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1.- RESUMEN

México es considerado el centro de origen y diversificacion del maiz, teniendo este
cultivo un papel central en el origen y diversificacion de la agricultura entre las
civilizaciones indigenas mesoamericanas. En la actualidad, el maiz sigue teniendo
un papel central en la alimentacion y agricultura mexicanas, y el pais cuenta con
alrededor de 60 razas nativas conocidas (Kato et al., 2009), representando esto

una gran diversidad genética la cual debe ser protegida y aprovechada.

Dada la gran importancia histérica de este cultivo, México es uno de los mayores
productores de maiz a nivel mundial, sin embargo es a su vez un pais que importa
una gran cantidad de este grano debido a que los Estados Unidos de América
(EUA) son el mayor productor de maiz en el mundo y a que México sostiene el
Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN) con este pais.
Alrededor del 90% de la importacion de maiz que se realiza en México proviene de
EUA, en donde una gran mayoria de la produccion se trata de semillas

genéticamente modificadas (GM).

Este gran intercambio de semillas entre México y EUA, asi como el complejo
manejo del maiz en nuestro pais, complica el monitoreo de las variedades GM que
ingresan a nuestra frontera, por lo que la presencia no autorizada de plantas GM
en el ambiente es una posibilidad latente. Un ejemplo de esto fue la aparicién de
polen de la variedad T25 en mieles de Yucatan reportado por la empresa Intertek

en 2012 en un lote de mieles con destino a ser exportado a Europa. La peninsula



de Yucatan representa el 40% de la produccion de miel a nivel nacional y tiene
como mercado principal a Europa, por lo que eventos como el mencionado

representan una gran pérdida economica para los apicultores y para el pais.

Al ser el T25 una variedad no autorizada para su liberacion en México, el material
de referencia necesario para realizar cuantificaciones evento especificas es
costoso y de dificil obtencidn, por lo que la generacién de un material de referencia

alternativo propio fue algo necesario y de gran importancia.

Basados en desarrollos anteriores, se logré obtener un material de referencia
(plasmido) con el cual es posible realizar detecciones cuantitativas especificas con
un desempeio comparable al obtenido con un material de referencia

convencional.
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2.-INTRODUCCION

2.1.- MAIiZ AMARILLO EN MEXICO

En México, el maiz es el cultivo que forma la base para la alimentacion y es uno
de los principales paises consumidores a nivel mundial sin embargo, a pesar de
ser el cuarto productor a nivel mundial, una gran cantidad de maiz debe ser
importado; 10.33 millones de toneladas en 2014 (SAGARPA, 2016). Este
fendmeno ocurre debido a que la mayor parte de la produccién nacional consiste
en maiz blanco, el cual esta destinado para el consumo directo humano. Es el
caso del maiz para forraje y usos industriales, conocido como maiz amarillo o
maiz forrajero (destinado en 74% a usos pecuarios y 19.5% a la industria
almidonera), en donde la produccién nacional solo cubre un 18.47% de las
cantidades requeridas para la industria productora de carne, leche, huevo y

almidonera (Figura 1).

Figura 1.- Niveles de produccién y consumo del maiz amarillo en México (2009 a 2015). Se
puede observar que se tiene un déficit de la produccion de maiz amarillo, siendo del 81.53% para
el afio 2015 (SAGARPA, 2016)

11



2.2.- IMPORTACION DE MAIZ EN MEXICO Y SU RELACION CON LA

PRESENCIA DE MAIZ GM.

A partir de la entrada del TLCAN el 1° de Enero de 1994, México ha ido
aumentando la importacion de maiz amarillo de los Estados Unidos (Comisién de
Agricultura, 2000) hasta un porcentaje actual de aproximadamente el 88.7% del
total que se importa (FIRA, 2015). Los Estados Unidos han apoyado el desarrollo
de OGMs con propdsitos de investigacion, aplicaciones practicas y comerciales.
Una de estas aplicaciones es la generacién de cultivos GM, dentro de la cual este
pais es lider en su produccion mundial (ISAAA ,20016). En el caso del maiz un

90% son GM ya para el ano 2012 (Gonzélez, 2014).

Esta es la razén de que un alto porcentaje del maiz amarillo importado en México
corresponda a variedades GM, siendo un panorama dificil de modificar dado que
los Estados Unidos son el mayor productor mundial de maiz y socio mayoritario de

México en el TLCAN.
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2.3.- MAIZ T25

Dentro de las diversas variedades de maices GM en el mundo se encuentra la del
maiz T25, también conocido con el codigo internacional como ACS-ZMOQO3-2.
Dicha variedad de maiz fue desarrollada por Bayer CropScience en 1995, a partir
de maices de variedad diente amarillo que fue modificado genéticamente para
expresar tolerancia a glufosinato de amonio, el ingrediente activo en los herbicidas
de fosfinotricina (Basta®, Rely®, Finale® y Liberty®). El glufosinato es
quimicamente parecido al glutamato y actua inhibiendo a la enzima glutamina
sintetasa, la cual esta involucrada en la sintesis de glutamina, por lo que hay un
incremento en la concentracion de amoniaco en los tejidos de la planta lo que

eventualmente produce la muerte celular.

El gen pat introducido en esta variedad de maiz, se deriva de la cepa Tu494 de
Streptomyces viridochromogenes, y codifica la enzima fosfinotricina acetil
transferasa (PAT) la cual modifica e inactiva al glufosinato de amonio por medio de
una acetilacién lo que confiere a la planta la resistencia al mismo. Este gen se
encuentra ligado a un promotor y terminador constitutivos (35-S) derivados del
virus de mosaico de la coliflor (CaMV), con lo cual se tiene una expresiéon de la

proteina en todos los tejidos de la planta (Figura 2).
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Figura 2.- Mecanismo de accion de la fosfinotricina acetil transferasa. La enzima cataliza la
adicién de un grupo acetilo a partir de Acetil Coenzima A a la fosfinotricina con lo cual este
compuesto deja de tener su actividad de inhibidor (KEGG, 2016).

Los analisis moleculares realizados al T25, muestran que esta variedad de maiz
contiene sélo una copia de la construccion insertada de DNA. La construccion se
compone de una copia truncada del gen bla; B-lactamasa, un sitio Ori-pUC intacto

y el casete P-35S-pat-T-35S. (CERA ,2016) (Figura 3).

Plant CaMV pUC18 P35S [GlpUCT8 pat linkerpUC18|C] . bUC18

DMNA Fragment 355

Figura 3.- Diagrama de la construccién genética integrada en la linea de maiz T25. Se observa
que se compone de un fragmento trunco de la region promotora 35S del Virus del mosaico de la
coliflor (CaMV), 4 fragmentos del plasmido pUC18, el promotor 35S (P-35S), el gen pat (pat), y el
terminador T-35S (T-35S), todo esto flanqueado por el DNA genémico del maiz transformado. La G
y la C representan bases nitrogenadas intercaladas (GMDD, 2016).

14



Dado que la produccion y viabilidad del polen no fueron afectadas por la
modificacion genética, la dispersion del mismo y el potencial de cruce no deben
diferir de otras variedades. El intercambio de genes entre esta variedad y otros

maices cultivados debe ser similar al que ocurre de manera natural (CERA, 2016).

En México, la importacidn para el uso de esta variedad de maiz se aprob¢ el 27 de
Abril de 2007, para ser utilizado como alimento humano o animal y para el
procesamiento industrial; sin embargo su liberacion al medio ambiente mediante

siembra no ha sido autorizada (CIBIOGEM, 2016).

2.4.- PRESENCIA DE POLEN GM (T25) EN MIEL MEXICANA

En el aino 2012, una empresa Alemana; Intertek, en su trabajo Annual Report
Honey Analysis, menciona que tras un analisis por triplicado realizado entre Enero
y Diciembre del mismo afo a diversas mieles importadas se encontré una serie de
muestras positivas al promotor 35S (originaria del virus del mosaico de la coliflor) y
el terminador NOS (proveniente de la nopalina sintetasa), secuencias ampliamente
utilizadas en la generacion de plantas GM e indicativas de su presencia. Se
procedié entonces a hacer un analisis especifico a GMs no autorizados en Europa,
lugar donde al momento del analisis la variedad T25 no estaba autorizada, y entre
éstos se encontrd el maiz T25 (Figura 4). Dicha miel tenia como procedencia La

Peninsula de Yucatan en México.
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Figura 4.- Deteccion de eventos no autorizados 2012. En esta grafica tomada del Annual Report
Honey Analysis se puede observar que uno de los origenes de la miel reportada como
contaminada por T25 es México (Intertek, 2012)

Actualmente el grupo de trabajo de las Dras. Amanda Galvez y Maricarmen
Quirasco ha detectado polen GM en muestras de miel de la Peninsula de Yucatan
colectada en 2012, mediante un proyecto comisionado por CONABIO. Los
resultados publicados hasta ahora (Galvez y Quirasco, 2013) muestran la
presencia de una cantidad importante de polen de maiz y también de soya

convencional y GM en algunos casos.

Ademas de esto se encontraron en dichas mieles sefales positivas para el
promotor 35S y el terminador NOS en cantidades variables (Comunicaciéon
personal Galvez A. 2016, resultados no publicados), lo que podria confirmar la

aseveracion de la empresa Intertek acerca de la presencia de polen de maiz T25.
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Las repercusiones que podria tener el que se confirmara este hecho son
importantes, ya que se comprobaria que una variedad de maiz ha sido sembrada
de manera ilegal en México, ademas de poner en duda las medidas de contencion
que se han tomado en el pais para el uso confinado y la capacidad de controlar la

presencia de maiz GM en el ambiente.

3.- JUSTIFICACION

La presencia de polen transgénico en las mieles de la Peninsula de Yucatan
representa un preocupante. La variedad reportada en el analisis de 2012 (T25) no
se encuentra permitida para su siembra en México, sin embargo, su presencia es
plausible dado que dicha variedad se encuentra autorizada en los Estados Unidos
desde 1995 (CERA, 2016) pais del cual México importa alrededor de 10 millones
de toneladas anualmente (Gonzalez et al., 2014) y donde a partir de 1993, una
semilla GM puede ser tratada como convencional con respecto a su seguridad
alimenticia (ISIS, 2014), aunado al hecho de que México firmé un acuerdo trilateral
en octubre de 2003 en el marco del TLCAN respecto del articulo 18.2 (a) del
Protocolo de Cartagena (CONACYT, 2017) podria explicar la presencia de
variedades no aprobadas para siembra en el campo. Dicho acuerdo en su anexo
técnico indica que el nivel de mezcla de granos transgénicos considerado como no
intencional o adventicio es de un 5%, y que los porcentajes menores hallados en
los cargamentos no necesitan ser etiquetados como “puede contener OGM” (may

contain GMO) en la documentacién del cargamento (Gutiérrez, 2010).
17



México es el quinto productor de miel a nivel mundial, y la producciéon de miel en
la Peninsula de Yucatan representa un 40% del total de la misma a nivel nacional.
Esta es una actividad productiva que sostiene a alrededor de 40,000 trabajadores
y sus familias con una derrama econdémica de unos 400 millones de pesos al afio

(Claridades Agropecuarias, 2010).

El 95% de esta produccion es exportada, siendo su principal mercado la Unién
Europea donde la presencia de ciertos eventos GM autorizadas en México no son
tolerados, teniendo como resultado el rechazo total de un lote. También esta el
caso de las mieles comercializadas como organicas donde la simple presencia de
un OGM aun siendo autorizado por ambas jurisdicciones, repercute en el valor
comercial del producto. Es por esto que una contaminaciéon de polen transgénico
en la miel resulta una seria preocupacién para los apicultores y el campo

mexicano.

