y no se viera

afectada cuando se realizara la hibridacion con los primers.

Por lo cual en la Tabla 9, se muestras los valores que se obtuvieron tanto de la relacién
260/280 y su concentracion, partiendo de las muestras anteriores se toman 2 L y se les

adiciona 50 pL de agua libre de nucleasas.
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TABLA 9. Tipos de maiz, nomenclatura y concentracion de DNA, al diluir 2 uL de DNA y adicionarle 50
WL de agua libre de nucleasas.

RELACION CONCENTRACION
TIPO DE MAIZ NOMENCLATURA

260/280 DE DNA (ng/uL)

Maiz criollo azul AC 2.07 1434.3
Maiz criollo blanco BC 2.10 325.5

Maiz criollo pinto PC 2.01 1450.2

Maiz comercial azul AD 1.99 1349.7

Maiz palomero PA 2.03 1804.2

Maiz pozolero PO 1.75 2 309.0

CPI | 2.02 11927

La concentracion se redujo casi a la mitad de lo que se tenia en un principio, a diferencia de la
absorbancia ya que aumentaron sus valores, a pesar de esto se decidio trabajar con estas
muestras, para que se pudieran manipular mejor, no estuvieran saturadas y se minimizaran

posibles errores en la experimentacion.

2. Con las concentraciones que se obtuvieron, nuevamente se diluyeron a 60 ng/pL de
DNA, se les vuelve a checar la relacion 260/280 y la concentracion que tienen
finalmente, con esta dilucion se trabajo posteriormente para realizar PCR, los

resultados se muestran en la Tabla 10:

TABLA 10. Cantidad de muestra diluida en agua, teniendo una concentracién aproximada a 60 ng/uL de DNA.

MUESTRA uL DE UL DE  RELACION CONCENTRACION
MUESTRA AGUA 260/280 DE DNA (ng/uL)
AC 4 9% 1.96 60.9
BC 19 81 2.04 735
PC 5 95 2.18 80.6
AD 5 95 1.94 70.7
PA 4 9% 2.11 49.1
PO 3 97 2.12 57.3
| 5 95 2.03 60.6
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Este paso es elemental, ya que al realizar una PCR adecuada la concentracion de DNA no
debe presentarse saturada, ya que esto afectaria considerablemente y los amplificados que se
obtendrian no serian los correctos, porque puede que no hibriden con los primers por ser una
cantidad mayor a la requerida, ya que como se comentd antes, teéricamente solo se necesita de
una pequefia cantidad de DNA para replicar millones de copias del fragmento deseado. Por lo

tanto estas muestras son las que se ocuparon para realizar PCR.

3. Para los productos comerciales hechos a base de maiz, también se les extrajo el DNA a
cada una de ellas, los resultados se pueden observar en la Tabla 11.

A estas muestras también se les coloco nomenclatura para identificarlas unas de otras, como se
puede observar se tomaron 18 muestras, estas fueron analizadas debido a que son productos
gque mas se consumen y que ademas en su etiqueta declaran ser productos hechos a base de

maiz y no se especifica si se utiliza maiz transgénico.

En la Tabla 11 se muestra los valores con los cuales se trabajo tanto de relacion 260/280 vy la
concentracion que posee cada uno, los valores se identifican por estar mas remarcados; la
columna 3 y 4 muestran los primeros resultados que se obtuvieron, las columnas 5y 6
muestran los valores obtenidos a una concentracion de 60 ng/pL de DNA, para las muestras F,
C, Ky A no fue necesario diluir las muestras por lo que las muestras se utilizan con los
primeros valores, ya que su concentracion es muy cercana a 60 ng/uL de DNA, una dilucion

disminuiria considerablemente su valor y afectaria la hibridacién con los primers.

Para cambiar los valores de concentracion a 60 ng/uL de DNA, se tienen nuevas
concentraciones por lo cual se vuelve a revisar los valores de absorbancia, teniendo que en los
valores no hay un cambio considerable pero las concentraciones son las requeridas para una

buena hibridacion con los primers.
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TABLA 11. Productos comerciales, nomenclatura y valores de concentracion aproximada a 60 ng/uL

RELACION CONCENTRACION RELACION  CONCENTRACION

260/280 DE DNA (ng/ul) 260,77 ) N NAIA fam N
DILUCION A 60 ng/ul

MUESTRA NOMENCLATURA

Masa instantanea M 2.01 349.0 2.03 76.0

Corn Flakes K 1.58 77.1 - -

Tostadas de maiz T 2.00 199.3 2.04 62.8

Maiz pozolero P 2.07 11116 2.08 55.6

Fritos S 1.99 364.2 1.98 61.0

Palomitas para

microondas

Tostitos Y 2.02 388.4 2.03 59.3

Empanizador L 1.83 980.3 1.86 55.8

Crema de elote N 2.05 512.8 1.99 66.0
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De la tabla 11 se puede observar que algunos valores estan mas remarcados, esto es para que
se identifiquen las muestras con las cuales se trabajo, ya que las ideales son aquellas que su
concentracion se asemeja a 60 ng/pL, por tal razon para la muestra F, C, K, A no fue necesario
realizar diluciones por que las muestras al obtenerse el DNA resultaron ser muestras con
concentracion adecuada para trabajar con ellas. Para las demas muestras fue necesario realizar

una dilucion que aproximara la concentracion a 60 ng/pL.

