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Resumen

Se compararon tres métodos de extraccion de ADN a partir de hoja y harina de
maiz; mediante una matriz cualitativa de decisién se eligi6é el método con los
valores mas altos tomando en cuenta los siguientes criterios: 1) rendimiento, 2)
relacion de pureza, 3) menor ciclo de amplificacién, 4) menor tiempo de
procesamiento y 5) menor cantidad de residuos quimico-peligrosos. Se optimiz6
el método de urea modificado para hoja de maiz. A partir de 10 muestras se
desarroll6 un material de referencia negativo de hoja de maiz interno del
Departamento de Andlisis Moleculares y Nuevas Tecnologias, con este material
negativo se realizaron 250 extracciones con el método de urea modificado.
Posteriormente, a estas extracciones se les realizé un ensayo de especificidad
donde se verificé que los iniciadores y las sondas eran especificos de los genes de
referencia a evaluar y de la especie. Se evalué la presencia de inhibidores y la
eficiencia de amplificacion en las extracciones de ADN de hoja de maiz. Se evalu6
mediante PCR tiempo real la amplificacion de tres genes de referencia (HMG-A,
ADH-1 y zeina) y se seleccion¢ el gen de referencia HMG-A como el gen de
referencia que presento el ciclo de amplificacién mas temprano para continuar
con ensayos cualitativos y cuantitativos. Una vez que se comprob6 que el método
de extracciéon permitié obtener ADN de hoja de maiz con alto rendimiento y
pureza sin la presencia de inhibidores se desarrollé6 un material de referencia
positivo al evento transgénico DAS-@157-1 en hoja de maiz. Se extrajo ADN
del material de referencia positivo con el método de urea modificado y se
estableci6 el limite de deteccién y cuantificacién practico bajo condiciones de
repetibilidad, reproducibilidad intermedia y robustez en dos equipos de
termociclador tiempo real; QuantStudio 6 Pro (Applied Biosystem®) y Light
Cycler 480® (Roche Diagnostics). Se estableci6é que tanto el limite de detecciéon
practico como el limite de cuantificacion préctico fue 0.010%. El método
optimizado permitié el andlisis cualitativo y cuantitativo de modificaciones
genéticas en hoja de maiz.
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1.Introducciéon

Los Organismos Genéticamente Modificados (OGMs) fueron creados para revertir
las limitaciones que se presentan en el campo y satisfacer las demandas de
alimentacion, especialmente en paises en via de desarrollo. El fitomejoramiento,
por lo tanto, surgié como resultado al querer mejorar los caracteres deseados de la
planta. Los OGMs, especialmente los cultivos de plantas han permanecido en el
mercado por mas de 25 afos. A partir del mejoramiento genético se reducen los
mayores enemigos de los cultivos de interés agroalimentario, tanto los que
representan el estrés bidtico y abiotico desde plagas y enfermedades; hasta la alta
salinidad, los metales pesados y las altas temperaturas. De esta manera, los
rendimientos aumentan en forma significativa (Uslu, 2021).

Existen diversas regulaciones de los OGM; en primera instancia, se presenté el
protocolo de Cartagena, que “abarca el movimiento transfronterizo, el transito, la
manipulacién y la utilizacién de todos los organismos vivos modificados que puedan
tener efectos adversos para la conservaciéon y la utilizacién sostenible de la
diversidad bioldgica, teniendo en cuenta los riesgos para la salud humana" (ISAAA,
2004). Cada pais establece sus propias regulaciones sobre OGM, una de las mas
avanzadas es de la Union Europea, donde el cultivo GM se encuentra regulado bajo
la Directiva 2001/18/EC (2001) que se encarga de la liberacién de OGMs al
ambiente, la Regulacién (EC) 1829/2003 sobre alimentos y piensos modificados
genéticamente, la Regulacién (EC) 1830/2003 que regula la trazabilidad y el
etiquetado de OGMs y de alimentos y piensos producidos a partir de ellos (Bohle et
al, 2024).

En México la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados, su
reglamento y las Normas Oficiales Mexicanas sobre el reporte de resultados de la o
las liberaciones realizadas de organismos genéticamente modificados, y de
etiquetado de organismos genéticamente modificados que sean semillas o material
vegetativo destinados a siembra, cultivo y produccidn agricola, constituyen el marco
regulatorio aplicable. El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA), ejecuta las actividades que competen a la Secretaria
de Agricultura, entre las que se encuentran atender las solicitudes de liberacién, y
en su caso, emitir los permisos correspondientes en la etapa que corresponda: en
programa piloto, experimental, o comercial, asi como aplicar las medidas de
seguridad y de urgente aplicacion.

En el laboratorio, la técnica de PCR en tiempo real constituye la evidencia confiable
y reconocida a nivel mundial para determinar si un producto contiene
modificaciones genéticas. El Centro Nacional de Referencia de Inocuidad y
Bioseguridad Agroalimentaria, a través del Departamento de Analisis Moleculares y
Nuevas Tecnologias, realiza el andlisis de productos agroalimentarios para la
deteccidn, identificacion y cuantificacién de OGM competencia de la Secretaria de
Agricultura. Por lo que, para garantizar la confiabilidad de los resultados, se
requieren materiales de referencia certificados (MRC), los cuales son materiales
suficientemente homogéneos y estables con respecto a una o mas propiedades y que
han sido establecidos para su uso previsto en un proceso de medicién (Carson et al,
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2024). La cuantificaciéon de organismos genéticamente modificados se encuentra
limitada al desarrollo de materiales de referencia certificados, en México el
encargado de desarrollar estos materiales es el Centro Nacional de Metrologia
(CENAM). Sin embargo, hasta el momento, no se ofrece algiin material de referencia
certificado en hoja de maiz.

El primer paso para comenzar con el analisis de modificaciones genéticas consiste
en aislar de manera exitosa ADN de alta calidad. De esta manera, uno de los objetivos
del presente proyecto consistié en optimizar un método de extraccién de ADN en
hoja de maiz y desarrollar un material de referencia interno en hoja de maiz para
los ensayos cualitativos y cuantitativos del evento DAS-@15@7-1 mediante qPCR.

2.Marco teorico

2.1. Historia del maiz e importancia en México

Aun no se han resuelto completamente los detalles que permiten explicar el origen
y domesticacion del maiz. Sin embargo, diversas investigaciones han demostrado
que su centro de origen se encuentra en México y que su ancestro en comun es el
teocintle. Este hecho se encuentra fundamentado principalmente en tres evidencias:
a) los restos arqueoldgicos mas antiguos se han encontrado en México;
especificamente en la cueva de Guild Naquitz, Oaxaca con una antigiedad de
aproximadamente 7 000 afios (aunque los cientificos remontan este cultivo a mas
de 10 000 afios); b) el teocintle sélo se ha encontrado de manera silvestre en México
y algunas regiones de América Central, c) la mayor cantidad de variedades criollas
se presentan también en nuestro pais (Vielle, 2007; Velazquez, 2018).

La mayoria de la literatura sugiere que México es el centro primario de origen del
maiz y la zona Andina el secundario, donde ha tenido una rapida evolucion. Existen
diversos modelos probables del origen y evolucién del maiz, como: a) evoluciéon
vertical del maiz moderno a partir del silvestre; b) progresion de teocintle a maiz;
c) separacion del maiz y del teocintle, originados ambos de un ancestro comun,
habiéndose separado durante el proceso evolutivo; d) la hibridacién, habiéndose
originado el maiz como un hibrido entre teocintle y una graminea desconocida
(Acosta, 2009).

El cultivo del maiz es de gran relevancia en México, en él se basa la alimentacion del
pais; México tiene la responsabilidad ante el mundo de preservar el nicho
sociocultural y biofisico. El proceso coevolutivo que ha presentado el maiz a través
de la historia ha permitido su cultivo en distintos climas, tanto calidos como
templados (Guevara-Hernandez, 2019). Sin embargo, su produccién se encuentra
limitada por diversos factores como las altas temperaturas y sequias que tienen un
efecto directo en la fenologia de este cultivo, afectando a los microorganismos de la
rizosfera encargados del reciclaje de nutrimentos, reduciendo la efectividad de los
fertilizantes que a su vez incrementa los costos de produccién lo que representa
grandes retos para los productores y a largo plazo, un factor de riesgo para la
seguridad alimentaria (Gorddn, 2021).