Para que sea posible monitorear y cuantificar la presencia de un OGM, es
necesario contar con el material de referencia apropiado, sin embargo, en el caso
del maiz T25 en México esto resulta complicado debido a que al no ser permitida
su siembra en México, no se cuenta con este material. Actualmente el material de
referencia se comercializa a través de la American Oil Chemist’s Society (AOCS) y
consta de DNA extraido de las hojas del maiz, razon que lo convierte en un
material costoso y escaso, ademas de que la complicada situacion legal del maiz
GM en México lo vuelve de dificil importacion. El hecho de contar con un material

de referencia alternativo propio seria muy valioso para nuestro pais.
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Por tratarse de un material de facil produccién y manejo, se decidié generar un
plasmido calibrante en el cual era necesario clonar una secuencia unica para T25

y una endogena de maiz para poder realizar ensayos cuantitativos.

4.- ANTECEDENTES

4.1.- MATERIALES DE REFERENCIA CONVENCIONALES Y ALTERNATIVOS

Los materiales de referencia en la deteccion de OGMs sirven como controles
positivos y negativos para analisis cuantitativos. En la mayoria de los casos se
usan harinas y granos GM como materiales de referencia (mezclados o no con
harinas o granos convencionales), sin embargo, este tipo de materiales presenta
una serie de desventajas como el requerir una fuente constante de material
derivado de plantas, el costo y el hecho de que la cantidad de acido
desoxirribonucleico (DNA) de una muestra suele variar dependiendo del tejido, la

variedad y factores ambientales (Holst-Jensen et al, 2012).

Hay materiales de referencia alternativos como los oligonucleétidos sintéticos o
fragmentos clonados con la misma secuencia de DNA que el blanco presente en
un material de referencia convencional. Para este fin se utiliza el DNA gendmico
purificado como fuente de la secuencia, a partir de la cual ésta se puede copiar y
amplificar utilizando algun vector de clonacién (plasmidos). Este tipo de material
de referencia tiene la ventaja de ser facilmente distribuido, purificado y producido

en grandes cantidades.
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4.2.- PLASMIDOS CALIBRANTES PARA T25

Previamente se generd un plasmido que se suponia especifico en la deteccion y
cuantificacion de T25 (Kuribara, 2002), sin embargo resulté que comparte la
secuencia blanco con las variedades de maiz GM T14 asi como la soya Liberty
Link y la colza T45 ya que utilizaron una regién comun en su construccion por lo

gue entonces aun no se tiene un plasmido evento especifico para T25 (Figura 5).

Sma 1/ 51 site
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Bam HISITE PROMOTER

GAZl MONS L0 Btll

I

[
z5511b HNOS Jr
TERMINATOR

pMul4, pMul5
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RESISTANCE GEME

Figura 5.- Mapa del plasmido para la cuantificacién de T25 generado por Kuribara. En este
plasmido la secuencia blanco es una region de union entre el promotor 35-S y el gen pat,
secuencia que es compartida por el maiz T14, la soya Liberty Link y la colza T45 (Kuribara, 2002).

Adicionalmente se conoce, que al usar como blanco las secuencias
correspondientes a las regiones de integracion, es decir las secuencias
compuestas de las bases terminales del DNA insertado y las bases adyacentes
del genoma del hospedero en el locus de insercion, se consigue justo el tipo de

analisis mas adecuado para la identificacion y cuantificacion de un OGM de
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manera especifica; evento especifico, (Holst-densen, 2012). En la Fig. 5 aparece
un esquema que indica la posible especificidad para el disefio de cebadores y

sondas, aclarando lo anterior.

Figura 6.- Esquema de niveles de deteccién para una construcciéon genética.

La integracion de una construccion genética comprende siete elementos
insertados en el genoma de una planta (promotor, enhancer, intrones, secuencia
del gen introducido, terminador, region UTR y fragmentos del plasmido usado para
la construccion) a través de cierto evento de transformacion y por lo tanto
flanqueado por secuencias de DNA especificas. Los distintos niveles de
especificidad que tiene un analisis dependen de cual sea la secuencia blanco. En
el caso de un analisis evento especifico, la secuencia blanco que se busca es la
region de unidn entre el genoma de la planta y el extremo ya sea 5’ 0 3’ de toda la

construccion insertada (Holst-Jensen A., 2012)
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5.- HIPOTESIS

Es posible generar al menos un plasmido calibrante especifico para T25 con un
desempefio comparable al obtenido usando el material de referencia

convencional (DNA gendmico).

6.- OBJETIVO GENERAL

Generar y comparar 3 plasmidos calibrantes con genes enddgenos distintos y una

secuencia para la deteccion evento especifica de maiz T25.
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7.- OBJETIVOS PARTICULARES

e Clonar las secuencias de tres genes enddégenos propuestos; el grupo de
alta movilidad (hmg),la alcohol deshidrogenasa (adhl) y la sintetasa de

almidon (sslib).

¢ Clonar una secuencia que sirva para la deteccién evento especifica de la

linea de maiz T25.

e Generar tres plasmidos que contengan una de las secuencias endogenas

elegidas ademas de la secuencia evento especifica T25.

e Comparar la eficiencia de amplificacién en reacciones de qPCR de los tres
fragmentos enddégenos elegidos y la secuencia evento especifica,
amplificandolos a partir de un material de referencia certificado (gDNA) y de

los plasmidos generados.

e Determinar el Limite de Deteccién (LOD) y Limite de Cuantificacién (LOQ)
con los plasmidos calibrantes y comparar con el material de referencia

convencional (gDNA de T25).

o Utilizar el plasmido con el mejor desempefio para realizar analisis en

muestras problema y comparar con el material de referencia convencional.
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8.- DIAGRAMA EXPERIMENTAL

| Eleccion de secuencias |

Endégenas Evento Especifica

Disefio de cebadores de clonacién

Plasmidos Individuales

Material de Referencia de la
American Oil Chemist’s Society
{AOCS) 0306-HB6

Plasmidos 2* Generacidn
(Secuencias fusionadas)

Curvas de calibracion Curvas de calibracion

Eficiencia de Amplificacion Eficiencia de Amplificacion

Limite de Deteccion y
Cuantificacion

Limite de Deteccion y
Cuantificacion

Analisis de Muestras
Problema

Analisis de Muestras
Problema

24



9.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se decidié generar tres plasmidos calibrantes distintos, con el propdsito de utilizar
un gen enddgeno de referencia diferente en cada uno de ellos y de este modo
poder evaluar su desempefio en la cuantificacion de T25. La decision de qué
genes utilizar se basd en resultados de analisis previos realizados a los genes
endégenos mas comunmente usados (Tandance, A. 2009). Ademas de las
secuencias endodgenas era necesario contar con una secuencia unica (evento
especifico) para el maiz que se pretende cuantificar (T25). La eleccién de dicha
secuencia se baso en lo reportado por la literatura y el propio fabricante del evento
(European Commission, 2005).

Para generar un plasmido calibrante unico para T25, era necesario que la
secuencia evento especifica y la enddgena se encontrasen ambas contenidas en
un solo plasmido, a modo de obtener una relacion 1:1 que es lo que se tiene en el
DNA gendmico de esta variedad de maiz, por lo que se decidi6 realizar la
construccion de los tres plasmidos calibrantes en dos etapas. En la primera etapa
las secuencias endogenas (hmg, adh y ssiib) y la secuencia especifica (T25)
fueron clonadas por separado en plasmidos individuales, de modo tal que se tenia
un total de 4 plasmidos a partir de los cuales las secuencias fueron amplificadas
via replicacion bacteriana. Una vez que se tuvo con suficiente material plasmidico,
las secuencias seleccionadas fueron escindidas mediante reacciones de digestion,
el DNA digerido fue ligado (un gen endogeno ligado a la secuencia evento
especifica) y posteriormente amplificado mediante la técnica de “PCR-Crossover”
y usado para generar los tres plasmidos calibrantes finales en donde se
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encuentran fusionadas las secuencias endégeno y evento especifica. Estos
plasmidos fueron concentrados para generar lotes de los cuales tomar las
alicuotas para trabajar. A partir de las alicuotas se generaron distintos niveles de
concentracion (dilucion logaritmica) con los cuales generar las curvas de
calibracion. Todos los lotes, alicuotas y diluciones se guardaron a -20°C hasta su
uso. Se obtuvo un material de referencia certificado (DNA gendmico) de T25
comprandolo a la American Oil Chemist’s Society en cuyo catalogo se denomina
como AOCS 0306-H6. Este material fue tratado de la misma forma que los
plasmidos calibrantes e igualmente resguardado a -20 °C.

Los plasmidos y material de referencia fueron entonces sometidos a las pruebas
de eficiencia de amplificacion, limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificaciéon
(LOQ).

Se realizé una prueba final seleccionando el plasmido con el mejor desempefio, en
donde se compard con el material de referencia certificado a través de la

cuantificacion de una muestra problema.
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10.- METODOLOGIA

10.1- SELECCION DE SECUENCIAS BLANCO

Basados en el trabajo de Tandance y colaboradores (2009) en donde reportan la
eficiencia, precision y exactitud de varios genes enddgenos frecuentemente
utilizados, se decidio utilizar los tres que mostraron los mejores resultados: la
alcohol deshidrogenasa (ADH), la almidén sintasa (SSlib) y el grupo de alta

movilidad (HMGAL).

Después se procedid a ingresar al banco de datos “GMO Detection Method
Database” del “Shangai GMO Platform”, de donde se obtuvieron las secuencias de
los genes enddgenos asi como la construccion del maiz T25. En la Figura 7

aparece la secuencia obtenida para T25.
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Complete Sequence [Design PCR Primers]

1CGCCGACATT TGGCGCGCCA GETAGEGECC TGCCGCGTGT TGACGAACAG

51CTTCCCGTCA AGCTCCAGAT GGGCAGTCTC CAGCAACCTC TCCAGCCCGG
101 GACGGTGCTC CGTTTCGGEA GTCTTGAGTT CATGTCCCTC GACGGCAGLT
151 ACGACATGAT ACTCCTTCCA CCGCCGTGCG ACAGCGACAA TGGCGGAACG
201 ACTCAATGAC AAGAAATATC AAAMGATACAG TCTCAGAAGA CCAAAGGGCA
251ATTGAGACTT TTCAAGAAAA TCTTCGTCAA CATGGTGGAG CACGACACGC
391 TTGTCTACTC CAAAACARAG GGTAATATCC GGAAACCTCC TCGGATTCCA
351 TTGCCCAGCT ATCTGTCACT TTATTGTGAA GATAGTGGAA AAGGAAGGTG
421 GCTCCTACAA ATGCCATCAT TGCGATAAAG GAAAGGCCAT CGTTGAAGAT
451GOCTCTGOCG ACAGTGETCC CAMAGATGGA CCCCCACCCA CGAGGAGCAT
501 CGTGGAAAAA GAAGACGTTC CAACCACGTC TTCAAAGCAA GTGGATGATG
SS1AGCACTTTTA AAGTTCTGCT ATGTGGCGCG GTATTATCCC GTATTGACGC
601 CGGGCARGAG CAACTCGGTC GCCGCATACA CTATTCTCAG AATGACTTGG
651 TTGAGTACTC ACCAGTCACA GAMAAGCATC TTACGGATGG CATGACAGTA
781 AGAGAATTAT GCAGTGCTGC CATAACCATG AGTGATAACA CTGCGGCCAA
7S1CTTACTTCTG ACAACGATCG GAGGACCGAA GGAGCTAACC GCTTTTTTGEC
801 ACAACATGGG GGATCATGTA ACTCGCCTTG ATCGTTGGGA ACCGGAGCTG
851 AATGAAGCCA TACCAAACGA CGAGCGTGAC ACCACGATGC CTGTAGCAAT
901 GGCAACAACG TTGCGCARAC TATTAACTGG CGAACTACTT ACTCTAGCTT
351 CCCGGCAACA ATTAATAGAC TGGATGGAGG CGGATAAAGT TGCAGGACCA
1801 CTTCTGOGCT CGECCCTTCC GGCTGGCTGE TTTATTGLTG ATAAATCTGG
1851 AGCCGETGAG CGTGGGETCTC GCGGTATCAT TGCAGCACTG GGGCCAGATG
1181 GTAAGCCCTC CCGTATCGTA GTTATCTACA CGACGGGGAG TCAGGCAACT
1151 ATGGATGAAC GAAATAGACA GATCGCTGAG ATAGGTGCCT CACTGATTAA
1201 GCATTGGTAA CTGTCAGACC AAGTTTACTC ATATATACTT TAGATTGATT
1251 TAARACTTCA TTTTTAATTT AAAAGGATCT AGGTGAAGAT CCTTTTTGAT
1301 AATCTCATGA CCAAMATCCC TTAACGTGAG TTTTCGTTCC ACTGAGCGTC
1351 AGACCCCGTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC TTGAGATCCT TTTTTTCTGEC
1481 GCGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAARAAAC CACCGCTACC AGCGGTGGTT
1451 TGTTTGCCGGE ATCAAGAGCT ACCAACTCTT TTTCCGAAGG TAACTGGCTT
1501 CAGCAGAGCG CAGATACCAA ATACTGTCCT TCTAGTGTAG CCGTAGTTAG

Figura 7.- Fragmento de la secuencia de la construccion del maiz T25.