También es importante remarcar que las muestras se trabajaron en un rango de 1.5a 2.13 de
relacion 260/280, esto quiere decir que en estos valores se trabajé con éacidos nucleicos,
aunque para que esto sea mas eficaz los valores deben quedar aproximadamente de 1.8; sin
embargo se trabajo con esos datos debido a que si se purificaban mas las muestras, por el
simple hecho se repetir la metodologia de extraccion y purificacion de DNA con fenol
cloroformo alcohol isoamilico y etanol frio, el DNA se degradaba y los valores disminuian

considerablemente.

4. Posteriormente se realizO0 PCR y electroforesis para obtener los geles que a

continuacion se presentan.

Teniendo en cuenta la metodologia para realizar adecuadamente la PCR, las muestras se
someten a los programas disefiados en el Termociclador; posteriormente se realizaron los geles

de electroforesis tanto para detectar maiz tradicional como maiz transgénico.
ESPECIFICIDAD DE LOS PRIMERS

El primer resultado que se obtuvo fue comprobar que los primers que se disefiaron para la

identificacion de maiz, sélo amplificaran para esta especie y no para otra, ya que mediante el

programa bioinformatico se mostraba que tenia una identidad del 100%.

En la Figura 19 se puede apreciar que efectivamente los primers disefiados s6lo amplifican

para la especie de maiz, ya que se ve claramente una banda en el carril BC.
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PM BCO BC

FIGURA 19. Deteccion de maiz a partir de primers disefiados en un programa bioinformatico: MITOMAP, en
un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 1 kb; (BCO) muestra que no contiene DNA, control
negativo; (BC) maiz blanco criollo, control positivo; (2) vaca; (3) cabra; (4) mojarra; (5) trucha. Se cargaron

con 5 uL de cada muestra.

El gel no presenta contaminacion por que el carril del blanco (segundo carril) no tiene ninguna
banda visible, por tal motivo al no amplificar en los carriles 2, 3, 4 y 5 que pertenecen al DNA
de especies lejanas a maiz, se puede concluir que los primers al ser sometidos a las
condiciones de PCR antes descritas son adecuadas para realizar posteriores corridas de gel con

diferentes muestras.

El resultado que se obtuvo es positivo porque la banda de amplificacion esperada debe ser de
588 pb (Figura 19), se observa que la banda resultante esta entre 500 — 750 pb, sin embargo no
representa la mitad de estos valores, la banda se encuentra por debajo del valor de 600 pb y
por encima de 550 pb. Por lo cual al tener el carril BC con una banda muy visible se toma

como control positivo.
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AUTENTIFICACION DE MAIZ TRADICIONAL

Se comprueba que el protocolo de autentificacion de maiz tradicional sea veridico para
cualquier variedad de maiz, por lo cual en la Figura 20 se sometieron 7 variedades de maiz
diferentes para comprobar si se presentaba alguna diferencia entre ellos o si hibridan de la

misma forma.
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especifica de maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 100 pb; (BCO) muestra que
no contiene DNA, control negativo; (AC) maiz azul criollo; (AD) maiz azul comercial; (PO) maiz pozolero;
(PA) maiz palomero; (PC) maiz pinto criollo; (BC) maiz blanco criollo, control positivo; (I) maiz transgénico.

Se cargaron con 5 UL de cada muestra.

Las 7 muestras se sometieron al mismo programa de PCR de identificacion de maiz, al
ponerlos en el termociclador se trabajo con 1.0 uL de DNA para cada muestra. Teniendo como
control positivo el carril BC, se observa que las otras 6 muestras también amplifican en la
misma posicion de 588 pb, para las siete muestras las bandas de amplificacion se observan
claramente, por tal motivo aunque la intensidad de la banda varia un poco entre ellas, queda
comprobada la veracidad de los primers disefiados, ya que la banda de amplificacion es la

esperada con respecto al fragmento de amplificacion del DNA del citocromo b del maiz.
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Como el protocolo ya estd comprobado con el gel de agarosa anterior, se analizaron las 18
muestras comerciales, para una mejor interpretacion se dividen en tres presentaciones con 6

muestras cada uno.

En la Figura 21, se puede apreciar que de las seis muestras colocadas sélo dos de ellas
amplificaron, el gel no presenta contaminacion, por lo cual se puede decir que para las otras
cuatro muestras que no amplificaron se debe a los tratamientos térmicos que han sufrido para
su obtencibn como producto final ya que estos han sido sometidos a procesos con
temperaturas superiores a 120 °C y que para obtener el sabor deseado se les han agregado
aditivos, saborizantes y conservadores, por lo cual el conjunto de estos factores genera una
dificil observacion del DNA del producto.

También se le atribuye a que todos los productos comerciales poseen saborizantes y
colorantes, los cuales afectan en su composicidon, en este caso afecta al DNA de cada producto.
Aunque la PCR es muy precisa, en estos casos no se puede ver reflejada ninguna banda por
que el DNA puede encontrarse dafiado o desnaturalizado, 6 porque para estos productos no

hay presencia de maiz, aunque en su etiqueta este declarado.

Se le realizd una prueba para comprobar que la cantidad de DNA fuera la adecuada, esta
consto de variarle la cantidad de DNA (0.5, 1.0 y 1.5 pL) al realizar PCR en el termociclador,

sin embargo el resultado fue el mismo, s6lo se notan dos bandas (M, P).