2.1.2. Clasificacion botanica del maiz

El maiz es una planta monocotiledénea que pertenece a la familia Gramineae o
Poaceae, una de las familias botanicas mas importantes en la alimentaciéon mundial,
dentro de ella se encuentra ademas del maiz, cereales como: trigo, arroz, avena,
centeno y triticale (Saavedra, 2014). El género Zea L. (Poaceae/Tribu Maydeae) es
uno de los mas importantes en la alimentacion humana y animal, el maiz (Zea mays
ssp. mays), perteneciente a este género se cultiva en todos los continentes. A todas
las especies silvestres de este género se les ha denominado teocintle. Dentro de este
ggrupo se encuentran cuatro especies: Zea luxurians (Durieu & As-cherson) Bird,
Zea nicaragtiensis (Iltis & Benz), Zea diplope-rennis Iltis (Doebley & Guzman) y Zea
perennis (Reeves & Mangelsdorf); y tres subespecies Zea mays L. (Zea mays ssp.
parviglumis Iltis & Doebley, Zea mays ssp. mexicana Schrader, y Zea mays ssp.
huehuetenanguensis Iltis & Doebley) (Sanchez, 2011).

El maiz es una planta anual originaria de América, con una distribucién cosmopolita
que se extiende a la mayoria de las regiones del mundo, exceptuando la Antartida y
el Artico, mientras que en Africa su distribucién se encuentra restringida. Constituye
una de las fuentes principales de alimento de millones de personas principalmente
en América y Asia. Se trata de una de las primeras plantas que se domesticaron y se
difundieron por todo el mundo, después del trigo. El maiz es un cultivo dindmico y
con multiples formas y colores, a la seleccion de los principales tipos y formas se les
denomina "razas”. Las diversas razas se nombran a partir de caracteristicas fisicas.
En México se han reportado mas de 64 razas, de las cuales, 59 se pueden considerar
nativas (CONABIO, 2022).

Segun Acosta (2009) la taxonomia del maiz es:

Reino: Plantae
Division: Espermatofitas
Subdivisién: Angiospermas
Clase: Monocotiledoneae
Subclase: Glumiflorae
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Tribu: Maydeae
Género: Zea
Especie: Zea mays L.

2.1.3 Produccion de maiz a nivel mundial

El maiz, es el cultivo mas producido a nivel mundial. Este cereal, en la actualidad se
cultiva en al menos 164 paises (CropTrust, 2022). Estados Unidos es el mayor
productor de maiz; y a su vez, el mayor productor de cultivos transgénicos en el
mundo, entre los mas importantes destacan soya, canola, algodén y maiz; siendo el
maiz el cultivo de mayor produccién (50%). La produccién de este cereal se ha visto
afectada durante los ultimos afios debido a diversos factores, en el aino 2022, se
estim6 aproximadamente una disminucion global de 188 millones de toneladas
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(1.6% menos respecto a 2021). Esta disminucion se centr6 en América del Norte,
especificamente en Estados Unidos debido a un mal tiempo que se presenté durante
la primavera de ese afio; en Europa, la produccion de Ucrania cayd
aproximadamente 50% debido a que la guerra ha restringido significativamente
tanto a los insumos agricolas como la tierra de siembra. En América del Sur, la
produccion de Brasil aument6, mientras que la estimaciéon de produccién para
Argentina se espera siga disminuyendo cada afio (FAO, 2022). En la figura 1 se
muestra la produccion de los principales productores de maiz en todo el mundo
durante los afios 2018-2022. Se muestra como mayor productor Estados Unidos,
seguido por China, Brasil y la Unién Europea.

Para las empresas biotecnoldgicas invertir en el desarrollo de variedades
transgénicas podria ser favorable en problemas a los que se enfrentan los cultivos,
incrementando la produccién y ayudando a la resistencia ante plagas; a pesar de
estas ventajas, la liberaciéon de cultivos OGM supone un riesgo muy alto que algunos
paises no quieren tomar, especialmente en regiones que poseen una gran riqueza
bioldgica y una larga tradicion cultural en el cultivo del grano, como es el caso del
maiz en México (Gonzalez Avila, 2014, Martinez, 202 1).

Figure 3. Major maize producers
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Figura 1. Mayores productores de maiz. Extraido del Informe semestral de sobre los mercados mundiales de
alimentacién. (FAO, 2022).



2.1.4 Produccion de maiz en México

En México, el maiz es el cultivo que ocupa mayor superficie de siembra, se obtienen
alrededor de 27 millones de toneladas anuales, colocandose como el sexto
productor de maiz a nivel mundial. Se estima que existe un promedio de 3.2 millones
de productores de maiz. En la actualidad se buscan nuevas estrategias para
implementar una produccion sustentable que construya sistemas alimentarios
sélidos y resilientes (CIMMYT, 2021; Secretaria del Campo, 2021). La gran
diversidad de maiz se encuentra estrechamente relacionada con la diversidad
geografica y cultural del pais, a lo largo de toda su historia, los agricultores
tradicionales han seleccionado las mejores semillas de acuerdo con los ambientes y
usos especificos; dando como resultado variedades mexicanas criollas Unicas
(CIMMYT, 2021).

El maiz en México se divide principalmente entre maiz forrajero y maiz de grano, el
maiz forrajero se emplea como alimento para ganado en varias etapas del
crecimiento de la planta; mientras que el maiz de grano es un cereal que se consume
como alimento humano. A su vez, el maiz grano se divide en maiz blanco y amarillo,
el maiz blanco se produce principalmente para consumo humano, contine gran
cantidad de carbohidratos, y su uso puede destinarse como grano entero, harinas o
productos derivados. Contiene un poco mas de calorias que el amarillo. Mientras
que el maiz amarillo se utiliza principalmente procesado para elaborar productos
de laindustria parala produccién de almidon, frituras y cereales, dietas balanceadas
o como alimento de ganado (SADER, 2020).

En 2023, la producciéon de maiz forrajero alcanz6 15 millones 432 mil toneladas, con
una baja de 568 mil toneladas respecto al promedio de los ultimos diez afios y 10.5%
en comparacion con el afio anterior. Jalisco fue la entidad federativa con mayor
produccion nacional, aportando 4, 583, 655 toneladas, seguido de Durango (2, 296,
025 toneladas) y Zacatecas (1, 591, 801 toneladas). La cosecha de maiz forrajero se
obtiene durante las dos temporadas produccion, sin embargo, la mayor recolecciéon
de este cultivo se da durante los meses de agosto a diciembre mediante sistemas de
riego (SIAP, 2024, Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2023).

La produccion de maiz grano en el afio 2023, registr6 una produccion de 27 millones
550 mil toneladas (Figura 2), 3.8% mas en relacién con 2022. A diferencia del maiz
forrajero, en este cultivo la entidad federativa con mayor produccién fue Sinaloa,
con una produccion de 6, 656, 331 toneladas; mientras que Jalisco ocupé el segundo
lugar en produccién con 3, 498, 653 toneladas (Figura 3 y 4). Datos del SIAP, indican
que a pesar de que el precio promedio del grano en Sinaloa disminuy6 15.6% en
comparacién con 2022, el aumento de la produccion favorecié que la produccién de
las cosechas se incrementara en 5.8% (SIAP, 2024).

La produccién nacional de maiz grano ha fluctuado entre 26 y 27 millones de
toneladas, lo que representa aproximadamente 2.3% de la produccién mundial. Por
lo tanto, México es el 6° productor de maiz grano en el ranking mundial. En 2023,
las importaciones alcanzaron su cifra mas alta en la dltima década. Siendo Estados
Unidos el pais que encabezé el suministro al mercado nacional con 17 millones 355
mil toneladas. Y los paises de mayor exportacién son: Cuba, Guatemala, Costa Rica,
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Reino Unido, Espafia, Honduras, El Salvador, Paises Bajos, Dinamarca y Canada.
Mientras que, los paises de mayor importacién son: Estados Unidos, Brasil,
Sudafrica, Argentina, Canada y Francia (SIAP, 2024).