La construccion de T25 ( KJ608129.1) tiene una secuencia que consta de un total
de 3740pb de donde se eligié un fragmento de las primeras 350pb, dado que es
en esta region donde se encuentra el sitio de fusion entre el DNA gendmico del
maiz y el sitio 5’ del inserto, con lo cual se pretende realizar un ensayo que sea

evento especifico para esta variedad de maiz.

En el Anexo 1 aparecen las secuencias utilizadas de los genes endégenos Adh

(X04050), Hmg (AJ131373.1) y SSiib (AF019297).
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Debido a que se requeria de secuencias cortas, 100pb aproximadamente, para

realizar la PCR cuantitativa (QPCR), era necesario acotar los fragmentos a clonary

a su vez asegurar su validez en un analisis de qPCR. Por lo que se recurrid

entonces al Compendium of Reference Methods for GMO Analysis del Joint

Research Center (JRC) de la Union Europea, de donde se obtuvieron las

secuencias de cebadores y sondas aprobados y validados para la cuantificaciéon

de OGM’s cuyos blancos fueran las secuencias elegidas (Tabla 1)

Tabla 1.- Cebadores y sondas aprobadas y validadas.

Sentido 5'-CGT CGT TTC CCA TCT OTT COT CCT-3
ADH Antisentido 5'-CCA CTC CGA GAC CCT CAG TC-2 125
Sonda 5 -FAM-ANT CAG GGC TCA TTT TCT CGC TCC TCA-TAMRA-2"
Sentido 5-TTG GAC TAG A4 TCT CGT GCT Ga-2'
HMGC Antisentido 5°—GCT ACA TAG GGA GCC TTG TCC T-2' 79
Sonda 5'-FAM-CAA TCC ACA CAS ACG CAC GG TA-TAMRA-Z'
Sentido 5"-CTC CCA ATC CTT TGA CAT CTG C-2°
55l Antisentido 5°-TCG ATT TCT CTC TTG GTG ACA GG-2" 154
Sonda 5'-FAM-AGC AAM GTC AGA GCG CTG CAA TGC A-TAMRA-2'
Sentido 5'- ACA AGC GTG TCS TGC TOC AC-3°
T25 Antisentido 5'-CAC ATC ATA CTC CTT CCA CCC-2° 10z
Sonda 5'-HEX-AAT CAG GGC TCA TTT TCT CGC TCC TCA-Blackhola-3"

Las secuencias mostradas son las recomendadas por el Compendium of Reference Methods for GMO

Analysis del JRC para el evento T25 y los distintos genes enddgenos elegidos a evaluar
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Estas secuencias de cebadores y sondas fueron usadas para generar una
hibridacién in silico sobre las secuencias completas de los genes (ADH, HMG y
SSiib) y de este modo acotar los fragmentos a modo tal que al clonar sélo se

encuentren las secuencias necesarias para que hibriden los oligonucledtidos.

10.2.- GENERACION DE CEBADORES PARA AMPLIFICACION DE

SECUENCIAS BLANCO

Se disefiaron los cebadores necesarios para la clonaciéon con la ayuda del
programa Custom Primers-OligoPerfect Designer
(https://tools.lifetechnologies.com/content.cfm?pageid=9716), buscando que se

ajustaran a los siguientes parametros:

¢ Una longitud de entre 18-30 nucledtidos.

e Una Tm de entre 60-75°C y con menos de 5°C de diferencia entre el

cebador sentido y antisentido.

e Un contenido de GC de entre 40-60%.
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Ademas de esto también se le pidié al programa agregar sitios de restriccion en
los extremos del cebador sentido (Xba | en los genes enddogenos y Ncol en la
secuencia T25) y antisentido (Xho | para Adh y SSiib, Kpn2 para Hmg y Xbal para
la secuencia T25) para facilitar su posterior ligacién (Tabla 2), asi como la fusién
de los amplicones evento especifico y endégenos para generar tres plasmidos

calibrantes.

Tabla 2.- Cebadores generados para clonaciéon de fragmentos endégenos y T25

Las regiones sefaladas en verde corresponden al Sitio de restriccion Xbal. Las secuencias en azul
corresponden al sitio Xhol en el caso de Adh y SSiib y Kpn2 en el caso de Hmg y Ncol en el caso
de T25.
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Para la amplificacion de los fragmentos, se utilizé DNA gendmico (gDNA)
procedente de dos fuentes; en el caso de los genes enddgenos, se utiliz6 como
molde el gDNA de maiz Chalquefio el cual fue proporcionado por el Dr. Francisco
Javier Plascencia de la Parra, del Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Quimica (UNAM). Como molde para la amplificacion del fragmento evento
especifico, se utilizé gDNA extraido a partir de una muestra de maiz T25 donada

por el Dr. Bernd Schoel (G-ID, lowa, USA).

10.3.- PRETRATAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras de maiz chalqueno, fueron molidas con el molino Half-gallon High
power blender (XTREME, E.U.A.), hasta obtener un tamano de particula
homogéneo. Una vez hecho esto, se tomd la muestra y se le realiz6 una
extraccion de DNA con el kit FAST ID Genomic DNA Extraction Kit (Genetic ID,
E.U.A.). Dicha extraccion se realizé por triplicado, siguiendo el protocolo

mencionado por el fabricante.

Las distintas muestras de gDNA fueron cuantificadas con el equipo Epoch de

(Biotek, E.U.A) y utilizando el software Gen51.0 por triplicado.
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De estas muestras, se eligié la que presentd la mejor calidad tras la extracciéon del
DNA midiendo su concentracion y la relacion entre las absorbancias a 260 y 280

nm para determinar su pureza.

Se procedié a realizar una electroforesis de las muestras de DNA con el equipo
1000/500 Power Supply (BIO RAD/ E.U.A) y He 33 (Hoefer, Alemania) en gel de
agarosa al 0.8% la separacion se realizé a 90 V durante 40 min en buffer TAE
para visualizar la integridad del DNA. Se corroboré la calidad del DNA, mediante
una amplificacién en la que se buscé la presencia del gen HMG (maiz genérico) y
el promotor 35S (maiz transgénico) mediante una PCR punto final con cebadores
previamente generados en el laboratorio. Ambas muestras arrojaron los resultados
esperados: en el caso del maiz chalquefio, se obtuvo una banda de 100 pb
correspondiente a la amplificacién de un fragmento del gen HMG, mientras que no
se produjo la amplificacion con los cebadores que alinean con la secuencia del
promotor 35S. Para el caso del maiz T25, se obtuvieron bandas de amplicones

para HMG y 35S como era esperado.

Habiendo confirmado la calidad de amplificacion del DNA, se procedi6é entonces a
realizar la amplificacion de las secuencias seleccionadas de genes enddgenos y el
gen evento especifico, para ser introducidas posteriormente en los vectores

calibrantes.
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10.4.- CLONACION DE SECUENCIAS

A partir del DNA molde se llevé a cabo una reaccién de PCR para amplificar el
fragmento evento especifico utilizando la enzima Pfu DNA polimerasa (Thermo
Scientific, E.U.A), los cebadores generados (IDT, E.U.A.) a una concentracién de
100ng/mL, el buffer de reaccién Pfu 10X Buffer (Thermo Scientific, E.U.A.) y el
DNA molde en concentracion de 50 ng/mL utilizando el termociclador MAXYGENE

(AXYGEN, E.U.A) siguiendo los parametros descritos a continuacion (Tabla 3)

Tabla 3.- Condiciones de reacciéon PCR para la amplificacion de las secuencias blanco

-
Pfu 10X Buffer (Mg?® + 20 mM) 5 95 3 min
dMTF's (10 mM mix) 1 95 30 =seg
DMA (50 no/mL aprox) 2 60 1 min
1
1

Cebador sentido (100 ng/mL) 72 2 min

Cebador antisentido (100 ng/mL) 72 10 min
Pfu DNA polimerasa (2.5 U/mL) 05 4 X
H20 grado molecular 39.5
Volument Total 50

Este procedimiento se repitid utilizando el gDNA extraido a partir de maiz

Chalqueno para amplificar los fragmentos de los tres genes endoégenos a probar.
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10.5.- PURIFICACION DE AMPLICONES GENERADOS

Los amplicones fueron purificados utilizando el GeneJET Gel Extraction Kit
(Thermo Fisher Scientific, E.U.A), se cort6 la banda perteneciente al fragmento
deseado directamente del gel con ayuda de un transiluminador de luz UV Mighty
Bright (Hoefer, E.U.A) en modo de baja intensidad para no dafiar a la molécula de
DNA. Se purificod siguiendo el protocolo del kit que consiste en disolver primero el
gel en presencia de isotiocianato de guanidina (Membrane Binding Solution).
Posteriormente el DNA se aislé mediante centrifugacion haciendo que el gel
disuelto pasase a través de una membrana de silica quedando el DNA adherido a
ésta. Se hicieron un par de lavados a los fragmentos de DNA unidos a la
membrana con la solucion Membrane Wash Solution y finalmente se eluy6 el DNA

en agua.

10.6.- LIGACION DE LOS FRAGMENTOS PURIFICADOS EN VECTOR DE

CLONACION.

Los fragmentos purificados fueron clonados en el vector pJET1.2/blunt (Thermo
Fisher Scientific, E.U.A) el cual es un plasmido linearizado, que acepta insertos de
hasta 10kb. El extremo 5’ del sitio de clonacién contiene grupos fosfato por lo que
no es necesaria la fosforilacién de productos de PCR para su ligacion. El vector
recircularizado expresa una enzima de restriccion letal cuya secuencia se ve

interrumpida al ser ligado un inserto, con lo cual se aumenta la probabilidad de
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que las bacterias transformantes sean aquellas que tienen el inserto. Ademas de

esto, el plasmido confiere resistencia a ampicilina como marcador de seleccién.

Los fragmentos amplificados via PCR fueron ligados siguiendo la mezcla de
reaccion sugerida por el CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific,
E.U.A) utilizando el amortiguador 2X Reaction Buffer y la T4 DNA ligasa incluidos

en dicho kit y usados en las siguientes proporciones (Tabla 4)

Tabla 4.- Condiciones de Reaccidn en la ligacién de los fragmentos a clonar en pJET1.2

2% Reaction Buffer 10 ul
25 ng
DMA a ligar aprox 75 5
pJET1.2 (50 ng/pL) 1 pL
Agua libre de nucleasas aforo 20pL
T4 DMA ligasa (5U/ pL) 1 plL
Volument Total 20 puL

Dicha ligacion se realizé en el termociclador MAXYGENE (AXYGEN, E.U.A). Una
vez realizado este procedimiento, se utilizd la mezcla para transformar bacterias

competentes mediante el método quimico.