En la Figura 22, amplificaron 3 muestras, T y G amplificaron con 1.0 uL de DNA y H
amplifico al trabajarla con 0.5 pL de DNA. Para la Figura 23, amplificaron 4 muestras (B, Y,

O, N), aun variandoles la cantidad de DNA se visualizaban los mismos resultados.
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PM BCO BC F

FIGURA 21. Identificacion de un primer bloque de seis productos comerciales a partir de primers disefiados para
autentificacion especifica de maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 100 pb; (BCO)
muestra que no contiene DNA, control negativo; (BC) maiz blanco criollo, control positivo; (F) fécula de maiz; (M)

masa instantanea; (A) palomitas para microondas; (E) elotito cultivado; (P) maiz pozolero; (D) elote dorado. Se

cargaron con 5 pL de cada muestra.

PM BCO

FIGURA 22. Identificacion de un segundo bloque de seis productos comerciales a partir de primers disefiados para
autentificacion especifica de maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 1 kb; (BCO)
muestra que no contiene DNA, control negativo; (BC) maiz blanco criollo, control positivo; (C) Corn Flakes; (K)

Corn Flakes; (H) tostadas de maiz; (T) tostadas de maiz; (G) mexicanitas; (S) fritos. Se cargaron con 5 pL de cada

muestra.
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PM BCO

FIGURA 23. Identificacién de un tercer blogue de seis productos comerciales a partir de primers disefiados
para autentificacion especifica de maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 1 kb;
(BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (BC) maiz blanco criollo, control positivo; (B)
hojuelas de maiz; (L) empanizador; () tostitos; (O) tiritas fritas de maiz; (J) sefior maiz; (N) crema de elote.

Se cargaron con 5 UL de cada muestra.

Para las tres Figuras anteriores se tomé como control positivo BC, también se puede apreciar
que las intensidades de las bandas varian, en algunos casos son mas tenues y en otros son muy

marcadas.

Como ya se menciono se vario la cantidad de DNA (0.5, 1.0 y 1.5 pL), lo ideal es trabajar con
1.0 uL de DNA, sin embargo aun diluyendo la cantidad de DNA de cada muestra ain se
encuentran saturadas, como es el caso de H, al trabajar con menor cantidad de DNA se logré
una hibridacion adecuada, Cuando se trabajo con 0.5 pL de DNA a la cantidad de agua se le
adiciond 0.5 pL de agua, para compensar esta cantidad que faltaba. Y al contrario cuando se

trabajé con 1.5 uL de DNA se le quité 0.5 pL de la cantidad de agua.
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Se pudo observar que al trabajar con concentraciones de 1.5 pL de DNA, los resultados no
fueron muy favorables ya que varias de las muestras que ya habian amplificado ya no
amplificaron. En total de las 18 muestras comerciales sdlo amplificaron 9 muestras, por tal
motivo solo se trabajara con estas, para ahora verificar cual posiblemente posee maiz

transgénico, sin declarar en su etiqueta poseerlo (Figura 24).
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FIGURA 24. Representacion de las nueve muestras comerciales que amplif

-

icaro con los primers
disefiados para autentificacion especifica de maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso
molecular 1 kb; (BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (BC) maiz blanco criollo, control
positivo; (H) tostadas de maiz; (T) tostadas de maiz; () tostitos; (O) tiritas fritas de maiz; (G) mexicanitas;
(B) hojuelas de maiz; (M) masa instantanea; (N) crema de elote; (P) maiz pozolero. Se cargaron con 5 L de

cada muestra.

Teniendo las bandas de amplificacidn esperadas, el protocolo de autentificacion de maiz queda

aprobado para su utilizacion, tanto en este proyecto como en otros posibles proyectos.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO | 75
Ingenieria en Alimentos.

AUTENTIFICACION DE MAIZ TRANSGENICO

A continuacion se presentan los resultados del protocolo de autentificacion de maiz
transgénico. En la Figura 25 se muestran los dos controles positivos para ambos transgénicos,
la muestra utilizada es la misma para ambos casos, las bandas son de diferente tonalidad ya
que uno estd en mayor cantidad que el otro. Las bandas obtenidas estan en las posiciones
esperadas: 195 pb para CaMV y 180 pb para T-NOS.

La muestra obtenida no se sabe especificamente a qué clase de transgénico corresponde, s6lo
se pude saber que este tipo de maiz es geneticamente modificado porque se encuentran
fragmentos del gene del Virus del Mosaico de la Coliflor y del terminador T-NOS, para ambos
genes amplifico, esto quiere decir que posee un poco de los dos, y que la muestra sirve como

control positivo y los primers obtenidos son Gtiles para detectar transgénicos.

195ph
180ph
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FIGURA 25. Amplificaciéon de CaMV y T-NOS, dos transgénicos comunes en la actualidad
experimentados en maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 50 pb; (BCO)
muestra que no contiene DNA, control negativo; (X) CaMV, control positivo; (W) T-NOS, control

positivo. Se cargaron con 5 pL de cada muestra.
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Las Figuras 26 Yy 27 se pusieron en contacto con las 9 muestras comerciales con las dos
parejas de primers de transgénicos, de los cuales se obtuvieron resultados positivos al hibridar
con el Virus del Mosaico de la Coliflor, ya que de este se obtuvieron tres bandas visibles, esto
quiere decir que el maiz transgénico es utilizado para la elaboracion de productos sin hacer
mencion de esto en su etiqueta. Por el contrario ninguna muestra hibrido con el terminador T-
NOS, esto quiere decir que se encuentra en menor proporcion que el otro transgénico. Para
comprobar que verdaderamente sélo estas tres muestras amplificaron, se realizd también

pruebas con 0.5 pL, 1.0 uL y 1.5 pL; y los amplificados fueron los mismos.