Volumen de la produccién nacional
2014-2023

(miles de toneladas)
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26,741
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Figura 2. Volumen de la produccion nacional de maiz grano durante el periodo 2014-2023.
Imagen extraida del Panorama Agroalimentario de 2018-2024 del SIAP.

Porcentaje del valor de la produccion por entidad federativa

En Sinaloa, aunque el precio promedio del grano
disminuyo 15.6% en comparacion con el ano
anterior, con una cotizacion de cinco mil 693

pesos por tonelada, la mayor superficie sembrada
favorecio el aumento de la producciéon (1.3 millones
de toneladas mas), con lo que los productores
consiguieron que el valor de las cosechas
incrementara 5.8%, por lo que obtuvieron 2.1
millones de pesos mas por la venta de su cultivo.
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Figura 3. Porcentaje del valor de la produccion por entidad federativa durante el afio 2023. Imagen
recopilada del Panorama Agroalimentario 2018-2024 del SIAP



Top 10 en volumen de produccién
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Figura 4. Top 10 de los estados de mayor produccién de maiz grano en México. Imagen recopilada del
Panorama Agroalimentario 2018-2024 del SIAP.

2.2 Organismos Genéticamente Modificados

La Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados define un OGM
a cualquier organismo vivo con excepcion de los seres humanos, que ha adquirido
una combinacién genética novedosa, generada a través del uso especifico de
técnicas de la biotecnologia moderna. En 1982, cientificos pertenecientes a la
Universidad de Washington, St. Louis, Missouri, y de la Universidad de Ghent en
Bélgica; lograron al mismo tiempo y en estrecha competencia desarrollar la
construccion de un gen quimérico que conferia resistencia a antibioticos a células
vegetales transformadas (Bayer, 2024; Kranaskis, 2019, Li et al., 2022, Rostoks et
al, 2019). A partir de este suceso, los transgénicos se han esparcido alrededor del
mundo en todo tipo de cultivos (Massieu, 2009).

Los Organismos Genéticamente Modificados son similares a sus homélogos
naturales con la diferencia de que, mediante ingenieria genética han sido mejorados
en una o mas caracteristicas (Carvajal et al, 2017; Spanea et al., 2020; Demeke et al.,
2021). A partir del afio 1996 dio inicio la adopcién en el mercado de los OGMs y
desde ese momento el numero de -cultivos transgénicos ha aumentado
exponencialmente. Su uso en la superficie mundial aumenté un 3.3% en 2022
alcanzando los 202,2 millones de hectareas, la superficie mas alta jamas sembrada
hasta ese momento. Este incremento se ha visto impulsado por el aumento de
siembra en Brasil, Australia, India, Paraguay y Sudafrica, que compensaron las
caidas registradas en Estados Unidos, Canada, Pakistan, China y Filipinas
(Fundacion Antama, 2024). En la figura 5 se muestra un mapa de los principales
paises productores de transgénicos en el mundo.
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Figura 5. Mapa de los mayores productores de transgénicos en el mundo. Imagen disponible en:
https://fundacion-antama.org/la-superficie-mundial-de-cultivos-t/

Datos del ultimo informe anual de Agrobiolnvestor indican que, en 2022, 27 paises
cultivaron semillas modificadas genéticamente. Estados Unidos mantuvo su
posicion de liderazgo en el ranking mundial de cultivos transgénicos con 74,47
millones de hectareas sembradas, aunque registra una caida de un 1 % respecto al
afio anterior. Estos datos convierten a los productos biotecnolégicos en la tecnologia
de mas rapida adopcidn en los ultimos afios. La soya es el cultivo que ocupa el
primer lugar (48.9 % de la superficie mundial de productos biotecnolégicos),
seguido del maiz (32 %), la semilla de algodén (13.5 %) y la colza (5.3 %) (Fundacion
Antama, 2023; Vahdani et al.,, 2024).

2.2.1 Eventos transgénicos

Se denomina evento transgénico a la recombinacién tinica de ADN que se inserta en
las células usadas para dar una planta completa. Cada evento se identifica con una
abreviacion y cada evento se diferencia uno de otro en los elementos y genes
insertados, en los sitios de insercion en el genoma de la planta, en el nimero de
copias y en los patrones y niveles de expresién de las proteinas de interés (Alvarez-
Buylla, 2018). En la base de datos del ISAAA se presenta una lista de 587 eventos
transgénicos para todos los cultivos alrededor del mundo. Siendo el maiz el cultivo
que presenta mayor numero de eventos transgénicos. En esta lista, se presenta el
nombre del evento y su cédigo perteneciente, por ejemplo (Nombre: J10, Cédigo:
MON-@@31@1-8; Nombre: 19-51a, Cddigo: DD-@1951A-7) (ISAAA, 2024).

Cada Organismo Genéticamente Modificado comercializado cuenta con un
identificador Unico registrado, el cual es un elemento clave para la trazabilidad y el
etiquetado de los alimentos y piensos derivados de OGMs, con el que se pretende
mejorar la eleccion de los consumidores y salvaguardar la salud y el medio
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ambiente. Para comprobar que cada OGM cuenten con un identificador dnico se
tiene un formato especifico al cual obedecen la base de datos BioTrack de la
Organizacion de Cooperacion y Desarrollo Econémicos (OCDE) y el Centro de
Intercambio de Informaciéon sobre Seguridad de la Biotecnologia (BCH) del
Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio de la
Diversidad Biologica (EUR-Lex, 2016).

2.2.2 Desarrollo de Maiz OGM

El genoma del maiz ha sido modificado mediante técnicas de ingenieria genética
confiriendo principalmente dos caracteristicas: tolerancia a herbicidas (genes epsps
y pat) y resistencia a los insectos (gen cry) (Vergaray et al, 2023). Actualmente, en
la base de datos del Servicio de Adquisicion de Aplicaciones Agrobiotecnolégicas
(ISAAA) se reportan 307 eventos que se han desarrollado a nivel mundial en maiz
que son utilizados como alimento para humanos y animales (ISAAA, 2025). Los
Organismos Genéticamente Modificados fueron desarrollados con el propésito de
satisfacer la necesidad de obtener mas y mejores alimentos, pero desde el comienzo
de su comercializacion ha existido una preocupaciéon constante de la tecnologia de
ADN recombinante causando controversias en la comunidad cientifica, agricultores,
autoridades y consumidores (Le6n y Garcia-Bustelo, 2003; Kato-Yamakake, 2004;
Vergaray et al, 2023). En México, este riesgo se ha visto agudizado en el maiz debido
a que en él se presenta la mayor variacion genética de este cultivo en el mundo.

2.2.3 Evento DAS-01507-1

El maiz que contiene este evento ha sido modificado con la insercién del gen CryIF
de Bacillus thuringiensis para conferir resistencia a Ostrinia nubilalis. Para
protegerlo de la fitofagia del insecto. También, cuenta con un inserto que codifica la
tolerancia al herbicida fosfinotricina (PPT), concretamente al glufosinato de
amonio. La tolerancia permite a la planta completar su fase de desarrollo desde
juvenil hasta adulto. Fue creado por dos organizaciones, Dow AgroSciences y
Pioneer Hi-Bred International Inc. Cuenta con el vector PHI8999A derivado del
plasmido PHP8999 y fue creado mediante la técnica de biobalistica/ pistola de
particulas (BCH, 2019). En la figura 6 se presenta el constructo de los elementos
genéticos de este evento transgénico, se observa que cuenta con el promotor de
ubiquitina y el promotor 35S, por lo tanto, la deteccidon de este evento se puede
realizar mediante ensayos cualitativos de presencia del promotor 35S.