10.7- GENERACION DE BACTERIAS COMPETENTES E. coli DH5a

Se realizd un preinéculo en 5 mL de medio LB (Becton Dickinson and Company,
E.U.A) en el que se sembr6 una colonia de bacterias DH5a (Invitrogen, E.U.A),
dejandolas crecer durante toda una noche. A partir de este preinoculo, se

sembraron 500 pL en un nuevo medio de 50 mL LB, dejandole crecer a 37°C
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hasta tener una densidad 6ptica de 0.4-0.5 a 600 nm, después se enfrio el cultivo
por 10 minutos en hielo. A continuacion se transfirid a un tubo falcon de 50 mL
estéril para centrifugar el cultivo en el equipo Biofuge Primo R (Heraeus,
Alemania) durante 10 minutos a 3500 rpm habiendo enfriado previamente la
centrifuga a 4°C. La pastilla de células resultante se resuspendi6é en 33 mL de una
solucién de CaClz2 0.1M (SIGMA, E.U.A) estéril y enfriada a 4°C. Esta mezcla se
incubd durante una hora en hielo. Posteriormente se centrifugé de nuevo durante
10 minutos a 3500 rpm. El pellet se resuspendié en 2 mL de solucion CaCl2 0.1M y
glicerol al 17%. Esta mezcla se transfirio a tubos eppendorf estériles vy
previamente enfriados en hielo, en alicuotas de 100 uL. Los tubos con las células

competentes se guardaron a -70°C hasta su uso.

10.8- TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES E. coli DH5a.

Las células competentes son muy sensibles a cambios en la temperatura o a
ruptura mecanica causada por el pipeteo, por lo tanto es muy importante trabajar
delicadamente con estas bacterias. Las bacterias compententes previamente
congeladas, se descongelaron en un baio de mezcla hielo-agua y se tomaron
alicuotas de 100 puL de las mismas por cada transformaciéon que se realiz6. Se
mezclaron con el DNA plasmidico a transformar (10 uL de mezcla de ligacién) y se
incubaron en un bafo de hielo-agua por 30 minutos para que ocurriera interaccion
con la membrana permeable de las células competentes y de esta forma el ADN

plasmidico pudiera entrar a la célula. Pasado el tiempo, se llevé a cabo un choque
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térmico de la mezcla durante exactamente 45 segundos a 42°C para favorecer la
entrada del DNA plasmidico debido a que a esta temperatura la membrana de la
célula se vuelve mas permeable. Se transfirieron de nuevo al bafio de hielo-agua
durante 2 minutos, de esta forma se retorna la estabilidad a la membrana
quedando en el interior de las bacterias competentes el DNA plasmidico que logro
introducirse en la célula. Posteriormente, se agregaron a cada transformacion 800
uL de medio LB y se incubaron a 37°C, durante 1 hora en agitacion para que se
recuperaran las bacterias del tratamiento térmico. A continuacion, se centrifugaron
por 5 min a 3,500 rpm, se elimind el exceso de medio LB y se resuspendi6é el
pellet con la punta de la pipeta. Finalmente se sembraron 100 uL de bacterias en
cajas de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) como antibiético para la selecciéon

de colonias transformantes.

10.9.- PURIFICACION DE PLASMIDO

Las colonias que resultaron positivas en la transformacién se inocularon en 5 mL
de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) y se incubaron durante toda una noche a
37°C en agitacion 300 rpm. Al dia siguiente se centrifugaron las células a 3500
rom durante 5 min, se decanté el sobrenadante y se continu6 el protocolo para
purificar el plasmido con el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific,
E.U.A). Este sistema de purificacion utiliza como base una membrana de silica en
donde se retiene el DNA obteniendo DNA plasmidico altamente puro. El proceso

comienza al resuspender el botdn de células con la solucion para resuspension la
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cual es una solucion isoténica que se utiliza para este fin, posteriormente se
rompen las células con la solucion de lisis, se dejan incubar durante cinco minutos
y se tratan con la solucion de neutralizacion. Se centrifugan y se recupera el
sobrenadante el cual contiene al plasmido, se hacen dos lavados con la solucion
de lavado y finalmente se eluye la columna con agua libre de nucleaseas para

recuperar el DNA

plasmidico que fue retenido en la membrana para depositarlo diluido en el agua

dentro de un tubo de microfuga.

10.10.- AMPLIFICACIONES CONFIRMATIVAS

Era importante asegurarse de la identidad del gen que se introdujo en el plasmido,
para lo cual realizaron reacciones de PCR que dieran patrones especificos de
bandeo los cuales concordaran con lo esperado para cada gen. Para cada
reaccion se utilizd6 una cantidad de DNA plasmidico purificado (50 ng) que sirvid
como molde para la reaccion. El protocolo de PCR fue similar al realizado para

amplificar los fragmentos a partir del DNA de maiz.

39



10.11.-PCR CROSS-OVER

Hasta este punto se contaba con 4 plasmidos distintos cada uno conteniendo de
forma independiente alguno de los fragmentos amplificados, por lo tanto era
necesario realizar una “fusion” de los amplicones (cada uno de los tres genes
enddégenos con el fragmento transgénico) para de este modo generar tres

plasmidos finales, a ser utilizados como calibrantes.

Los plasmidos que contenian sélo un fragmento fueron sometidos a reacciones
de digestién para escindir el amplicon de interés usando los amortiguadores de
reaccion CutSmart y NE Buffer 3.1 (New England Biolabs, Reino Unido) de la

siguiente manera (Tabla 5)

Tabla 5.- Mezclas de digestién

Flasmido Enzimas Utilizadas Buffer
{1y ADH Xbal + Xho | CutsSmart
{2) 55llb Xbal + Xho | CutSmart
(3) HMC ¥bal + Kpn2 ME Buffer 3.1
(4) T25 Necol+Xbal CutSmart

Plasmidos sefialados por los insertos y sus correspondientes combinaciones de enzimas y buffer
utilizados para la digestion.

Estas mezclas de digestion, fueron incubadas a 37°C durante una noche y
posteriormente sometidas a 65°C para ser utilizadas en una reaccion de ligacion
que fusionara ambos insertos (un inserto de gen enddégeno con el de T25) de
modo tal que se generaran tres fragmentos donde cada uno de ellos contuviera un
gen endégeno (ADH, SSlib o HMG) y el fragmento transgénico. Para fusionar los

fragmentos, se tomo6 ventaja del disefio de la construccion ya que a todos los
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amplicones de los genes enddgenos se les insertd el sitio de restriccidon Xbal en su
extremo 5’, el cual comparten con el amplicon transgénico que lo contiene en su
extremo 3’, de modo tal que se generara un fragmento entre los dos
(transgénico+enddgeno) gracias a sus extremos cohesivos, esta técnica de fusién

de amplicones es conocida como PCR Cross- Over.

La reaccion de ligacion para la PCR Cross-Over se realizdé usando la siguiente

mezcla utilizando los reactivos del CloneJET PCR Cloning Kit

Tabla 6.- Condiciones de ligacion de fragmentos para PCR Cross-Over

2X Reaction Buffer 2 hrs
Mezcla de digetsion inserto
1 5 75 5 min
Mezcla de digetsion inserto
2 5
Agua libre de nucleasas 1
Volumen Total 21

A partir de estas ligaciones se procedid a realizar una PCR utilizando una
combinacién de cebadores de modo que se amplificasen aquellos fragmentos con

la conformacién deseada (Tabla 7)
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Tabla 7.- Mezclas de ligacién y par de cebadores utilizados en el PCR Cross-Over
Cebadores
Mezcla

Sentido Antisentido

T25FWD-5' CCATGG TTC CCG TCA ADHREV-5' CTC GAG CAG AAT CCC

(1) T25 + ADH
AGC TCC AGA T-3' AAA TCA TCC ACT-3'

T25FWD-5' CCATGG TTC CCG TCA HMGREV-5' TCC GGA CGA TGG CCT

(2) T25 + HMG
AGC TCC AGA T-3' TGT TGT ACT C-3'

T25FWD-5' CCATGG TTC CCG TCA SSIIbREV-5' GCT CGA GGG TTC ATT

(3) T25 + SSlib , ,
AGC TCC AGA T-3 ATC CTC CCT GTC ATA A-3

A partir de los PCR crossover, se purificaron las bandas correspondientes para ser
utilizadas en una nueva reaccién de ligacion y de este modo generar los plasmidos

calibrantes finales.

Los nuevos plasmidos generados fueron entonces utilizados para transformar
bacterias competentes y fueron extraidos siguiendo la metodologia antes descrita.
A partir de estos nuevos plasmidos, extraidos del cultivo, se realizé una PCR de

confirmacién para verificar la identidad del inserto.

Se enviaron las muestras para analizar los amplicones mediante una
secuenciacion capilar automatizada (Sanger) realizada por la empresa Macrogen
(Figura 8) y Anexo 1, utilizando los cebadors universales T7 ya que el plasmido
pJET1.2 con el que se realizaron las clonaciones contiene dichos sitios

flanqueando al sitio de clonacion multiple (MCS).
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»>158386-12_GB2_V1_VF.abl 829
GAAACTTCGGGAGGCTCGAGTTTTAGCACGATCCTTGGTTCCCGTCACGE
TCCATATGGTTCCCTCCGTTCTCCATCCGGCCCGGACCCRAGCTTCCTTT
GCCGAAATTCTTTTCAACATTTGRAAAACAACAAACCCCCCGATCATCCT
COGCCCCCORGACAAGLARAGAEACCCCCCACCRACTCAGTRLCTTRAGG
AAATTCTCCCCGATATGETGRAGCCCGGAGAGGTGTGCCCTCCGAAMATC
CCCCAAACCAACCCCCGAGGTTTCTCTTCCCORGATRAGGRGGCAMAAAAG
GGCAATACCCCCAMACCTCCTAGCCTAGGATCTAGACACCGCGTTGTCLT
GCTCCAGGTGTAAAGATGCAGCCCCAATTTCRCAAGCCGCRCCATRATTT
GCTTGCCCACAGGLGGCCAAACCGCACCCTCCTTCCCGTCGTTTCCCATC
TCTTCCTCCTTTAGAGCTACCACTATATAAATCAGGGCTCATTTTCTCGE
TCCTCACAGGCTCATCTCRCTTTGRATCGATTRGTTTCATAACTGGTGAG
GLACTGEAGGGTCTCGGAGTGGATGATTRGGATTCTGCTCGAGATCTTTCT
AGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGRAAAATCGATGTTCTTC
TTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAAC
TATGCTAACCACCTCATCHNNNACCGTTGTAGTGGCGTGGGGETTTTCTGGE
ATCGACTCTCATGAAACTACGAGCTAATATTCATATGTTCTCTTGACCAA
CTTTAATTCHNGCATTTTTTTTTTGAACGA

Figura 8.- Fragmento | de la secuenciaciéon para pVHMG. La secuencia representa una parte del fragmento
HMG en el plasmido.

10.12.- PREPARACION DE LAS CURVAS DE CALIBRACION A PARTIR DE

PLASMIDOS Y gDNA

Con base en lo reportado por Tandance en 2009, se considerd que 2.75 pg de
DNA gendmico de maiz equivalen a un genoma haploide del mismo, por lo que
podemos decir que en esta cantidad de DNA de maiz T25 tenemos una copia del
inserto transgénico y una copia del gen endégeno hmg, adh o ssllb. Conociendo
estos datos se generaron una serie de diluciones del material de referencia AOCS
0306-H6 adquirido a la American Oil Chemists Society y el cual consiste en DNA
gendmico extraido de hojas del evento T25 en una concentracién de 20 ng/uL

(7272.73 copias/ pL).
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A partir de esta muestra se generaron una serie de diluciones que cubren los

puntos de (aproximadamente) 14545.43, 1454.54, 145.45, 14.54 y 1.45 copias.