PM BCO X H T

195ph

FIGURA 26. Representacién de las nueve muestras comerciales hibridadas con los primers que
amplifican al transgénico CaMV, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 50 pb;
(BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (X) CaMV, control positivo; (H) tostadas de
maiz; (T) tostadas de maiz; (V) tostitos; (O) tiritas fritas de maiz; (G) mexicanitas; (B) hojuelas de maiz;

(M) masa instanténea; (N) crema de elote; (P) maiz pozolero. Se cargaron con 5 pL de cada muestra.
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FIGURA 27. Representacion de las nueve muestras comerciales hibridadas con los primers que
amplifican al transgénico T-NOS, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 50 pb;
(BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (W) CaMV, control positivo; (H) tostadas de
maiz; (T) tostadas de maiz; () tostitos; (O) tiritas fritas de maiz; (G) mexicanitas; (B) hojuelas de maiz;

(M) masa instantanea; (N) crema de elote; (P) maiz pozolero. Se cargaron con 5 pL de cada muestra.

Variando las cantidad de DNA y realizando el procedimiento en el termociclador y posterior
electroforesis, los resultados no fueron favorables ya que para ninguna muestra se observo
alguno banda, por lo que se puede decir que el virus del mosaico de la coliflor se encuentra
mas facilmente en varios productos, mientras que el terminador T-NOS no lo poseen todos los
productos solo es especifico, o también se puede deber a que presenta una degradacién debida

al proceso del producto y por tal motivo no se visualiza con facilidad.
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Teniendo esta parte se puede aprobar el protocolo de autentificacién de maiz transgénico, ya
que se visualizan las bandas en las posiciones esperadas. Por tal motivo también se verifico
que las seis muestras de maiz utilizadas en un principio no presentaron maiz transgénico
(Figura 28y 29), ya que estas muestras fueron obtenidas de parcelas que hasta la actualidad se
siguen sembrando y cuidando por campesinos. El objetivo es comprobar que estas parcelas no
estén contaminadas genéticamente por alguno de estos transgénicos, teniendo como resultado
que para ninguna de los seis muestras se presenta una banda visible que identifique la

presencia de transgénico, por lo cual las muestras aln se siguen considerando como criollas.
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FIGURA 28. Identificacion de CaMV en muestras criollas de maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM)
marcador de peso molecular 100 pb; (BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (AC) maiz
azul criollo; (AD) maiz azul comercial; (PO) maiz pozolero; (PA) maiz palomero; (PC) maiz pinto criollo;

(BC) maiz blanco criollo, control positivo; (X) maiz transgénico. Se cargaron con 5 pL de cada muestra.
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FIGURA 29. lIdentificacién de T-NOS en muestras criollas de maiz, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador
de peso molecular 100 pb; (BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (AC) maiz azul criollo; (AD)
maiz azul comercial; (PO) maiz pozolero; (PA) maiz palomero; (PC) maiz pinto criollo; (BC) maiz blanco criollo,

control positivo; (W) maiz transgénico. Se cargaron con 5 pL de cada muestra.

VERIFICACION DEL PROTOCOLO DE AUTENTIFICACION DE MAIZ
TRADICIONAL Y MAIZ TRANSGENICO

Por ultimo se comprobd que efectivamente los dos protocolos propuestos sean veridicos, asi
que se trabajo con muestras de maiz del Estado de Chiapas y de Nayarit. Teniendo cuatro
muestras para comprobar si existe una posible contaminacion genética. Del estado de Chiapas,
se tienen 3 muestras debido a que son tres municipios diferentes de donde se obtuvieron las

muestras.
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FIGURA 30. Identificacién del protocolo de autentificacion de maiz para cuatro muestras obtenidas del
Estado de Chiapas y de Nayarit, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso molecular 100 pb;
(BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (BC) maiz blanco criollo, control positivo; (2) maiz
de Chiapas: Venustiano Carranza; (3) maiz de Chiapas: Villa Flores; (4) maiz de Chiapas: Chiapa de Corzo;

(5) maiz de Nayarit. Se cargaron con 5 pL de cada muestra.

Como se puede apreciar, las cuatro muestras sélo amplificaron para el gel de la Figura 30, ya
gue son muestras de maiz, las bandas son muy visibles, claras y amplifican en 588 pb; por otro
lado ninguna de las muestras posee alguno de los dos transgénicos, esto es una buena sefial de
que en Meéxico estan presentes variedades de trangénicos, pero hasta la fecha se han

controlado de alguna manera y aun se siguen coservando las variedades mexicanas intactas.
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FIGURA 31. Identificacién de protocol6 de autentificacion de maiz transgénico para cuatro muestras
obtenidas del Estado de Chiapas y de Nayarit, en un gel de agarosa al 2%. (PM) marcador de peso
molecular 100 pb; (BCO) muestra que no contiene DNA, control negativo; (X) CaMV, control positivo;
(2) maiz de Chiapas: Venustiano Carranza; (3) maiz de Chiapas: Villa Flores; (4) maiz de Chiapas: Chiapa
de Corzo; (5) maiz de Nayarit; (W) T-NOS, control postivo; (7) maiz de Chiapas: Venustiano Carranza;
(8) maiz de Chiapas: Villa Flores; (9) maiz de Chiapas: Chiapa de Corzo; (10) maiz de Nayarit Se

cargaron con 5 L de cada muestra.