Constructo elementos genaficos

Ubigquitin gene promoter Ubiguitin Intron 1 CrylF ORF25 PolyA Terminator sequence
0.980 kb 1.000 kb 1.820 kb 0.720 kb
CaMV 355 promoter Phosphinothricin M-acetyltransferase gens CaMW 355 terminator
0.550 kb 0.550 kb 0.200 kb

Figura 6. Constructo de elementos genéticos del evento DAS-@1507-1. Imagen extraida de la base de
datos del BiosafetyClearing House. Disponible en https://bch.cbd.int/es/database/LMO/BCH-LMO-
SCBD-14841/13
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2.2.4 Regulacion Internacional de Organismos Genéticamente Modificados
(OGM)

Por un lado, los OGM ofrecen ventajas sobresalientes en la producciéon ofreciendo
un gran potencial al bienestar humano, sin embargo, los avances biotecnoldgicos
deben desarrollarse con medidas de bioseguridad adecuadas; para ello, se cuenta
con marcos reguladores como el Convenio sobre la Diversidad Biolégica (CDB), del
que forma parte el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia, el
cual es un protocolo mundial juridicamente vinculante que pretende contribuir a
garantizar la transferencia, manipulacién y utilizaciéon seguras de los organismos
vivos modificados (OVM) creados mediante la biotecnologia moderna. Fue firmado
en Montreal, Canad3, el 29 de enero de 2000. Sin embargo, el texto original se
redactd en Cartagena de Indias, Colombia, en 1999. México ratifico este protocolo el
30 de abril de 2002 y entré en vigor en el pais el 11 de septiembre. Este protocolo
se encuentra formado por 173 partes. Su principal objetivo es proteger la
biodiversidad de los riesgos potenciales de los organismos vivos modificados
resultantes de la biotecnologia moderna y garantizar que la biotecnologia se aplique
de manera sostenible y que reduzca los riesgos de la salud humana y el medio
ambiente (ISAAA, 2004; BCH, 2023; BCH, 2024).

Por otra parte, en la Union Europea, el cultivo GM se encuentra regulado bajo la
Directiva 2001/18/EC (2001) que se encarga de la liberacién de OGM al ambiente,
la Regulacion (EC) 1829/2003 sobre alimentos y piensos modificados
genéticamente, la Directiva (EC) 2015/412 encargada de la posibilidad que poseen
los miembros de la UE para restringir o prohibir el cultivo de OGM dentro de su
territorio, la Regulaciéon (EC) 1830/2003 que regula la trazabilidad y el etiquetado
de OGMs y de alimentos y piensos producidos a partir de ellos; y por la Directiva
2009/41/EC que contiene la regulacion del uso de microorganismos genéticamente
modificados sobre los movimientos transfronterizos de OGM (Leén et al., 2003;
Purnhagen et al, 2018; Bohle et al, 2024).

2.2.5 Regulacion de OGMs en México

La Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados publicada el 18
de marzo de 2005 entr6 en vigor una en el marco legal en México, la cual tiene por
objecto regular las actividades de utilizacién confinada, liberacién experimental,
liberacion en programa piloto, liberaciéon comercial, comercializacién, importacién
y exportacion de Organismos Genéticamente Modificados, en esta ley se
presentaron las Reglas y Normas Internacionales derivados basicamente del
Protocolo de Cartagena y se integra por siete ordenamientos legales publicados en
el Diario Oficial de la Federacion, entre ellos: 1) La Ley De Bioseguridad De
Organismos Genéticamente Modificados, 2) El Reglamento de la Ley De
Bioseguridad De Organismos Genéticamente Modificados, 3) El Acuerdo por el que
se delegan en el titular del SENASICA y sus directores generales funciones
especificas (SENASICA, 2016).

La Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados regula las
actividades de utilizacion confinada, liberaciéon experimental, liberacién en
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programa piloto, liberacién comercial, comercializaciéon, importacién y exportacién
de organismos genéticamente modificados. El objetivo primordial de esta ley es
tener control, prevenir, reducir o evitar los riesgos que las actividades relacionadas
con el desarrollo de OGMs puedan causar a la salud humana o al medio ambiente y
a la diversidad biolégica o a la sanidad animal, vegetal y acuicola. En esta ley se
establece la utilizacion confinada, es decir, cualquier actividad por la que se
modifique el material genético o se cultive, almacene, procese, transporte,
comercialice, destruya o elimine cualquier OGM. Para cumplir con todos los
requerimientos necesarios en tema de OGMs se cuenta con el Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) que trabaja con algunas
secretarias del gobierno federal, con los gobiernos de los estados, el Congreso de la
Unién y con organizaciones de productores (Ley de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados, 2005; SENASICA, 2021, SENASICA, 2023).

El SENASICA es un 6rgano administrativo desconcentrado de la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) que participa en las politicas para la
regulacion nacional de seguridad de los OGM. En el ordenamiento tres se delegan en
los titulares de las Direcciones Generales de Salud Animal, Sanidad Vegetal, y de
Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera del SENASICA las funciones y
facultades de resolver las solicitudes, y en su caso, emitir los permisos
correspondientes de liberacidon en programa piloto, experimental, comercial, y la
importacion de OGMs; asi como aplicar las medidas de seguridad y de urgente
aplicacién, en los casos previstos por la Ley de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados y su reglamento. Especificamente para la Direccién de
Sanidad Vegetal, vegetales que se consideren especies agricolas, incluyendo semillas
y cualquier otro organismo o producto, con excepcion de las especies forestales
reguladas por la Ley General de la Vida Silvestre y la Ley General de Desarrollo Rural
Sustentable; entre otros (Diario Oficial de la Federacion, 2009).

2.3 Analisis de Organismos Genéticamente Modificados

2.3.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN es un paso crucial en el analisis molecular, un método 6ptimo
de extraccion requiere obtener buenos rendimientos de ADN, lo que implica poder
realizar modificaciones al método para obtener mejores y mas altas
concentraciones de ADN. Los diferentes métodos de extraccién combinan procesos
de lisis, eliminacion de proteinas, precipitacion y purificacion del ADN (Mazzara et
al, 2006; Tamari y Hinkley, 2016; Dairawan y Shetty, 2020; Weng et al, 2020; Paz
et al., 2023). El primer paso en la extraccion de ADN consiste en la lisis celular, que
se realiza con el objetivo de liberar los acidos nucleicos y otros compuestos
celulares, este proceso se puede llevar a cabo por lisis quimica, mecanica, eléctrica,
ultrasénica y enzimatica (Paul et al., 2020). Posteriormente, se separan los acidos
nucleicos del resto de proteinas e impurezas celulares. Finalmente se precipita el
ADN mediante sales y se resuspende en agua grado biologia molecular.
Adicionalmente, se pueden incluir procesos de purificacion de ADN que
generalmente se lleva a cabo mediante una columna de un kit de purificaciéon
comercial.
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La extraccion de ADN se realiza en una gran diversidad de estudios, desde
filogenéticos (Chakraborty et al, 2020), para la deteccién de enfermedades en
plantas y animales (Paul et al, 2020; Hariharan y Prasannath, 2021, Wang et al,
2022), encontrar ADN ambiental (Shu et al., 2020), se extrae ADN de muestras de
bacterias (Tourancheau et al., 2021), de agua, de suelo (Semenov, 2019), a partir de
fluidos corporales como saliva, sangre, entre otros (Li et al, 2020; Middleton et al,
2022). De manera general, estos estudios se generan en tres etapas principales: la
extraccion de acidos nucleicos, la amplificaciéon y posteriormente la deteccion.

Los protocolos en los que se emplea Bromuro de trimetil-cetil amonio (CTAB) son
actualmente las técnicas de extraccion de ADN mas cominmente aplicados, desde
suinvencién por Doyle y Doyle (Schenk et al, 2023). La extraccién empleando CTAB
consiste en la formacién de un complejo insoluble de acidos nucleicos en un medio
bajo en sales, en estas condiciones los compuestos fendlicos, polisacaridos,
proteinas, entre otros compuestos quedan en el sobrenadante. Generalmente, se
hacen lavados con cloroformo, finalmente el ADN es solubilizado al aumentar la
concentracion de sales y es precipitado con isopropanol y etanol. Este método se
basa principalmente en tres etapas: lisis celular, extraccion del ADN y precipitaciéon
(Matthes et al., 2020).