A su vez se realizaron una serie de diluciones con los plasmidos, pero estas
basadas en el hecho de que el plasmido en el que se ligaron los insertos (pJet1.2)
tiene 2975bp y considerando el tamafio de los fragmentos insertados se calcularon

los pesos moleculares (Tabla 8)

Tabla 8.- Longitud (pares de bases) y peso molecular de los plasmidos calibrantes

Plasmido Pares de bases Al LD
(g/mol)
pVADH 3534 1,718,839.9
pVHMG 3508 1,706,865.6
pVSSlib 3596 1,749,770.2

Usando la siguiente féormula propuesta en el reporte de certificacion de un
plasmido generado anteriormente por la IRMM (Institute for Refrence Materials

and Measurements) de la Unién Europea:

Concentracién de ADN (g/pL) * Nimero Avogadro (bp/mol)

Concentracion en nimero de copias (cp/uL) = = —
2 * M (g/mol) * tamafio del plasmido (ph)

Se calculd la concentracion de los plasmidos en términos de numero de copias/uL
a partir de las extracciones iniciales de los mismos, y asi generar un stock de

50ng/ pL (aprox.) en el cual la concentracion de copias es la siguiente (Tabla 9)
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Tabla 9.- Concentracion en nimero de copias de los stocks generados con los plasmidos

calibrantes
pVADH 9.08x10°
pVHMG 9.65x10°
pVSSlib 9.66x10°

A partir de estos stocks, se realizaron las series de diluciones con las que se
generaron las curvas patron de los plasmidos; dichas diluciones se hicieron para
tener un orden de magnitud similar al del material de referencia convencional

(Tabla 10).

Tabla 10.— Concentraciéon en numero de copias de los puntos de calibracién generados.

CURVA DE DILUCION (copias/pL)
CALIBRANTE

Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4 Punto 5

AOCS 0306-H6

(T25 gDNA) 14,545 1,454 145.4 14.5 1.45

Plasmido
Calibrante 19,300 1,930 193 19.3 1.93
pVHMG

Plasmido
Calibrante 18,160 1,816 181.6 18.1 1.81
pVADH

Plasmido
Calibrante 19,320 1,932 193.2 19.3 1.93
pVSSlib
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Cada uno de los puntos de las curvas fueron utilizados para realizar la PCR
cuantitativa utilizando el equipo ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, E.U.A), el
analisis se realizo por triplicado y las curvas de amplificacion fueron utilizadas para
generar las curvas de calibracion a partir de las cuales se determinaron las
eficiencias de amplificacion de cada fragmento en el plasmido y para comparar a

su vez con la eficiencia de amplificacion del material de referencia certificado.

10.13 - COMPARACION DE EFICIENCIAS DE AMPLIFICACION

A partir de los puntos de dilucion generados con los distintos materiales
(plasmidos y gDNA) se realizaron ensayos de amplificacion por PCR en tiempo
real, utilizando las sondas validadas y recomendadas por el JRC para la
cuantificacion de los diversos fragmentos (genes enddgenos y secuencia
transgénica). Con dicho ensayo se evaluo la eficiencia de amplificacion al calcular
la pendiente de una regresién lineal creada a partir de los valores de Ct y
fluorescencia de la grafica de amplificaciéon. El valor de la pendiente fue entonces
utilizado para calcular la eficiencia con la ayuda del programa qPCR Efficiency

Calculator de Thermofisher Scientific y el cual se basa en la siguiente ecuacién

Eficiencia de amplificacion = 10 -1/m (Pendiente) _]
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Se esperaba que los valores de eficiencia se encontraran entre el 90 y 110% para

ser aceptados.

10.14 — DETERMINACION DE LOD Y LOQ

Era importante ademas, reportar los limites de deteccion y cuantificacion del
método utilizando como materiales de referencia los plasmidos calibrantes.

A partir de las curvas de amplificacién generadas, se obtuvo un rango en el que, a
ciertos niveles de dilucion, se comenzaban a tener mediciones inconsistentes
(LOQ) o inexistentes (LOD).

El LOD se define como la concentracion mas baja que puede ser detectada,
aunque no necesariamente cuantificable. Experimentalmente se determiné como
la dilucién de una muestra positiva donde se detectara su presencia en un 95% de
los ensayos.

El LOQ se define como la concentracién mas baja en la que una muestra pueda
ser cuantificada de manera confiable y se determind realizando una serie de
diluciones cubriendo el ultimo punto con una cuantificaciéon aceptable. A estos
puntos se les hizo un ensayo cuantitativo de diez repeticiones por punto y se
determin6 el LOQ como el ultimo punto donde la cuantificacion no mostré una
Desviacion Estandar Relativa (RSD) mayor al 25 %.

Los puntos utilizados para el analisis del LOD y LOQ fueron (aproximadamente)

20,10, 5y 1 copias.
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10.15.- DETECCION Y CUANTIFICACION DE MUESTRAS DE MAiz

Por ultimo, se realizé la deteccion y cuantificacion de una serie de muestras con
distintos niveles de concentracién de maiz transgénico (0, 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0 %) las
cuales se generaron mezclando harinas de maiz T25 proporcionada por Genetic-
ID y maiz chalquefio en los porcentajes peso/peso sefalados y fueron sometidas a
un cribado general detectando los genes de HMG y el promotor 35S para
corroborar que cada una de las diluciones presentara efectivamente una
concentracion distinta de harina procedente de T25. En la tabla 11 se presentan

las diluciones generadas de la harina de T25 para el analisis de concentracion:

Tabla 11.- Cantidades y niveles de concentracion final de las muestras generadas

Harina Chalguerno Harina T25

(ma) (ma) % GM
50 50 5
980 20 2
9490 10 1
a5 5 0.5
1000 0 0

Se muestran los porcentajes de concentracion de harina transgénica en harina convencional en una relaciéon
masa/masa como %GM

Dichas muestras fueron utilizadas para realizar extracciones de DNA por triplicado
siguiendo la metodologia antes descrita mediante el uso del kit Fast ID Genomic
DNA Extraction Kit de Genetic ID. De estas muestras, se eligié analizar las
correspondientes a 5, 2y 1 % de concentracion m/m de maiz T25 y se procedio a
cuantificar su contenido utilizando por un lado el plasmido obtenido en este

proyecto, nombrado pVHMG, y el material de referencia AOCS 0306-H6.

48



11.- RESULTADOS

11.1.- DETERMINACION DE PUREZA Y CALIDAD DE AMPLIFICACION EN

MUESTRAS DE MAIZ T25 Y CHALQUENO

Concentracion y relacion de absorbancia a 260 y 280nm a partir de las

extracciones de DNA realizadas a las harinas de maiz chalquefioy T25

Tabla12.- Valores de concentracion y pureza de gDNA del maiz Chalqueiio y T25.

Concentracion de DNA

Concentracion Relacién 260/280
ng/pL (Promedio) (Promedio)
efo 145.80 £ 0.13 2.00
70.65 + 0.06 2.02

Se puede observar que la pureza del DNA extraido es aceptable pues la relaciéon

entre las absorbancias a 260/280nm esta dentro del rango 1.8-2.0

La calidad amplificable del DNA se corrobor6 mediante una PCR punto final

utilizando al gen HMG y el promotor 35S como secuencias blanco (Figura 9)
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Figura 9.- Evaluacién de la calidad del DNA de maiz Chalqueio y T25. Electroforesis en gel de agarosa, se
muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular (1Kb DNA Ladder Plus), en los carriles 2 y 3 las
reacciones de PCR con 50 ng de gDNA de maiz chalquefio amplificando el gen hmg y el promotor 35S CaMV.
En los carriles 4 y 5, las reacciones de PCR con 50 ng de gDNA de maiz T25 para el gen hmg y el promotor
358 CaMV. Los pesos esperados para todos los amplicones eran de 120 pb aproximadamente.

Ambas muestras arrojaron los resultados esperados: en el caso del maiz
chalquefio, se obtuvo una banda de 100 pb correspondiente a la amplificacion de
un fragmento del gen HMG, mientras que no se produjo la amplificacion con los
cebadores que alinean con la secuencia del promotor 35S. Para el caso del maiz

T25, se obtuvieron bandas de amplicones para HMG y 35S como era esperado.
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11.2.- SECUENCIAS CLONADAS

Como se habia mencionado anteriormente, para el caso de las secuencias
enddgenas se decidid probar los genes de la ADH1, SSlib y HMG. En el caso de
la secuencia transgénica, se eligi6 un fragmento en la zona de insercion del

evento T25.

Los amplicones que se decidieron clonar a partir de la amplificaciéon de dichas

secuencias son las que se muestran a continuacién (Figuras 10 y 11)

T25

BEANGE TTC CCG TCA AGC TCC AGA TGG GCA GTC TCC AGC AAC CTC TCC AGC CCG GGA CGG TGC
TCC GTT TCG GGA GTC TTG AGT TCA TGT TCC CTC GAC GGC AGC TAC GAC ATG ATA CTC CTT CCA

CCG CCG TGC GAC CGC GAC AAT GGC GGINCEICTICARNGH CAAGAAGAAAATICTITICGT CAR

GENOMA MAIZ

Figura 10.- Secuencia clonada del evento T25. En amarillo se muestra la region perteneciente al genoma de
maiz adyacente al inserto en el evento T25. En verde oscuro se muestra la region perteneciente al extremo 5’
de la construccion insertada en el evento T25. En verde claro se muestran los sitios de alineamiento de los
cebadores sentido y antisentido para gqPCR. En azul con rojo se muestra el sitio de unién de la sonda para
gPCR donde la zona en azul hibrida en el genoma de maiz y la zona roja hibrida en la region 5’ del inserto.
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Sitic de Restricecion

Senda

Figura 11.- Secuencias clonadas de los genes endégenos. Los sitios en verde senalan
secuencias de restriccion en el extremo 5 y 3’ de cada amplicén. Los sitios en azul obscuro
sefalan los lugares donde hibridan los cebadores para qPCR. Los sitios en azul claro muestran la

hibridacién de la sonda.
A continuacion se muestran los amplicones generados por PCR amplificando los

genes HMG, ADH, SSlib y el fragmento transgénico (T25) a partir de las bacterias

transformadas con los primeros plasmidos generados.
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Figura 12.- Amplificacion de los fragmentos HMG, ADH, SSiib y T25. Gel de agarosa donde se muestra la
reaccion de PCR a partir de las clonas positivas. Marcador en carril 1. HMG en el carril 2, ADH en el carril 3y
SSlib en el carril 4, todos ellos a partir de maiz chalquefio. Secuencia evento especifica en el carril 5 a partir
de maiz T25.

Teniendo una prueba confirmativa de la identidad de los genes, se realizo el PCR
Cross-Over para pasar de 4 a 3 plasmidos calibrantes finales en donde el
fragmento transgénico (T25) se encontrara unido a alguno de los tres genes
endégenos (HMG, ADH y SSliIb). A continuacion se muestra el tamano final de

cada uno de los amplicones insertados en los plasmidos finales.

53



Figura 13.-Fragmentos obtenidos mediante PCR Cross-Over. En este gel de agarosa se muestran los
resultados de un analisis de restriccién realizado a plasmidos en los que se ligaron los amplicones obtenidos
por el PCR Cross-Over. En el carril 1 se ve el marcador de peso molecular. Carril 2 muestra el fragmento
resultante de fusionar HMG con T25. Carril 3 muestra el fragmento generado de fusionar ADH con T25. Carril
4 muestra el fragmento generado de fusionar SSllb con T25.

Dichos plasmidos fueron utilizados para generar una nueva coleccién de bacterias
en las cuales se verifico la identidad de las construcciones introducidas mediante

una PCR.
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Figura 14.- PCR de confirmacién en plasmidos finales. Gel de agarosa que muestra los amplicones
generados a partir de los plasmidos que contienen los insertos finales. En el carril 1 se observa el marcador
de peso molecular 1Kb de Life Techonologies. Carril 2 muestra el amplicén de 592 pb generado de la fusion
del fragmento T25 y HMG. Carril 3 muestra el amplicon de 614 pb generado de la fusion del fragmento T25 y
ADH. Carril 4 muestra el amplicén de 682 pb generado de la fusion del fragmento T25 y SSlIb. Carril 5
muestra el control negativo de plasmido Pjet1.2 con los cebadores sentido T25 y antisentido HMG, ADH o
SSllb.