En la Figura 31, s6lo se observan los controles positivos, cabe mencionar que se hiceron
pruebas variando la cantidad de DNA (0.5 pL, 1.0 uL y 1.5 pL) y para ninguna concentracion
se obtuvo una banda visible, por lo cual se llega a la conclusién de que los protocolos
propuestos son capaces de reproducirse mostrando datos veridicos.
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CONCLUSIONES

e Para la autentificacion de maiz fue necesario la utilizacion de programas
bioinformaticos los cuales fueron de gran ayuda para la eleccion de las parejas de

primers.

e Para extraer la cantidad de DNA de las semillas de maiz es necesario remojarlas, para
desprender los embriones, ya que trabajar con el color de cada grano genera varios
problemas al obtener la cantidad de DNA, asi se evita realizar varias extracciones con

fenol-cloroformo.

e Las tres parejas de primers seleccionadas fueron efectivas, ya que fue posible
amplificar las bandas deseadas en cada caso.

e Se pudo demostrar que las parejas de primers para la autentificacion de maiz
transgénico fueron apropiadas, ya que identificaron un fragmento del gen del Virus del
Mosaico de la Coliflor (CaMV) y un fragmento del gen de Agrobacterium
Tumefasciens T-NOS, lo que confirma que se trata de un organismo genéticamente
modificado. Aunque el gen del virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV), es el que mas

se utiliza para introducir transgénicos a diferencia del cassete terminador T-NOS.

e En Meéxico efectivamente se consumen productos de maiz con presencia de
transgénicos y sin embargo en ninguna etiqueta de estos productos mencionan
contenerlos, ademas son productos que se consumen con mas frecuencia ya que su

precio es economico a diferencia de otros de la misma clase.

e Es posible que en los nueve productos comerciales donde no se obtuvo amplificacién,
ni del control del gene mitocondrial del citocromo b, ni del fragmento del gene del
virus del mosaico de la coliflor, ni del terminador T-NOS, el DNA podria estar

afectado a consecuencia de los procesos termicos realizados en este producto.
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De los 18 productos comerciales que se analizaron, s6lo 9 de ellos amplificaron con el
gen mitocondrial del gen cit-b, donde las bandas se observaban claramente, de las
cuales sdlo 3 muestras comerciales (tostadas de maiz, tiritas fritas de maiz y hojuelas
de maiz) amplificaron con el fragmento del gen del virus del mosaico de la coliflor.
Para el caso del terminador T-NOS no se presentaron bandas positivas ya que aun
teniendo el control positivo la banda no es muy visible, debido a que se encuentra en

menor proporcion.

Se pudo confirmar la utilidad de la técnica de PCR, ya que permite el disefio de una
técnica répida, confiable y especifica para detectar la presencia de OGM en productos
comerciales. Esta técnica se ha mejorado con el uso de PCR tiempo real que permite
realizar cuantificaciones y ahora con el uso de kit de PCR directo que no requiere
extraccion de DNA previa.

El hecho de haber detectado la presencia de un fragmento de DNA que no corresponde
al maiz, permite concluir que se trata de maiz transgénico, y de acuerdo a la Ley de
Bioseguridad de OGMs, que se encarga de llevar a cabo la vigilancia y monitoreo que
involucran su deteccion, todo producto debe declarar en su etiqueta la presencia de
transgénicos; sin embargo mediante este estudio nos damos cuenta que en México se

consumen productos que en otros paises no estan permitidos.
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ANEXO 1. Disefno de primers a partir de un programa
bioinformatico: MITOMAP.

Los primers para detectar maiz fueron disefiados, los cuales para su obtencion se realiz6 de

la siguiente manera:

e Se accesO a la base de datos de MITOMAP en el genoma de maiz,
selecciondndose soélo el fragmento del citocromo B, mediante las siguientes

direcciones de internet
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK _LOC=BlastDescAd

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blasth&BLAST PROG_DEF=
megaBlast&SHOW_ DEFAULTS=0on&BLAST_SPEC=blast2seq&LINK _LOC=align2seq

GenBank: AY506529.1: Zea mays strain NB mitochondrion, complete genome (Zea mays subsp. mays mitochondrion)

gene 310906..312072
/gene="cob"
CDS 310906..312072

/gene="cob"

/codon_start=1

/product="apocytochrome b"

/protein_id="AAR91052.1"

/db_xref="GI:40795008"
/translation="MTIRNQRFSLLKQPIYSTLNQHLIDYPTPSNLSYWWGFGSLAGI
CLVIQIVTGVFLAMHYTPHVDLAFNSVEHIMRDVEGGWLLRYMHANGASMFLIVVHLH
IFRGLYHASYSSPREFVWCLGVVIFLLMIVTAFIGYVPPWGOMSFWGATVITSLASAT
PVVGDTIVTWLWGGFSVDNATLNRFFSLHHLLPLILAGASLLHLAALHQYGSNNPLGV
HSEMDKIASYPYFYVKDLVGRVASAIFFSIWIFFAPNVLGHPDNYIPANPMPTPPHIV
PEWYFLPIHAILRSIPDKAGGVAAIAPVFISLLALPFFKEMYVRSSSFRPIHQGIFWL
LLADCLLLGWIGCQPVEAPFVTIGQISSFFFFLFFAITPIPGRVGRGIPKYYTE"