Debido a las regulaciones en materia de Organismos Genéticamente Modificados,
para la autorizacién y el seguimiento de los alimentos y piensos modificados
genéticamente incluyendo las disposiciones legales del etiquetado, son requeridos
meétodos de extraccién que permitan la deteccion, identificacion y cuantificacion del
producto modificado (Corbisier et al, 2022). Por lo tanto, es necesario establecer
métodos de extraccion de ADN en plantas de gran calidad para realizar los ensayos
analiticos posteriores. Sin embargo, ain la extraccion de acidos nucleicos puede ser
un gran reto, sobre todo, a partir de tejidos vegetales que generalmente involucran
procesos largos y costosos. Especialmente cuando se extraen acidos nucleicos a
partir de plantas con gran cantidad de polisacaridos y compuestos fendlicos. A pesar
de ello, asegurar la calidad es primordial ya que el ADN de baja calidad puede
comprometer los ensayos posteriores (Masoomi-Aladizgeh et al,, 2023).

La extraccion de ADN en plantas es complicada debido a las propiedades anatémicas
y quimicas que permiten sobrevivir a las plantas en su entorno (Schenk et al,
2023). Especificamente su extraccion y purificacion en cereales resulta una tarea
ardua por la cantidad de polisacaridos, proteinas, asi como inhibidores de la ADN
polimerasa como taninos, alcaloides y polifenoles (Abdel-Latif y Osman, 2017; Paz
et al, 2023). La eliminacién eficaz de estos componentes quimicos es requerida
durante el aislamiento del ADN, ya que se pueden unir al pellet generando un color
marron que podra interferir en los ensayos de amplificacion, sin embargo, este paso
incluye la separacién de fases y recolectar de manera muy cuidadosa la fase acuosa,
lo que puede impedir un alto rendimiento en algunos protocolos manuales (Gupta
etal, 2020; Vicente, 2021). La coloraciéon marrén presente en el pellet de ADN puede
deberse a diversos factores, entre ellos; las especies reactivas de oxigeno (Macedo-
Marquez, 2012; Matus et al, 2021).
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2.3.2. PCR en tiempo real para la deteccion de OGMs

Es importante seleccionar la técnica analitica que permita detectar secuencias de
modificacion genéticacon alta sensibilidad, exactitud, reproducibilidad, y
confiabilidad. Actualmente, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es la
técnica que permite la sintesis especifica y exponencial de una region de ADN
mediante el uso de fragmentos disefiados especificamente (llamados primers,
oligonucleétidos o cebadores), que forman el inicio y el término de la regiéon que se
va a amplificar. La amplificacién general mediante PCR cuenta con una alta
especificidad que es determinada por la correcta hibridacion de las secuencias
especificas de primers para completar las secuencias presentes en la molécula de
ADN blanco a amplificar.

Los cebadores de PCR comprenden secuencias especificas que estan disefiadas para
la hibridacion de la hebra paralela o antiparalela de ADN objetivo. Una vez
hibridados con el ADN objetivo, los cebadores proporcionan el término de doble
cadena de 3’- hidroxilo requerido por las polimerasas de ADN dependientes del ADN
termoestables para comenzar la sintesis de una nueva hebra de ADN
(complementaria a la hebra a la que se ha hibridado). Esta técnica se compone
principalmente de tres etapas, desnaturalizacion, alineamiento y extension, las
cuales pertenecen a un ciclo, que se repite un nimero predeterminado de veces.
Después de cada ciclo de replicacién, cada molécula de ADN de doble hebra recién
sintetizada es conocida como amplicon, que es definida como un fragmento de ADN
obtenida mediante la amplificaciéon de un gen mediante PCR (Marquez-Luna et al,
2021).

La PCR en tiempo real (qPCR), es la técnica mas utilizada para la deteccion y
cuantificacion de secuencias de modificaciéon genética, (Vergaray et al, 2023). Esta
variante permite medir directamente la acumulacion del amplicon durante la
reaccion, siendo mas eficiente que la PCR tradicional. En condiciones estandar, la
cuantificacion debe ser realizada durante la fase exponencial de la amplificacién. Un
ensayo de qPCR consiste en tres etapas: fase exponencial, lineal y meseta, estas tres
etapas se muestran en la Figura 7.

e Fase exponencial: En cada ciclo se duplica el producto.

e Fase lineal: El proceso de reaccion se vuelve mas lento, el consumo de los
componentes llega casi a su fin y es el principio de la degradacion.

e Meseta: Parada de la reaccion, agotamiento de los componentes.
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Figura 7. Representacidn grdfica de la amplificacion mediante PCR tiempo real. Disponible en
https://www.google.com/search?q=pcr+en+tiempo+real

La colecta de los datos durante la reaccién de amplificacion se realiza mediante el
uso de fluorescencia, de esta manera se elimina la necesidad de manipular la
muestra. Las sondas fluorescentes se unen al producto amplificado y se degradan
por accién de la enzima Taq polimerasa para generar una sefial detectable por un
equipo llamado “termociclador de tiempo real”, que se encarga de la amplificacién y
cuantificaciéon simultanea de secuencias especificas de ADN durante el proceso de
amplificacion. Por lo tanto, cuando esta PCR concluye, la deteccion y el andlisis han
sido completados (Marquez-Luna et al, 2021).

2.3.3 Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados

2.3.3.1. Ensayos cualitativos de OGM

Se consideran métodos cualitativos a aquellos cuya respuesta indica la presencia o
ausencia del analito de forma directa o indirecta en una muestra. El aumento del
numero y la diversidad de organismos genéticamente modificados en el mercado
mundial supone un reto para los laboratorios de OGM, asi como para los
responsables politicos (BogoZalec et al,, 2023). La deteccién de OGMs se realiza a
través de pruebas de cribado mediante gqPCR, la mayoria de los laboratorios
prefieren realizar este procedimiento antes de realizar otro ensayo, ya que son los
elementos recombinantes mas comunes encontrados en los OGMs, el promotor 35S
(P-35S) del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y el terminador nopalina sintasa
(t-NOS) de Agrobacterium tumefaciens. Ambas secuencias son reguladoras de la
transcripcion y forman parte de constructos de la mayoria de los eventos aprobados
para su comercializacion, por lo tanto, son indicadores de ADN recombinante en
material vegetal y alimentos procesados (Eugster et al, 2014; Oviedo- Bolafios et al.,
2020).

El laboratorio de referencia de la Uni6on Europea para alimentos y piensos
genéticamente modificados (EURL-GMFF) se ha encargado de elaborar la matriz de
OGM que contiene informacién sobre la secuencia de los OGM conocidos y métodos
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validados de deteccion e identificaciéon basados en la PCR, lo que constituye una
herramienta util para la validacién y evaluaciéon de métodos (Marchesi et al, 2015;
Fuetal, 2020).

2.3.3.2. Ensayos cuantitativos de OGM

Ademas de los estudios cualitativos que indican la presencia o ausencia de
organismos genéticamente modificados, son necesarios los analisis cuantitativos
que indican su proporcién en la muestra, la cual permite determinar si esta o no
dentro del umbral establecido por la norma de cada pais (Vergaray et al., 2023). En
la UE, los OGM estan controlados por el Reglamento (CE) n? 1829/2003, que
especifica un umbral del 0.9% para los OGM autorizados (Liu et al, 2020). Para
determinar estos valores se han desarrollado dos herramientas, el limite de
detecciéon (LOD) y el limite de cuantificacién (LOQ). Actualmente, en México a partir
de las reformas establecidas en diciembre de 2020 y febrero de 2023 se prohibié el
uso de maiz transgénico para consumo humano. Esto con el objetivo de promover la
conservacion de las semillas nativas de maiz, cuidando la riqueza genética y
biocultural de México. Por lo tanto, se requieren establecer métodos de deteccién y
cuantificacion precisos para detectar maiz OGM desde las primeras etapas
fenotipicas de la planta sin que se llegue a la produccién del grano.