11.3.-IDENTIDAD DE FRAGMENTOS CLONADOS

Una vez que se tuvieron los fragmentos insertados en la conformacién deseada
en el plasmido final, se enviaron a secuenciar para corroborar su identidad. Las
secuencias obtenidas fueron entonces sometidas a una comparacién por BLAST y

se corrobor¢ la identidad de cada gen (Tabla 13).
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Tabla13.- Identidad de los genes

Maize alcohol dehydrogenase 1
Gene |D: X04050

8.00E-128 100%

Zea mays 3525 transgenic line
T25 promoter region 7.0DE-69 100%
Sequence ID: KJe08129.1

Zea mays hmga gene exons 1-7
Sequence [D: AJ131373.1 ZALLSLE !
Zea mays 3525 transgenic line
T25 promoter region 7.0DE-69 100%
Sequence ID: KJe08129.1

Zea mays starch syntase
homeologl mRNA 9.00E-158 o9%
Sequence 1D: NM_O01111410.1

Zea mays 3525 transgenic line
T25 promoter region 7.0DE-69 100%
Sequence ID: KJe08129.1

Se muestran los genes con los cuales se obtuvo resultado en el BLAST, el numero de acceso de cada uno,

asi como su valor de expectancia (probabilidad de que esta secuencia se repita en la naturaleza por azar) y
porcentaje de ldentidad.

A partir de las secuencias obtenidas, se generaron mapas de los plasmidos
calibrantes mediante el programa SnapGene y a su vez se realizé un analisis in
silico para predecir el comportamiento de las sondas y cebadores que serian

utilizados para el analisis de gPCR (Figuras 15, 16y 17).
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Figura 15.- Mapa del plasmido calibrante pVADH. Se muestra la composicién del plasmido calibrante
pVHMG el cual contiene un origen de replicacion bacteriana pMBI de alto nimero de copias (Amarillo), asi
como un marcador de seleccidon con el gen de la beta lactamasa que confiere resistencia a Ampicilina. Se
muestran los fragmentos de los amplicones hibridos que fueron insertados a partir de los resultados obtenidos
de la secuenciacidon Sanger para el fragmento de ADH (Verde) y T25 (Azul) asi como los sitios de union
predichos por el programa SnapGene para los cebadores y sondas cuantitativos (Morado) los cuales tienen
una hibridacion completa.
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Figura 16. - Mapa del plasmido calibrante pVSSIlb. Se muestra la composicion del plasmido calibrante
pVHMG el cual contiene un origen de replicacion bacteriana pMBI de alto nimero de copias (Amarillo), asi
como un marcador de seleccidon con el gen de la beta lactamasa que confiere resistencia a Ampicilina. Se
muestran los fragmentos de los amplicones hibridos que fueron insertados a partir de los resultados obtenidos
de la secuenciacion Sanger para el fragmento de SSlIb (Verde) y T25 (Azul) asi como los sitios de unién
predichos por el programa SnapGene para los primers y sondas cuantitativos (Morado) y se los cuales tienen
un hibridacion completa.
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Figura 17.- Mapa del plasmido calibrante pVHMG. Se muestra la composicion del plasmido calibrante
pVHMG el cual contiene un origen de replicacion bacteriana pMBI de alto nimero de copias (Amarillo), asi
como un marcador de selecciéon con el gen de la beta lactamasa que confiere resistencia a Ampicilina. Se
muestran los fragmentos de los amplicones hibridos que fueron insertados a partir de los resultados
obtenidos de la secuenciacién Sanger para el fragmento de HMG (Verde) y T25 (Azul) asi como los sitios de
unién predichos por el programa SnapGene para los cebadores y sondas cuantitativos (Morado) y los cuales
tienen una hibridaciéon completa.
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11.4.- PREPARACION DE CALIBRANTES

Conociendo la identidad de los plasmidos, y habiendo hecho un analisis in silico,
se procedio entonces a realizar las diluciones para la construccién de la curva de
calibracion que se usara en la gPCR. Primeramente, se determinaron las
cantidades de DNA, en el equipo Epoch, de los materiales calibrantes y se
concentraron las muestras para tener un mejor control y numero de copias mas

uniforme.

Tabla 14.- Concentraciones de los materiales de calibracion.

I concentraciones Stock IS

Muestra Concentracién (ng/uL bs
260/290

gDNA Chalquefio 55.7 +/- 0.5 1.98 +/- 0.00
gDNA T25 20.5+/-0.2 1.98 +/- 0.02
pVADH 51.9 +/- 0.1 1.99 +/- 0.01
pVHMG 56.2 +/- 1.1 2.00 +/- 0.02
pVSSIib 54.8 +/- 0.6 1.98 +/- 0.01

Mediciones de concentracion de ADN obtenidas por la lectura de absorbancia a 260nm en el
espectrofotometro Epoch 3 (Biotek, EUA).

A partir de estos materiales de referencia concentrados y basados en el numero
de copias, se generaron las diluciones para las curvas de calibracion (Figura 18 y

Anexo Il) con los que se realizaron las determinaciones de eficiencia.
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Figura 18.-Curva de calibracion a partir de pVADH. Ejemplo del tipo de grafica obtenida a partir de los
puntos de calibracion analizados. Se muestran las sefiales de amplificacion del PCR, se observa que cada
punto de calibracion tiene un conjunto de curvas asociadas (réplicas) en un ciclo de amplificacién distinto,
entre mas concentrado el ADN blanco, la sefial surge en un ciclo mas temprano (mas a la izquierda). En este
caso se muestra lo obtenido con plasmido pVADH amplificando las secuencias de adh y T25.
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11.5.- EFICIENCIAS DE AMPLIFICACION

Con las graficas anteriores, se produjeron los datos para el calculo de la eficiencia
de amplificacion. En este punto, mediante una regresion lineal de dichas graficas,
se obtuvieron las pendientes de cada ensayo, lo cual esta directamente
relacionado con la eficiencia de la reaccion de amplificaciéon. Para que una
secuencia sea util como material de referencia, se requiere que su pendiente
tenga un valor entre -3.3 y -3.6 lo cual representa una eficiencia de amplificacion
de este DNA entre el 90 y 110%. Para el caso de los ensayos realizados con los
plasmidos pVADH, pVHMG asi como el material certificado AOCS 0306-H6, es
decir, la amplificacién de los fragmentos correspondientes a ADH, HMG y T25, se
obtuvieron valores de eficiencia de amplificacion dentro del rango de lo esperado.
En el caso del plasmido pVSSIlb asi como en el material AOCS O306-H6, el
fragmento de SSlib obtuvo un valor por debajo de la eficiencia esperada (Tabla

15).
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Tabla 15.- Eficiencias de amplificacion y coeficientes de correlacion (R2)

En{itli:;;:;l“ 2.1 0.944 107.23
Tra?:_gg;nco —3.24 0.965 102.65
E':{":Iﬁh?g;'“ -3.11 0.953 109.67
Tra?f_gg;nco -2.24 0.952 103.54
Engglsl;;;l“ -4.73 0.986 62.71
Tra?:_gir]llm _3.44 0.997 95.34
En{i%g:;'“ -3.35 0.989 98.44
E':{ﬂ‘:?g;'“ ~3.28 0.964 100.5
En[gglsl;;;l“ -4.37 0.999 69.37
Tralsls_gg;nm -3. 46 0.976 98.84

11.6.- LOD Y LOQ

A continuacion, se procedid a determinar los limites de cuantificacion (LOQ) y
deteccion (LOD) para los plasmidos calibrantes asi como para el material de

referencia certificado de maiz T25 (gDNA).

Para determinar el LOD se realizaron 4 puntos de dilucion de cada plasmido en 10
repeticiones cada uno, dichos puntos incluian el punto mas bajo de la curva de
calibracién donde fue posible detectar la presencia del plasmido en los ensayos de

eficiencia (gen enddgeno y fragmento transgénico).
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El punto elegido para determinar el LOD fue aquel en el cual el ensayo no

mostrara un falso negativo. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas

16,17 y 18.

Tabla 16. - LOD para plasmido pVHMG

LOD pVHMG

. Detecciones .
Numero de Detecciones

Positivas
copias Positivas (T25
P (HMG) (125)
20 10|10 10]10
10 10|10 10]10
] 10|10 10] 10
1 2|10 0|10

Tabla 17. - LOD para plasmido pVADH

LOD pVADH

. Detecciones .
Mimero de Detecciones

Positivas
copias Positivas (T25
p (HMG) (T25)
20 10] 10 10|10
10 10] 10 10|10
5 10] 10 10|10
1 0|10 1]10
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Tabla 18. - LOD para material de referencia AOCS 0306-H6

LOD AOCS 0306-H6 (EDNA)

Mamero de Detecciones Detecciones Detecciones
copias Positivas (HMG) Positivas (ADH)  Posifivas (T23)

20 10| 10 10]10 10| 10
10 10| 10 10]10 10| 10
5 10| 10 10|10 10]10
1 1]10 2|10 0]10

Como se puede observar en las tablas, tanto los plasmidos como el material de
referencia pudieron ser detectados mas del 95% de las repeticiones (LOD) a partir
de 5 copias. Se decidid determinar el Limite de Cuantificacion (LOQ) a partir de

este punto.

El LOQ se determiné como el punto de dilucidon en el que en una serie de 10
repeticiones, no ocurriera ningun falso negativo y el Coeficiente de Desviacidon
estandar Relativa (RSD) ademas de la desviacion de la medicion en comparaciéon

con el valor real de la dilucién, no fuera superior al 25%.
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Se comenz6 probando con la concentracién de 5 copias, pero se encontré que

tanto los plasmidos como el material de referencia obtenian coeficientes de RSD y

valores de medicién por encima del limite del 25% (Tablas 19, 20y 21).

Tabla 19. — Ensayo LOQ con pVHMG (5 copias)

pPVHMG

Secuencia Copias Copias

Blanco  Tedricas Cuanuﬁca_das L=
(Promedio)
HMG 5 3.97 22.66
T25 5 6.32 158.06

Se marca con naranja el valor arrojado en el ensayo fuera del limite de + 25%

Tabla 20. — Ensayo LOQ con pVADH (5 copias)

pVADH
B, i Copias
Secuencia CoPaZ Cuaniicadas  RSD
(Promedio)
ADH 5 1.46 15.86
T25 5 8.77 8.81

Se marcan con naranja los valores arrojados en el ensayo fuera del limite de + 25%
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Tabla 21. — Ensayo LOQ con AOCS 0306-H6 (5 copias)

AOCS 0306-HB (gDMNA)

Secuencia Copias T LT
p_ Cuantificadas RsSD
Blanco Tedricas _
(Promedio)
HMG 5 2.4 30.32
ADH 5 2.16 24.33
T25 5 8.56 35.65

Se marcan con naranja los valores arrojados en el ensayo fuera del limite de + 25%

Se probd entonces a realizar el ensayo de LOQ con la dilucién de 10 copias. Para
el caso del plasmido pVHMG, y del material de referencia AOCS 0306-H6 usando
el gen HMG como enddgeno se obtuvieron valores de cuantificacion y RSD
aceptables, mientras que para el plasmido pVADH y el material de referencia

usando como enddégeno al gen ADH no ( Tablas 22, 23y 24 ).
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Tabla 22.— Ensayo LOQ con pVHMG (10 copias)

30.5352 9.9424
20.5972 9.66039 2.010308356 |20.8098054
30.7523 8.4661
30.811 8.1061
30.5799 9.6188
F::':I"(":]G 30.4525 10.572
30.9858 7.122
30.6414 9.196
30.012 14.6461
30.585 9.5825
30.6179 9.3519
29.7771 14.9277
30.002 12.49266 1.692903333 |(12.2749037
30.0403 12.2999
29.8208 14.4555
29.7766 14.9332
pELME 30.1559 11.2972
(125) 30.2803 10.2092
30.1593 11.2689
30.128 11.447
29.9929 12.7364
29.8788 13.8516