310801 aatcttctca tgcagctttt ttcttattca gggcgctgcg aagcatcaag gcaagggggt
310861 aaataaaata agggggaaga ggagttgtca cgatagaaaa gagaaatgac tataaggaac
310921 caacgattct ctcttcttaa acaacctata tactccac
310981
311041
311101
311161
311221
311281
311341
311401
311461
311521 attctgagat ggataaaatt
311581 gcttcttacc cttattttta tgtaaaggat cttgtaggtc gggtagcttc tgctatcttt
311641 ttttccattt ggattttttt tgctccaaat gttttggggc atcccgacaa ttatatacct
311701 gctaatccga tgcccacccce gcecctcatatt gtgccggaat ggtatttcct accgatccat
311761 gccattcttc gcagtatacc tgacaaagcg gggggtgtag ccgcaatagc accagttttt
311821 atatctctct tggctttacc tttttttaaa gaaatgtatg tgcgtagttc aagttttcga
311881 ccgattcacc aaggaatatt ttggttgctt ttggcggatt gcttactact aggttggatc
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/40794996?from=310906&to=312072&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/40794996?from=310906&to=312072&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/40795008

311941
312001
312061
312121
312181
312241
312301

ggatgtcaac ctgtggaggc
ttcttgttct ttgccataac
tacacggaat agactcatcg
tgatcagtga tcaattctgg
agcagatgag gtagacctat
gataacgtcc cctcggggag

accatttgtt
gcccattccg
caccggatca
cacaatgaat
ctcctgaaaa
gagaagggat
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actattggac
ggacgagttg
gtctcttaga
ttacgagtta
gagttcagta
tgacttcggc
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aaatttcttc tttctttttc
gaagaggaat tccaaaatat
cggatgagac tgatcacacc
ttttacacaa tgaatttaca
aacaagggaa cgaagcgacc
tcctattatce tttgtttacc

aatcttcaaa ttggtgaatt ggttaatagg aagtgcgcgc tagcacgctt catatttcta

e Teniendo el fragmento del citocromo B, se seleccionan alrededor de

nucleétidos:

acagcgtagaacacattatgagagatgttgaagggggctggttgetecgttatatgeatgctaatggggaagtatgtttcteattg
tggttcaccttcatatttttcgtggtctatatcatgcgagttatagcagtcctagggaatttgtttggtgtctcggagttgtcatattect
attaatgattgtgacagcttttataggatacgtaccaccttggggtcagatgagettttggggagcaacagtaattacaagcettaget
agcgccataccagtagtaggagataccatagtgacttggctttggggtggtttctccgtggacaatgecaccttaaategttttttta
gtctccatcatttactcceccttattttagcaggegecagtcttcttcatctggetgeattgeatcaatatggatcaaataatecattgg
gtgtacattctgagatggataaaattgcttcttacccttatttttatgtaaaggatcttgtaggtcgggtagettctgetatctttttttec
atttggattttttttgctccaaatgtittggggeatcccgacaattatatacctgetaatccgatgeccaccecgectcatattgtgecg
gaatggtatttcctaccgatccatgecattcttcgcagtatacctgacaaageggggggtgtagecgcaatagcaccagtttttatat

771

ctctcttggctttacctttttttaaagaaatgtatgtgcgtagttcaagttttcgac

Estos nucleotidos se metieron a un programa bioinformatoco BLAST

En el cual se obtiene diferentes posibilidades de parejas de primers, aproximadamente

son 10 posibilidades, que complenden la region sefialada y que son las mejores posiciones de

hibridacion:

NCBI Primer-BLAST :results  more

Input PCR template
Range 1-771

¥ Summary of primer pairs

Specificity of primers Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: NCBI Transcript Reference Sequences (Organism limited
to Homo sapiens)

Tenglate

YYVYVYYYVYY

@

Ahh g hhjh g
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Para este caso se selecciond la pareja numero 7, ya que a diferencia de las otras
posibilidades presenta una longitud de 20 aminoacidos para ambos casos y la temperatura
media es aproximada a 60°C.

Primer pair 7

Sequence (5'->=3') Strand on template Length Start Stop Tm GC%
Forward primer GAAGGGGGCTGGTTGCTCCG Plus 20 30 49 5969 70.00%
Reverse primer ATGAGGCGGGGTGGGCATCG Minus 20 617 593 61.30 70.00%
Product length 588

e Teniendo la pareja de primers seleccionados, se procede a su comprobacién, para
esto es necesario tener como dato el Gl, el cual es el nimero de acceso de cualquier
especie, este se obtiene cuando se accesa al genoma de la especie. Para la

comprobacion se accesa en el siguiente rubro:

Nucleotide BLAST: Align two or more sequences using BLAST

Aparece la siguiente ventana, en el primer recuadro se coloca uno de los primers

(forward o reverse), en el segundo recuadro se coloca el Gl

biastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

BLASTN programs search nucleotide subjects using a nucleotide query. more..
Enter Query Sequence

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Query subrange &)
ceggeacaatatgagacaagy E
om[ ]
o[ ]
Or, upload file [ | Examinar._ ] @

Job Title |

Enter a descriptive title for your BLAST search &

Align two or more sequences &)

Enter Subject Sequence

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Subject subrange &
L E—

Or, upload file |CExaminar.. | &

Se oprime el recuadro de BLAST, para analizar ambos recuadros

jﬂ BLAST b] Search nucleotid q using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