2.3.3.3. Limite de deteccion (LOD)

Se define al limite de deteccién como LOD por sus siglas en inglés a la minima
cantidad de OGM, expresada en fraccion masa/masa o el nimero de copias de ADN,
que pueden ser detectados en una muestra, cuando un numero de copias del genoma
conocido del taxon o matriz ha sido determinado o estimado (Hougs et al, 2017).

2.3.3.4. Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacion, o bien; Limit of Quantification (LOQ), es la cantidad
minima de OGM que puede ser cuantificada en una muestra, cuando un ndmero de
copias del genoma conocido del taxon ha sido determinado o estimado (Hougs et al,
2017).

2.4. Uso de genes endogenos para la cuantificacion de OGM en maiz

Cuando se realizan estudios sobre la cuantificacién relativa de la expresiéon de un
gen diana es importante elegir un gen adecuado para utilizarlo como referencia o
control endégeno. Un gen de control endégeno es aquel cuyo nivel de expresion no
debe diferir entre las muestras. En plantas el numero de genes de referencia
validados para este tipo de estudios es atun limitado, cominmente, los genes de
referencia utilizados son, genes de mantenimiento (Housekeeping Genes), incluyen
los que codifican la actina, el ARNr gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), factor de elongacion (EF), a-tubulina y ubiquitina, que son necesarios
para mantener los procesos celulares basicos, por lo tanto, se supone que no se
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regulan de forma diferente en presencia de distintas condiciones experimentales
(Wuetal, 2015).

La deteccion de OGM se puede realizar de manera cualitativa o cuantitativa. Durante
la deteccion cualitativa, la PCR especifica del gen de referencia endogeno se utiliza
como control experimental para confirmar el éxito de la amplificacion de cada
muestra de ADN. En cambio, para la deteccién cuantitativa, el nimero de copias de
ADN-especifico de un OGM y un gen de referencia son medidos mediante una PCR
en tiempo real, y después el contenido (%) de OGM es calculado como la relacién de
estos numeros de copias (Imai et al., 2012; Liu et al, 2021; Vahdani et al., 2024).

De manera general, el contenido genéticamente modificado se expresa como
relacion masa/masa o nimero de copias del organismo analizado. Por lo tanto, los
genes de referencia endégenos y sus ensayos de PCR en tiempo real se denominan
“estandares de oro” en el andlisis de OGM. Un gen de referencia endégeno deseable
y su ensayo qPCR debe tener las siguientes caracteristicas: especificidad de especie,
numero de copias Unico y bajo en el genoma y, por tltimo, baja heterogeneidad entre
diferentes lineas, y variabilidad intraespecifica de las secuencias de nucle6tidos
(Hernandez et al., 2001; Huang et al., 2013; Wu et al., 2015).

Genes de referencia de maiz
2.4.1. Genes HMG

Los genes HMG son un grupo de genes ampliamente extendidos en diversos grupos
de organismos tanto en animales como plantas; comparten una caracteristica en
comun, una region conservada (cerca de 79 aminoacidos). Cumplen funciones en las
etapas tempranas del desarrollo embrionario, el desarrollo del sistema nervioso y
la formacion de diferentes tejidos y 6rganos. Algunos estudios mencionan que el gen
HMG-A codifica para la proteina de alta movilidad que actia como un factor de
transcripcion que suprime la interaccion para algunos organismos fitopatogenos
que no han evolucionado como patégenos de la especie (Reeves et al, 2001;
Klosterman et al., 2003; Lei et al, 2021; Ding et al., 2023).

2.4.2. Genes ADH

La Alcohol Deshidrogenasa es una de las enzimas que participan en la glucélisis y
fermentacion. Las proteinas ADH se encuentran en distintos organismos incluyendo
bacterias, levaduras, animales y plantas. El gen ADH1 mejora la resistencia a estrés
bidtico y abiodtico en Arabidopsis thailana, en cereales el gen ADH es uno de los genes
mas comunes inducidos por el frio, mientras que en la soya (Glycine max), el
chicharo (Lathyrus sativus L.) y Arabidopsis el estrés por salinidad induce la
acumulacion de ADH ARN mensajero. Su y colaboradores en el 2020 realizaron un
estudio donde encontraron la presencia de proteinas ADH en 5 especies de
eudicotiledoneas (Figura 8), 9 en monocotiledoneas, 2 en especies de musgos y 1 en
especie de angiosperma basal. En la figura 8 se muestra un fragmento del
cladograma donde se observan los genes ADH en maiz (Zea mays). Estos datos
indican que gen ADH es un gen conservado durante el proceso evolutivo de las
plantas (Ventura et al,, 2020; Su et al., 2020).

-16 -



a b

ADH ADH-like Total
Saccharum hybrid cultivar 2 4 6
[ Saccharum spontaneum 13 19 32
Zea mays 2 5 7
Sorghum bicolor 2 7 9
Panicum hallii 2 8 10
Setaria italica 2 8 10
Brachypodium distachyon 2 5 7
Oryza sativa 3 5 8
Ananas comosus 4 2 6

Figura 8. Fragmento de cladograma que representa la identificacion en todo el genoma de genes
ADH. En la imagen se puede apreciar la presencia de estos genes en Zea mays. Imagen retomada de Su
etal, 2020.

2.4.3. Genes Zeina

Los genes que codifican para las proteinas de zeina se han clasificado en tres grupos:
1) genes que codifican proteinas de zeina o cuerpos proteicos, 2) genes que codifican
enzimas que regulan el metabolismo del endospermo y 3) genes reguladores de la
transcripcion. Las proteinas de almacenamiento de las semillas vegetales se
sintetizan y depositan en el endospermo o en el tejido del cotiledén para cumplir
una importante funcién fisiolégica al inicio de la germinacion. En el maiz, las
proteinas mas abundantes dentro del endospermo son las zeinas, pertenecientes al
grupo de las prolaminas, estas proteinas también se encuentran presentes en otras
especies de cereales como sorgo, arroz y cebada, entre otras. En la figura 9 se
muestra la anatomia comuin de un grano de maiz (Feix,1993; Han et al, 2023).

Pericarpio

aleurona

Anatomia del grano de maiz

Figura 9. Anatomia del grano de maiz. En la imagen se muestran los principales componentes, se
observa el endospermo, estructura donde se presenta la mayor cantidad de proteinas de zeina.
Disponible en: https://www.inecol. mx/index.php/divulgacion/ciencia
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2.5 Materiales de referencia y Materiales de Referencia Certificados

Existen algunos estudios que requieren resultados de medicién muy precisos que
eliminen la necesidad de duplicar o impugnar los datos de los ensayos realizados,
ejemplo de ellos son: clinicos, ambientales, de alimentos, nucleares, nano nucleares,
entre otros. Para lograr esta precision se han desarrollado materiales de referencia.
El uso de estos materiales se extiende a una gran cantidad de aplicaciones como
muestras de control, la correccion de desviaciones, la verificacién de la calibracién,
validaciéon de métodos, la evaluacion del sesgo de métodos y la incertidumbre de
las mediciones, la demostracion de las competencias de los analistas o del
laboratorio. Existen algunas normas internacionales que proporcionan la
orientacion para su uso e incluso instrucciones para su preparacion. Estos
materiales se clasifican en dos grupos: Material de Referencia (MR) y Material de
Referencia Certificados (MRCs) (Carson, 2023; JRC, 2024).

A continuacion, se especifica cada uno de estos términos.

e Material de Referencia (MR): Se define como un MR a aquel material
suficientemente homogéneo y estable con respecto a una o mas propiedades
especificadas, que se ha establecido que es apto para su uso previsto en un
proceso de medicion (Carson, 2023).

o Material de Referencia Certificado (MRC): Es un material que ha sido
caracterizado por un procedimiento metrolégicamente valido para una o
mas propiedades especificadas, acompafiado de un certificado de material de
referencia que proporciona el valor de la propiedad especificada, su
incertidumbre asociada y una declaracion de trazabilidad metrolégica que
refleja la dispersiéon de los valores medidos para la o las propiedades
(CENAM, 2025; Carson, 2023).