Tabla 23.— Ensayo LOQ con pVADH (10 copias)

32.7032 16.66
33.1811 11.76
33.3488 10.4 2.91339912 13.155 220N,
33.1867 11.71
pPVADH (ADH) 33.1051 12.42
33.0091 13.32
33.4189 9.88
32,9933 13.48
32.4852 19.52
33.108 12.4
32.0131 17.2
32.1566 15.54
31.8529 19.26 2.806807 19.421 14.452433
32.1665 15.43
PVADH (T25) 31.7473 20.75
31.7981 20.02
31.7558 20.62
21.5167 24.9
31.788 20.16

31.776 20.33



Tabla 24.— Ensayo LOQ con AOCS 0306-H6 (10 copias)

Se puede observar que los valores de RSD para el plasmido pVHMG vy el material
de referencia AOCS 0306-H6 usando el endégeno HMG son menores al limite de
25 %, ademas, el valor de concentracion medido por ambos materiales se
encuentra dentro del margen del +/- 25% de error en relacion con el valor tedrico
del punto de calibracién medido. Sin embargo en el caso del plasmido pVADH asi
como del material de referencia AOCS O306-H6 pero usando el gen ADH como
gen enddgeno se encontré que a esta misma dilucion si bien los valores de RSD
fueron aceptables, las mediciones de la concentracion cuantificada se obtuvieron
fuera del limite de + 25 % razén por la que se decidié descartar a este gen, y por

lo tanto al plasmido pVADH.
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Habiendo descartado dos de los tres plasmidos generados, y siendo el
desempefio equivalente entre el plasmido elegido (pVHMG) y el material de
referencia convencional hasta este punto, se procedié a realizar un ultimo ensayo
analizando muestras problema para comparar los resultados arrojados por ambos

calibrantes; el plasmido disefiado y el material certificado.

11.7.- ANALISIS DE MUESTRAS PROBLEMA

Se generaron una serie de muestras problema combinando harina de maiz
chalquefo y harina de maiz T25 de manera tal que se obtuvieran mezclas con
concentraciones de 5, 2 y 1% en contenido m/m de maiz GM. A estas muestras se
les cuantificd la concentracion del fragmento T25 y HMG (Figura 19) usando las

curvas de calibracion generadas a partir de los datos mostrados en la tabla 15.
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Figura 19.— Amplificacion de los fragmentos HMG y T25 de las muestras problema.

Se muestran las amplificaciones realizadas a los fragmentos en las muestras
analizadas con concentraciones de 5,2 y 1% m/m, se puede observar que la
amplificacion del gen HMG es uniforme mientras que la del fragmento T25 se
puede ver dividida en tres grupos correspondientes a los distintos niveles de
concentracion como lo esperado. Los resultados obtenidos tras cuantificar con las

distintas curvas de calibracion se muestran en las tablas 25 y 26.
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Tabla 25.- Valores de % GM cuantificados con pVHMG

pVHMG
Muestra %GM %GM Promedio sD RSD % GM Tedrico
M1.1 48R
M1.2 B8.73 593 0.95 16.05 5x1.25
M1.3 B.18
M2.1 2.53
M2.2 2.03 2.08 0.42 20.20 2 0.5
M2.3 1.70

Tabla 26.- Valores de % GM cuantificados con AOCS 0306-H6

gDNA T25

Muestra HBGM %CGM Promedio sD RSD % GM Tedrico
M1.1 3.47
M1.2 4.73 4.24 0.8BE 20.75 5 £ 1.25
M1.3 4.54
M2.1 1.98
M2.2 1.54 1.62 0.329 24.03 2 0.5
M2.3 1.25

En ambas cuantificaciones (usando pVHMG y AOCS 0306-H6), para las tres
diluciones (5, 2 y 1%) se obtuvieron valores que se encuentran dentro del valor
esperado, es decir, dentro del limite de tolerancia permitido en este tipo de
ensayos del £25% del valor tedrico en % m/m (Figuras 20, 21 y 22). Por otro lado,
en todas las mediciones el valor del coeficiente RSD fue inferior al 25%, lo que
indica que las mediciones realizadas con los dos materiales de referencia son

confiables.
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Figura 20.- Cuantificacion a muestra con 5% de Valor Teérico m/m. Se muestra el promedio de %GM
obtenido, usando como material de referencia pVHMG y AOCS 0306-H6 para el nivel de dilucion de 5%, asi
como las barras de error mostrando la desviacion estandar. Las lineas verdes superior e inferior muestran el
maximo y minimo %GM permitido para ser reportado tomando en cuenta un intervalo de 5% + 1.25 .

Figura 21.- Cuantificaciéon a muestra con 2% de Valor Teérico m/m. Se muestra el promedio de %GM
obtenido usando como material de referencia pVHMG y AOCS 0306-H6 para el nivel de dilucién de 2%, asi
como las barras de error mostrando la desviacion estandar y las lineas verdes superior e inferior muestran el
maximo y minimo %GM permitido para ser reportado tomando en cuenta un intervalo de 2% + 0.5 .
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Figura 22.- Cuantificacion a muestra con 1% de Valor Teérico m/m. Se muestra el promedio de %GM
obtenido usando como material de referencia pVHMG y AOCS 0306-H6 para el nivel de fortificacion de 2%,
asi como las barras de error mostrando la desviacion estandar y las lineas verdes superior e inferior muestran
el maximo y minimo %GM permitido para ser reportado tomando cuenta un intervalo de 1% + 0.25 .

Dado que ambos materiales dieron buenos resultados se realizé un ultimo analisis
al comportamiento de amplificacion de cada material mediante una grafica
comparativa de las curvas de calibracion obtenidas con ambos materiales de

referencia (Figura 23)
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Figura 23.- Comparacion grafica de curvas de calibraciéon. Se muestran los puntos correspondientes a las
curvas de calibracion generados por el plasmido pVHMG y por el material AOCS 0306-H6. En gris (T25) y
azul (HMG) generados por la amplificacion del plasmido, asi como la tendencia lineal de los mismos, en
naranja (T25) y rojo (HMG) los generados por la amplificacion del gDNA. En la parte inferior se muestran las
pendientes.

Al comparar las curvas de calibracion realizadas con ambos materiales, se puede
observar que el desempefio de las curvas generadas utilizando al plasmido
calibrante pVHMG es mas uniforme que aquel del material ACOS 0306-H6. Al ver
las rectas que describen los fragmentos para T25 y para HMG en el caso del
plasmido, ambas tienen un comportamiento similar con pendientes mas cercanas

mientras que en el caso del material AOCS 0306-H6 se observa un

comportamiento distinto debido a la mayor diferencia en sus pendientes.
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12.- DISCUSION

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos de eficiencia de amplificacion,
se decidié seguir adelante con la evaluacion de los plasmidos pVHMG y pVADH
dejando de lado al plasmido pVSSIIb, esto debido a que dicho plasmido presentd
una eficiencia de amplificaciéon muy por debajo de lo esperado para poder ser
utilizado como material de referencia. Ya que la secuenciacién arrojo un 99% de
identidad con la secuencia reportada en GenBank, se pens6 que esto podria ser
una explicacion, sin embargo, al hacer el ensayo in silico de alineamiento de los
cebadores y sonda para qPCR, se encontr6 que estos acoplaban al 100%. Al
realizar los ensayos en qPCR, se utilizé la temperatura de alineamiento
recomendada en el compendio del JRC, quienes fueron los desarrolladores del
método, pero es posible que se pueda mejorar la eficiencia de amplificacion

probando temperaturas distintas.

A continuacion en los ensayos de LOD y LOQ, se observo que la cuantificacion de
maiz T25 resultdé ser mas sensible; mejor LOQ, al utilizar la secuencia del gen hmg
como referencia endogena. Este comportamiento resulta dificil de explicar ya que
el gen adh es uno de los mas utilizados en este tipo de ensayos con otras
variedades de maiz, sin embargo resulta plausible ya que en los métodos
reportados y validados para la cuantificacion del T25 el gen enddgeno sugerido es

el hmg (Collonier, 2005).
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Este resultado no indica que el gen adh no sea adecuado para realizar ensayos
cuantitativos en el maiz T25, simplemente manifiesta que las mediciones
realizadas con este gen no son confiables a concentraciones cercanas a las 10
copias/uL. Es necesario realizar ensayos a mayores diluciones para determinar el
LOQ y a su vez es posible que si se prueban distintas temperaturas de
alineamiento para la reacciéon de gPCR, se pueda optimizar un poco mas la

reaccion y obtener un mejor desempefo.

Debido a que el gen hmg resulté tener los mejores resultados en los parametros
analizados ademas de ser aquel que se utiliza en todos los métodos reportados y
validados (Collonier, 2005; JRC, 2005; Kuribara, 2002; Tandance, 2009) es que se
decidid hacer la comparacion final solo con el plasmido calibrante que lo contiene
(PVHMG). Al realizar la comparacion del plasmido con el material de referencia
certificado, se observd un comportamiento de amplificacion mas dispar entre el
gen de referencia y la secuencia transgénica en el material AOCS 0306-H6. Es
probable que esto se deba a la matriz en donde se encuentran las secuencia
blanco. Por una parte el DNA gendmico resulta una matriz compleja donde pudiera
ser mas complicado para la polimerasa tener acceso a la secuencia, cosa que no
ocurre en el caso del plasmido, ya que su caracter circular y mucho mas corto,
facilita la accién de la enzima, por otro lado, es posible que haya ocurrido
degradacion en el gDNA por ser menos estable y que esto repercutiera en la

amplificacion de las secuencias blanco de manera distinta.
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Una tercera explicacion es las diferencias en ploidia de los distintos tejidos de
maiz. Se sabe que dependiendo del tejido vegetal que se analice, se pueden
encontrar distintos numeros de copias de los cromosomas (Trifa, Y; 2004) lo cual
puede afectar las mediciones debido a la relacién inserto/endégeno. En el caso del
material AOCS 0306-H6 sabemos que su origen es DNA extraido a partir de hojas
de la variedad T25, en donde tedricamente la relacion en cuanto al inserto T25 y el
gen HMG es 1:1 por estar presente el inserto sélo una vez por genoma total, pero
en el caso de las muestras que se generaron, no se sabe el tejido de origen de la
harina de T25 obtenida aunque se presume que provenga de granos, tejido en el
cual se pueden encontrar diferentes ploidias que se reflejan en el proporcién en

que se encuentra el inserto.

Debido a que la cuantificaciéon de OGM’s es relativa, este tipo de dificultades con
materiales de referencia convencionales ya se conocia y justamente es la razon
por la cual se ha propuesto como alternativa la generacién de materiales
calibrantes plasmidicos, sin embargo, se ha demostrado que los mejores
resultados en cuanto a la cuantificacion de un tejido cualquiera de OGM, son
aquellos en los que las mediciones se realizaron utilizando un material de
referencia que proceda de exactamente el mismo tejido que se analiza (Chaouchi

M, 2013).
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En comparacién al unico plasmido desarrollado para detectar T25 que se tenia a
la fecha (Kuribara, 2002), se puede observar que el desempefio de nuestro
plasmido final es superior ya que como se habia mencionado anteriormente, se
trata de un plasmido que no es especifico para T25, por lo que en este trabajo se

obtuvo el unico material de referencia plasmidico especifico para T25.
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13.- CONCLUSIONES

Se generaron tres plasmidos calibrantes distintos (pVHMG, pVADH y pVSSIIb).

Se determiné que el gen endégeno HMG es el mas apropiado para la

cuantificacion de T25.

Se determin6é que el plasmido con el mayor potencial para ser utilizado como

material de referencia fue aquel con un fragmento del gen HMG (pVHMG).

Se determind que la eficiencia de amplificacion, Limite de Deteccion (5 copias) y
Limite de Cuantificacién (10 copias) del material de referencia generado es
comparable al de un material de referencia certificado (AOCS 0306-H6) para la

cuantificacion especifica de T25.