[ show results in a new window

P Algorithm parameters
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Blast 2 sequences

Nucleotide Sequence (21 letters)

Query ID [cl|62975 Subject ID  gi|34502557|ref|NC_007982.1|

Description None Description Zea mays subsp. mays mitochondrion, complete genome
Molecule type nucleic acid Molecule type dna
Query Length 21 Subject Length 5569630

Program BLASTN 2.2.22+ ®Citation

Other reports: pSearch Summary [Taxonomy reports]

¥ Graphic Summary

Distribution of 674 Blast Hits on the Query Sequence &

‘Mnuse aver to see the defline. click to show alignments |

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
G ure ry |
I 1 1 1 I ]
0 4 ] 12 16 20

Por Gltimo debe aparecer la siguiente informacion, la cual nos indica el porcentaje de
identidad de los primers con la especie, para este caso se tiene que corresponden al 100% de
identidad, por lo cual los primers son los adecuados, y se mandan a secuenciar a un
laboratorio: INVITROGEN.

Sequences producing siguificant aliguments:

NC 007982.1  Zea mays subsp. mave mitochondrion, complete genome 421 1.012e+04 100% 16-06 100%

Accession Description Max score | Total score | Query coverage |_E\ra|ue [ Maxident | inks

e Una vez que se mandan a secuencias los primers se tiene que resuspender, ya que
llegan liofilizados, para esto mediante la hoja de la ficha técnica que manda el
laboratorio de elaboracion se toma el dato de los nmoles para poder adicionarle el
agua necesaria y resuspender adecuadamente. Las operaciones que se realizan son

las siguientes:

n moles
1000

pm=

y=km_ litro

= 5/10_6 = ul de agua libre de nucleasa

Para F: se adicionaron 130.8 pl de agua libre de nucleasas.

Para R: se adicionaron 129.2 ul de agua libre de nucleasas
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GLOSARIO DE TERMINOS

Aditivo: Sustancia afiadida intencionalmente a los alimentos con fines tecnoldgicos en

cualquier etapa del proceso de elaboracion.

DNA (acido desoxirribonucleico): EI material genético basico que contienen todas las
células vivas (y algunos virus), y a partir del cual se construyen las proteinas. Cuando no
se esta replicando (regenerando) en la celula, el DNA presenta la forma de la llamada
“doble hélice”: cadena de doble hebra formada por nucleotidos, a su vez compuestos por
pares de bases nitrogenadas (las portadoras especificas de la informacion genética). Las
moléculas de DNA se condensan en estructuras compactas a las que se denominan

cromosomas.

DNA recombinante (DNAr): Producto del empalme de genes mediante técnicas de
ingenieria genética por las que se unen genes de distintas fuentes y, cominmente, de

distintas especies.

Alérgeno: Sustancia capaz de desencadenar una respuesta inmune en el organismo.

Amplificacion: Produccion de copias adicionales de un secuencia de DNA.

Biodiversidad: Variabilidad total en y entre las especies de organismos vivos y sus
habitats. El término, utilizado por primera vez en 1986 para designar la diversidad
bioldgica, se refiere usualmente a la totalidad de la variedad heredable en todos los niveles
y suele dividirse en tres niveles: genética (genes en una poblacién local o especie),
taxonomica (las especies que conforman toda o parte de una comunidad local) y ecoldgica

(las comunidades que integran las partes vivas de los ecosistemas).

Bioseguridad: El propésito de garantizar que el desarrollo y uso de plantas transgénicas y
otros organismos genéticamente modificados (y productos de los biotecnologia, en
general) no afecten negativamente la salud de plantas, animales y seres humanos, ni

tampoco los recursos genéticos o el medio ambiente.
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Biotecnologia: manipulacion cientifica o industrial de las formas vivas (organismos) para
generar nuevos productos o mejorar los organismos (platas, animales o microbios). El
término se acufio inicialmente para hacer referencia a la interaccion entre la biologia y la
tecnologia humana. En su uso reciente alude a todas las partes de la industria que crea,
desarrolla y comercializa una variedad de productos deliberadamente manipulados en nivel

molecular o celular.

Desnaturalizacion: Destruccién irreversible de una macromolécula, por ejemplo la

destruccion de una proteina por efecto del calor.

Electroforesis: Método empleado para separar una mezcla de moléculas grandes, tales
como fragmentos de DNA o proteinas, haciendo pasar una corriente eléctrica a través de

un gel que contiene las muestras que se desea separar.

Erosion genética: En relacion con los cultivos agricolas, proceso por el que disminuye la
diversidad de la dotacion genética (conjunto de todos los genes de una poblacion) de una

planta de cultivo particular.

Especie: Categoria taxondmica de las formas vivas que comprende a organismos
sexualmente compatibles que, en condiciones naturales, se cruzan libremente entre si o
pueden hacerlos. EI nombre cientifico (en latin) de una especie incluye el nombre del
género y la designacion de la propia especie, en ese orden. (por ejemplo, Bacillus

thuringiensis).