2.5.1. Materiales de referencia Certificados (MRCs) para el analisis de OGMs

Todos los ensayos de deteccidén y cuantificacion mediante qPCR de Organismos
Genéticamente Modificados se realizan a través de un material de referencia
certificado, el cual es una sustancia que comprueba ser homogénea y con valores
fijos de sus concentraciones, los MRC se fabrican en instalaciones acreditadas segun
las normas ISO 9001, ISO 17025 e ISO 17034 para garantizar la exactitud de los
analisis. Lo fundamental de entregar mediciones fiables depende de la calidad del
material de referencia (Agilent, 2024). Estos materiales son un punto de referencia
para que los laboratorios analiticos de todo el mundo proporcionen resultados
precisos y comparables (JRC, 2024).

Normalmente, la amplificacién resultante de un transgén se normaliza con respecto
a la amplificacién de un gen de control endogeno, y el resultado analitico final es
indicado en % como GM (Shokere et al., 2009). En ciertos casos, se presenta un grado
de degradacién entre el material de referencia y una muestra desconocida. Aunque,
de manera teodrica el valor analitico final asignado de una muestra concreta deberia
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ser independiente del grado de degradacién del ADN, ya que la secuencia diana del
transgén y la secuencia especifica del taxén (gen de referencia) deberian degradarse
en paralelo (Shokere et al., 2009), no obstante, no siempre ocurre de esta manera.
Ahmed (2004) indica adicionalmente que la variacién entre andlisis replicados se
incrementa a medida que aumenta el grado de degradacion.

Los materiales de referencia de matrices agroalimentarias pueden encontrarse
disponibles en dos presentaciones: en material de la matriz o plasmido
recombinante. Los que se encuentran como plasmidos son moléculas lineales o
circulares que contienen el gen diana, pueden prepararse facilmente en grandes
cantidades y no estan limitados por la fuente de la materia prima, lo que representa
una ventaja para los laboratorios de deteccion, pues muchas veces es complicado
conseguir los MRC que se requieren en cada ensayo (Chen et al, 2024). Nuevos
estudios se encargan de desarrollar Materiales de Referencia de Acidos Nucleicos
(NRM), para ello requieren de métodos de cuantificacién muy precisos como qPCR
y espectrofotometria de masas por dilucién isotépica. Pero, nuevamente se presenta
la limitante de una curva de calibraciéon y que el contenido de Organismos
Genéticamente Modificados esta sujeta a “efectos de matriz” o a la disponibilidad del
evento transgénico que se requiere cuantificar.

2.5.1.1. Productores de Materiales de Referencia (PMR)

Un productor de material de referencia es un organismo, organizacion o compaiiia,
publica o privada que es completamente responsable de planificar y gestionar
proyectos; asignar y decidir valores de propiedades e incertidumbres pertinentes;
autorizar valores de propiedades; y emitir certificados de MR u otras declaraciones
para los materiales de referencia producidos (ISO 17034:2016). La JRC (Joint
Research Centre) y la AOCS (American Oil Chemistry Society) son los mayores
productores de materiales de referencia para la deteccion, identificacion y
cuantificacion de Organismos Genéticamente Modificados (AOCS, 2024; JRC, 2024).

La JRC produce MRCs en apoyo de la politica de la Unién Europea. Se encarga de
desarrollar, producir y distribuir MRCs para la calibracion o el control de la calidad
de las mediciones realizadas normalmente mediante qPCR. Ofrece materiales de
referencia para diferentes eventos transgénicos en maiz, soya, papa, remolacha
azucarera y algodon. En su pagina oficial indican que se estan llevando a cabo
actividades de investigacion para desarrollar mas MRC de OMG, incluidos MRC para
nuevas especies vegetales (JRC, 2024).

2.5.1.2. Productores de MRCs en México

El Centro Nacional de Metrologia (CENAM) es el encargado de desarrollar y
certificar materiales de referencia con diversas aplicaciones, dentro de ellas se
encuentra la deteccion de OGMs que permita cumplir de manera correcta la Ley de
Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados en México. EI CENAM
cuenta con un catalogo de MRCs disponible en linea:
https://www.cenam.mx/materiales/default.aspx. En el catalogo se ofrece harina de
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maiz donde se indica que puede ser utilizada en el control de calidad y validacién de
métodos analiticos para la medicién de proteina, grasa y cenizas. Sin embargo, en
este catalogo no se ofrece ningin MRC de hoja de maiz.

2.4.2 MRCs de hoja de maiz para la deteccion de OGMs

La AOCS proporciona MRCs para que los laboratorios comprueben la deteccidn,
identificacién y/o cuantificacién de eventos genéticamente modificados en cultivos.
En su base de datos se ofrecen dos materiales de hoja de maiz, AOCS 0306-H12 y
AOCS 0306-C4; el primero indica que contiene ADN gendmico extraido de hojas
limpias de maiz T25 que contiene los genes pat (syn) y bla para conferir tolerancia
al herbicida glufosinato y resistencia a los antibioticos. El segundo material, es un
material de control negativo preparado a partir de hojas no modificadas
genéticamente (AOCS, 2024).

2.4.3. Prohibicion de maiz transgénico en México

Durante los afios 2009 a 2023 se registré un aumento del 1% al 33% en presencia
de transgenes provenientes de muestras de maiz de toda la republica mexicana.
Debido a este hallazgo, entre otras investigaciones se emitieron dos decretos que
fueron publicados en el Diario Oficial de la Federacién el 31 de diciembre de 2020 y
el 13 de febrero de 2023, que prohibieron el uso de semilla transgénica para
siembras agricolas. En enero de 2025, quedo reafirmado el compromiso de México
por continuar con la proteccién del maiz, donde se planea modificar dos articulos
constitucionales. Estas legislaciones evitan que el maiz transgénico ponga en riesgo
la biodiversidad que existe en México, esto debido a que México es centro de origen,
diversidad y domesticacién de este cultivo; por lo tanto, cuenta con el acervo
genético mas grande del mundo que ha sido el resultado del mejoramiento
tradicional por mas de 10 mil afios (El pais 2025; Medio Ambiente e INECC, 2023).
Por lo tanto, se requieren de metodologias eficaces que permitan la deteccion de
maiz transgénico en las primeras etapas fenotipicas de la planta.
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3. Objetivo general

Establecer un material de referencia en hoja de maiz para seleccionar y estandarizar
un método de extraccion de ADN que permita la deteccion de Organismos
Genéticamente Modificados que sea interno al Departamento de Analisis Molecular
y Nuevas Tecnologias.

3.1 Objetivos particulares

o Optimizar un método de extraccién de ADN para hoja y harina de maiz

e Desarrollar un material de referencia negativo de hoja de maiz

e Evaluar tres genes de referencia en ADN de hoja de maiz por el método de
urea modificado y optimizado

e Seleccionar el gen de referencia con el menor ciclo de amplificacion

e Desarrollar un material de referencia positivo al DAS-@15@7-1 de hoja de
maiz

o Establecer el limite de deteccién bajo condiciones de repetibilidad,
reproducibilidad intermedia y robustez del evento DAS-@#15@7-1 en el
material de referencia positivo

o Establecer el limite de cuantificacion bajo condiciones de repetibilidad,
reproducibilidad intermedia y robustez del evento DAS-@#15@7-1 en el
material de referencia positivo

4. Hipoétesis

El material de referencia positivo de hoja de maiz desarrollado y la eleccion del
método de extraccién de ADN éptimo, permitird establecer el limite de deteccién
practico y el Limite de Cuantificacion practico del evento DAS-@15@7-1.
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5. Metodologia

5.1 Seleccion del método de extraccion de ADN para maiz

Se probaron tres

métodos

de extraccion (CTAB modificado,

Fenol+f3-

mercaptoetanol y urea modificado). A cada método se le realizaron modificaciones
que se le denominaron “tratamientos”, estas modificaciones se detallan en los

cuadros 1y 2.