Las mediciones realizadas con el plasmido calibrante (pVHMG) a muestras
problema generadas en el laboratorio, fueron comparables con aquellas realizadas

utilizando el material de referencia certificado (AOCS 0306-H6).

Al comparar las curvas de calibracion generadas se encontrd6 que el

comportamiento de amplificacion de un material de referencia sintético (pVHMG)

es mas uniforme que el de un material de referencia convencional (gDNA)
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15.- ANEXO

ANEXO 1
Fragmento | secuenciado en pVADH
»1583686-12_GB2_V1_VF.abl 829

GAAACTTCGGGAGGCTCGAGTTTTAGCACGATCCTTGGTTCCCGTCACGE
TCCATATGGTTCCCTCCATTCTCCATCCGGLCCGRACCCRAGCTTCCTTT
GCCGAAATTCTTTTCAACATTTGGAAAACAACAAACCCCCCRATCATCCT
CGGLCCCCALGEERAGCAGLAGEACCCCCCACCGACTCAGTRCCTTRAGG
AAATTCTCCCCGATATGGTGGAGCCCGGAGAGGTGTGCCCTCCGAAAATC
CCCCAAACCAACCCCCGAGGTTTCTCTTCCCAREATRAGGRGGCAAAAAG
GGCAATACCCCCAPACCTCCTAGCCTAGGATCTAGACACCGCGTTGTCCT
GCTCCAGGTGTAAAGATGCAGCCCCORTTTCGCAAGCCGCGLCATGGTTT
GCTTGCCCACAGGCGGCCAAACCGCACCCTCCTTCCCGTCGTTTCCCATC
TCTTCCTCCTTTAGAGCTACCACTATATAAATCAGGGCTCATTTTCTCGE
TCCTCACAGGCTCATCTCGCTTTGGATCRATTGGTTTCGTAACTGGTGAG
GEACTGAGGRGTCTCAGAGTGEATGATTGGGATTCTRCTCGAGATCTTTCT
AGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGEAAAATCGATGTTCTTC
TTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAAC
TATGCTAACCACCTCATCHNNACCGTTGTAGTGGCGTGGERTTTTCTGGE
ATCGACTCTCATGAAACTACGAGCTAATATTCATATGTTCTCTTGACCAA
CTTTAATTCNGCATTTTTTTTTTGAACGA

Fragmento Il secuenciado en pVADH

»158386-12_I82 V2 _VF.abl aas8
ATGACTCGGGENTTTTCAGRATTCTCTGCTTTCACCCGTATGCAATTTCCT
CCTTCTTTTTTCTCCAAGGCCCAAGTTATCCTTGGRCCAAAATCCTTTTAC
CATTTGGAAACCACGAACCACCCGCCGCGTCCTCAGETTCTARAGGGGLG
GLGGGATGCTTCTTCTTTCTACGTTTTTGTTGGCGCTTTTCGCGCCGATT
TTCCCCCCCGOGRAGATCTCCCCCAAGCRAGGCCCCCCAACAAAAGACAC
GCGTTCTTTCCTTTGGGAAAGRAGGGAAAAACCCCGAGGCCCCCCCCCLC
CCAACCTTTAALAAAAAATTTCTTGGCGATTTCTTGGCCCAAT TAAAATAA
CATTTGTAGCGCTCTTACTTTGCTTCORATTAAATGTCATAGGATTGGEA
GOTGAAGCAGAATCTAGAGGCTAGACTAGGAAGTTTCCAAGATATTACCC
TTTGTTGAAAAGTCTCAATTGCCCTTTGGTCTTCTGAGACTGTATCTTTG
ATATTTTTGRAGTAGACAAGCGTGTCGTGCTCCACCATAT TGACGAAGAT
TTTCTTCTTGTCATTGAGTCATTCCCGCCATTGTCGCTGTCGCACGGLRG
TGGAAGGGAGTATCATGTCGTAGCTGCCGTCGAGGGRACATGGAACTCGA
TGACTTCACCTGATATCTGTATGCACCGTCCCCNNGTCCTGATANGGTCT
GCTTGNGTACTGACCCATTCNGGNGCCTTGACNGGNAGCCATGGNTCTTC
TTGANGATCTCNACATATCTCAGCTGCATGGNAANCGATGTCHNNNTGAT
TCTCNCAG

Fragmento | secuenciado en pVHMG
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>158386-12_Ke2_V3_VF.abl 811
AATNTCNGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATCCATGGTTCCCGTCAAGC
TCCAGATGACAAACATGATCTCATATCAGGGACTTGTTCGCACCTTCCCT
AGAAAGATGCTCGAGGGTTCATTATCCTCCCTGTCATCAGCAGCACTCGC
COCCRCATCTGTAGCCGGAGCTGCATCAGCATTAGCATCCACCGGTTCAG
COATGCCTATGCTTTCCACCGGTCTAGCATCATCACCTGREGGGCTCTEGEE
TTCACCGCACTGGCATCGATTTCTCTCTTGATRACAGGAGCTGATGGTTG
ATCAGCTTTGGGTCCGGACACCGGLGCARCAGATTTRCTCGCGLTGETGL
CCCCAGTCGTTCCGTTTTGCATTRCAGCGCTCTGACTTTRCTTCGGAGTA
GATGTCAAAGGATTGGRGAGGTGAAGCAGAATCTAGAGGCTAGACGAGRAG
GTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATTGCCCTTTGGTCTT
CTGAGACTGTATCTTTGATATTTTTGGAGTAGACAAGCGTGTCGTGLTCC
ACCATGTTGACGAAGATTTTCTTCTTGTCATTGAGTCGTTCCGLCATTGT
COCTGTCGCACGGLGATGEAAGGAGTATCATATCGTAGCTGCCGTCGAGG
GACATGAACTCAAGACTCCCGAAACGGAGCACCATCCCGRALCGGAGAGG
TTGCTGGAGACTGCCCATCTGGAGCTTRACGRGAACCATRGATCTTTCTA
GAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGNAAATCGATGTTCTTCT
TTTATTCTCTC

Fragmento Il secuenciado en pVHMG

>150386-12 MB2_V4_VR.abl 756
GAATTGTGGEAGATCTTCTAGTAGATCCATGGCTCCCGTTAAGCTCCTTA
TGGGCATTCTTCATCATCCTCTCCCGCCCAGTACCCGGTTCCGATTCTCG
TTTCTTGTTTTGTGTCCACCAACCGCCCCCACAATCTGCTTCTCCTTGRA
CCGCCAGAEEACGCTCCTTCTTTCAGTTCCTTGRCGCGATTCGACCCAAA
TTTTCGTTAACCCGRAGAATCACCCCAGCCTTGTCTACCCAAAAAAMAAAL
AAAGATGCTTCCTTTCAAGACCAMAGGAGAATTRAGACTTTTCCCCCCCC
GOETAATATCCOGAAMACCTCCTCTTCTAGCCTCTCGATTCTGCTTCAATT
CCCAATCCTTTGACATCTACTCCGAAGCAAAGTCAGAACGCTGCAATGCA
AAACGGAACGACTGRGEGCAGCAGCGCGAGCAMATCCGCCGCGLCGATET
CCGRACCCAAAGCTGATCAACCATCAGCTCCTGTCACCAAGAGAGAAATC
GATGCCAGTGCGGTGAAGCCAGAGCCCGCAGTGATGATGCTAGACCGGTG
GAAAGCATAGGCATCGCTGAACCOETGEATGCTAATGCTGATGCAGCTCC
GGCTACAGATGCGGCGGLGAGTGLTGCTGATGACAGGAGGATATGAACCC
TCGAGCATCTTTCTAGGGAAGTGCGACAGTCCTRATATGAGATCATGTTT
GTCATCTGEAGCTTEACGGGAACCATGEATCTTGCTGAAAAACTCGAGCC
ATCCNN
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Fragmento | secuenciado en pVSSiib

»158386-12 082_V5_VR.abl 777
GANNTGGTAGGAGATCTTCTAGAAGATCCGGACGATGLCCTTGTTGTACT
CGAGCTTGAGCTTGTTAGCCTTGGCTACATAGGGAGCCTTGTCCTACAAT
CCACACAAACGCACGCGTAAAACAATTAATCAGCACGAGATTTCTAGTCC
AATCAACTACTACTTTAGTACAGAAGATGEAGCTTACCGACTCGCTCAGG
GATTTCCACCTGTCGCCAGCAGCTTTCCCCACCTGAAAAGTTCGACCAGG
AGAGGGTCTAGAGCCTAGACGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTIGTTG
AAAAGTCTCAATTGCCCTTTGGTCTTCTGAGACTGTATCTTTGATATTTT
TGGAGTAGACAAGCGTGTCGTGCTCCACCATGT TGACGAAGATTTTCTTC
TTGTCATTGAGTCGTTCCGCCATTGTCGCTGTCGCACGGCGATGGAAGRA
GTATCATGTCGTAGCTGCCGTCRAGGLACATGAACTCAAGACTCCCGARA
CGGAGCACCGATCCCGRGLCEEAGAGGT TGCTGRAGACTGCCCATCTGRAG
CTTGACGGGAACCATGGATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGAT
CTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCCGGATGRATATGG
TGTTCAGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATTCACTATGATGAAALA
AACAATGAATGGGAACCTGCTCCAAGT TAAAAATAGAGATAATACCGAAA
ACTCATCGAGTAGTAAGATTAGAGATA

Fragmento Il secuenciado en pVSSiib

»158386-12_AB4 V6 _VR.abl 774

TATTGTNGAGATCTTCTAGAAGATCCGGACGATGGCCTTGTTGTACTCGA
GETTGAGCTTGTTAGCCTTGGRCTACATAGGGAGCCTTGTCCTACAATCCA
CACAAACGCACGLGTAARACAATTAATCAGCACGAGATTTCTAGTCCAAT
CAACTACTACTTTAGTACAGAAGATGGAGCTTACCGACTCGCTCAGGGAT
TTCCACCTATCGCCAGCAGCTTTCCCCACCTRAAMAGTTCGACCAGGAGA
GLGTCTAGAGCCTAGACGAGGAGGTTTCCGRATATTACCCTTTGTTGAAA
AGTCTCAATTGCCCTTTGETCTTCTRAGACTGTATCTTTGATATTTTTGG
AGTAGACAAGCGTGTCGTGCTCCACCATGTTGACGAAGATTTTCTTCTTG
TCATTGAGTCGTTCCGCCATTGTCGCTATCGCACGGLGATRRAAGGAGTA
TCATGTCGTAGCTGCCGTCRAGGGACATGAACTCAAGACTCCCRAMAACGG
AGCACCGTCCCGEELCAAAGAGGTTRCTARAGACTGCCCATCTGRAGCTT
GACGGGAACCATGGATCTTGLTGAAAAACTCOAGCCATCCGRAAGATCTG
GLGGCCGCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCCGGATGRATATGETGT
TCANGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATTCACTATGATGAAAALAA
CATGAATGGAACCTGCTCCAGTTAAAATAGAGATATACCGARACTCATCG

AGTAGTAGATTAGAGATATACACH
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Anexo Il

Curva de calibracion a partir del fragmento ADH en el
plasmido Pvadh
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Curva de calibracion a partir del fragmento T25 en el
plasmido pVADH
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Curva de calibracion a partir del fragmento SSllb en el
plasmido pVSSiib
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Curva de calibracion a partir del fragmento T25 en el
plasmido pVSSiib
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Curva de calibracion a partir del fragmento ADH en el
Material de referencia AOCS 0306-H6
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Curva de calibracion a partir del fragmento SSllb en el
Material de referencia AOCS 0306-H6
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Curva de calibracion a partir del fragmento T25 en el
Material de referencia AOCS 0306-H6
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Curva de calibracion a partir del fragmento T25 en el
Plasmido pVHMG
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Curva de calibracion a partir del fragmento HMG en el
Plasmido pVHMG
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