Evaluacidn de riesgos: en relacién con los organismos manipulados mediante ingenieria
genética, proceso por el que se predice el comportamiento del organismo modificado. Con
respecto de las plantas transgénicas, el término se refiere a determinar la probabilidad
global de que su introduccién deliberada en el medio ambiente provoque dafios
ambientales, incluidos efectos adversos en los ecosistemas naturales y agricolas o

introduzca nuevos riesgos para la salud publica.
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Flujo de genes (o flujo génico): intercambio de genes (en una o ambas direcciones) a baja
velocidad entre poblaciones de organismos relacionadas y sexualmente compatibles, pero
distintas (por lo general). En las plantas, el flujo de genes suele darse a través de la
transferencia de polen (gametos masculino), proceso mismo que subyace a la transferencia

natural de genes de plantas genéticamente modificadas a sus parientes silvestres.

Gen: Unidad funcional de la herencia (es decir, la base fisica para la transmisién de
caracteres de los progenitores a sus descendientes), y unidad basica de la diversidad

bioldgica.

Gen marcador (o marcador genético): Todo segmento de DNA que pueda identificarse o
cuya localizacién en el cromosoma sea conocida, de manera que resulte posible usarlo

como punto de referencia para ubicar otros genes.

Genoma: Todo el material hereditario de una célula o virus, incluida la dotacién completa
de genes funcionales y no funcionales. En los organismos superiores el genoma abarca el

conjunto entero de cromosomas contenidos en el nucleo celular.

Hibridacion: Formacion natural o construccion artificial de una molécula de &cido
nucleico duplex por apareamiento de bases complementarias entre dos cadenas de &cido

nucleico procedentes de distintas fuentes.

Ingenieria genética (modificacidon genética): Alteracion selectiva y deliberada del
genoma de un organismo al introducir, modificar o eliminar genes especificos mediante

técnicas de biologia molecular.

Investigacion gendmica: Campo de estudio cientifico que busca conocer la naturaleza (es
decir, secuencias de DNA) y funciones especificas de los genes en los organismos vivos.
En combinacion con la bioinformatica, puede aplicarse al desarrollo de cultivos
transgénicos y otras biotecnologias; incluye la integracion de mapas de genes y la

identificacion de combinaciones genéticas.
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Organismo Modificados Genéticamente o transgénicos (OMG): Organismo que se
caracteriza por contener una fraccion de DNA de otro organismo integrado en su propio
DNA. Como resultado, el organismo transgénico adquiere una nueva funcion generalmente

de interés comercial.

Organismo Vivo Modificado (OVM): De conformidad con la definicién de Protocolo de
Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia (Protocolo sobre Bioseguridad), del
Convenio sobre la Diversidad Biol6gica, cualquier organismos que posea una combinacion
nueva de material genética obtenida mediante el uso de la biotecnologia moderna (es decir,
técnicas de manipulaciéon in vitro de acidos nucleicos, incluidos métodos de DNA
recombinante, y técnicas de manipulacién in vitro permiten trascender las barreras

naturales de la reproduccion).

Primer o cebador: Pequefia cadena de nucledtidos a partir de la cual la DNA polimerasa

inicia la sintesis de una molécula nueva de DNA.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Método empleado para amplificar una
secuencia especifica de DNA in vitro mediante ciclos repetidos de sintesis, usando

cebadores especificos y DNA polimerasa.

Recombinacion: Union de genes (es decir, segmentos de DNA), conjuntos de genes o
partes de genes para dar lugar a huevas combinaciones, ya sea bioldgicamente o por medio

de la manipulacion en laboratorio.

Recursos genéticos: Material genético que sirve como fuente para el aprovechamiento

humano actual y fututo.

Secuenciaciéon de DNA: Determinacion del orden de nucledtidos o bases en una muestra

pura de moléculas de DNA.

Teocintle: Zea mexicana, planta forrajera tropical americana, en la que las semillas no

estan unidas a una mazorca, sino que mas bien la inflorescencia femenina (la espiga)
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consiste en una sola fila de seis 0 mas semillas, cada una de las cuales contiene un
endospermo compacto, rigido, de forma parecida a la de las rosetas o palomitas de maiz,
cubierto con una céscara dura (la cupula). El teocintle es uno de los antecesores que

contribuyd genéticamente al desarrollo del maiz moderno.

Transformacion genética: Proceso por el que se transfiere directamente DNA libre (es
decir, no cromosémico y asociado a un vector) de un organismo donador a una célula

receptora capaz de producir un organismo transgénico.

Transgén: “Paquete” de material genético (DNA) que se inserta en el genoma de una
célula mediante técnicas de empalme de genes, incluida la transferencia de genes de
especies distintas en el genoma de una organismo huésped. Un transgén puede consistir en
un gen (o genes) de un organismo distinto (es decir, DNA extrafio) o bien genes creados

artificialmente.

Transgénico: Organismo que contiene material genético (DNA) nuevo, derivado de un
organismo distinto de sus progenitores o afiadido al material genético progenitor, el

término incluye a la progenie de un organismo genéticamente modificado.

Trazabilidad o rastreabilidad: Habilidad utilizada para identificar el origen de un
alimento o de sus productos, tan lejos en la secuencia de produccion como sea necesario, y

realizar un seguimiento del mismo a lo largo de toda o parte de su vida dtil.

Variedad: Categoria empleada en la clasificacion de plantas y animales, inmediata inferior
a la de especie. Una variedad consiste en un grupo de individuos con caracteristicas
distintivas genéticamente heredadas que los hacen diferir de otros ejemplares de la misma

especie.

Variedad criolla: Variedad de cultivo con una amplia base genética (marcadamente
heterocigética, en términos genéticos), que ha sido resultado de siglos de desarrollo y

adaptacion a tipos de suelo y microclimas particulares.
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