Cuadro 1. Descripcién de tratamientos de tres métodos de extraccién en hoja de maiz

Método

Tratamiento

Descripcién del tratamiento

|

CTAB: glucosa +
PVP

[

Buffer A esterilizado, 0.5M glucosa, buffer B 2%
PVP sin columna de purificaciéon

I1

Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, buffer B
2% PVP con columna de purificacién

I11

Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, Buffer B
0.5% PVP, sin columna de purificacién

v

Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, Buffer B
1% PVP, sin columna de purificaciéon

11
Fenol +

B_

mercaptoetanol

2 gramos de muestra. 8 mL de buffer de
extracciéon, 500 mM NacCl, sin columna de
purificaciéon

II

200 mg de muestra. 4 mL de buffer de
extraccién, 500 mM NacCl

I11

2 gramos de muestra. 4 mL de buffer de
extraccién, 500 mM NacCl, con columna de
purificacién

IV

200 mg de muestra. 4 mL de buffer de
extraccién, 500 mM NacCl con columna de
purificacién

I11

Urea
modificado

Acetato de sodio 5M sin columna de purificacion.
10 minutos incubacién a 65°C

II

Acetato de potasio 5M sin columna de
purificacién. 20 minutos incubacién a 65°C

111

Acetato de potasio 3M, con 20 minutos de
incubacién, sin columna de purificacién, secado
5 minutos

IV

Acetato de potasio 3M, con 20 minutos de
incubacion, con columna purificacidn, secado 5
minutos
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Cuadro 2. Descripcion de tratamientos de tres métodos de extraccién en harina de maiz

Método Tratamiento Descripcion del tratamiento

Buffer A esterilizado, 0.5M glucosa, buffer B 2%
PVP sin columna de purificacion

[

Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, buffer B

I
Il 2% PVP con columna de purificacién

CTAB: glucosa + —
PVP 1 Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, Buffer B

0.5% PVP, sin columna de purificaciéon

Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, Buffer B

v 1% PVP, sin columna de purificaciéon

2 gramos de muestra. 8 mL de buffer de
I extracciéon, 500 mM NacCl, sin columna de
purificacién

200 mg de muestra. 4 mL de buffer de

II
I extraccion, 500 mM NacCl

Fenol +

B- 2 gramos de muestra. 4 mL de buffer de
I11 extraccién, 500 mM NacCl, con columna de
purificaciéon

mercaptoetanol

200 mg de muestra. 4 mL de buffer de
IV extraccion, 500 mM NaCl con columna de
purificaciéon

Acetato de sodio 5M sin columna de purificacion.
10 minutos incubacién a 65°C

11 Acetato de potasio 5M sin columna de
11 purificacién. 20 minutos incubacién a 65°C

U.r(.ea I11 Acetato de potasio 3M, con 5 minutos a 65°Cde
modificado incubacidn, sin columna de purificacién, secado
5 minutos

1\ Acetato de potasio 3M, sin incubacién a 65°C,
con columna purificacién, secado 5 minutos

5.1.1 Elaboracion de disoluciones para los métodos de extraccion de
ADN

Se llevé a cabo la elaboracion de los buffers de extracciéon de los tres métodos
seleccionados. Cada una de las soluciones de lisis y precipitacion fueron preparadas
ala concentracién indicada con agua grado biologia molecular; se ajusté el pH en un
rango de (8.0 a 8.3) y se esterilizaron en una autoclave de dos puertas Paileria,
modelo ES-07, mediante el tipo de esterilizacion de liquidos; se mantuvieron en
condiciones ambientales hasta su uso.
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> Meétodo de extraccion I: CTAB modificado + Glucosa + PVP

La preparacion del buffer A consistié en la adiciéon de glucosa y polivinilpirrolidona
(PVP) como agentes antioxidantes, ademas de (B-mercaptoetanol que debilita los
puentes disulfuro de las proteinas. El proceso de extraccion se realizé segln lo
descrito por Ali et al., 2019 con modificaciones (en el anexo 10.1.1 se describe el
proceso completo). El buffer de extraccién A corresponde al buffer de lisis, mientras
que el buffer B es un buffer de precipitacion. El proceso de extraccion finalizo
disolviendo el pellet de ADN en un buffer de resuspensiéon. Para este método de
extraccién se prepararon los buffers como se describe a continuacién.

Buffer de extraccion A: glucosa 0.5 M, EDTA 30mM (pH 8.0), 200 mM NaCl, 200
mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.5% (v/v) BME (agregado antes de su uso) y 1% (m/v) SDS

Buffer de extraccion B: 2% (m/v) PVP, 2% (m/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8.0),
1.4 M NaCly 20 mM EDTA (pH 8.0) + disolucion de cloroformo: Alcohol Isoamilico:
(24:1), disolucion que se prepara y agrega antes de su uso.

Buffer de re-suspension TE: 1 mM EDTA (pH 8.0) and 10 mM TrisHCI (pH 8.0)

» Meétodo de extraccion II: Fenol y 3-mercaptoetanol

El proceso de extraccién se realiz6 segtn lo establecido por Mazzara et al, 2006 con
modificaciones. En el anexo 10.1.2 se muestra el procedimiento paso a paso.

Buffer de extracciéon: 100 mM Clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano
(HCI) pH 8, 50 mM Acido etilendiaminotetraacético pH 8, 500 mM Cloruro de sodio,
10 mM B-mercaptoetanol

Eliminar contaminacién por ARN/ Digestion enzimatica: RNAasa A 10 mg/mL

Buffer para amortiguar el pH:
1x TE buffer: 10 mM Tris pH 8.3, 1 mM EDTA pH 8.3,
0.1x TE Buffer: 10 mM Tris pH 8.3, 0.1 mM EDTA pH 8.3

> Meétodo de extraccion III: Urea modificado

El tercer método de extraccion fue realizado segun lo citado por Leach y
colaboradores (2016) con modificaciones (En el anexo 10.1.3 se muestra el proceso
completo).

Buffer A (lisis): 210 g de urea, 35 mL 5M Na(Cl, 25 mL 1M Tris-HCl, pH 8.0, 20 mL
0.5 M EDTA, pH 8.0, 5g de N-Lauroilsarcosina, sal sédica
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Buffer B (precipitacion): 1:10 isopropanol: acetato de potasio 3M.

5.1.2 Extraccion de ADN con tres métodos de extraccion en hoja y harina de
maiz

Se extrajeron 4 réplicas de 200 mg de hoja y harina de maiz mediante los tres
métodos de extraccion. Se realizaron cuatro tratamientos distintos de cada método
de extraccion, por lo tanto, se obtuvieron 12 tratamientos diferentes (cuadro de
arriba). De esta manera, se obtuvieron 48 extracciones totales de hoja y 48
extracciones en harina de maiz. Una vez concluida la extraccién del ADN, el pellet se
cuantific6 mediante espectrofotometria en el equipo NanoDrop™ 2000/2000c. Se
evalu6 la concentracion (ng/pL), los cocientes de absorbancia Aze0/A280 para
calcular la pureza de ADN es aproximadamente de 1.8 y 2.0; en cuanto a la A260/A230
las muestras puras se presentan en 2.2. Se obtuvo el promedio de todas las muestras.
Cada una se ley6 y estandariz6 dentro de los parametros de concentracién de 45-55
ng/uL mediante el espectrofotémetro.

5.1.3. Amplificacion del gen de referencia del ADN de tres métodos de
extraccion

Se realizé por tetratriplicado la amplificacién del gen de referencia HMG-A en el
equipo QuantStudio 6 Pro (Applied Biosystem®) de todos los tratamientos
realizados. Por lo tanto, se obtuvieron 16 resultados de ciclo de amplificacion del
gen de referencia por cada tratamiento. Es decir, se obtuvieron 192 datos de ciclo
de amplificacién del gen de referencia HMG-A para hoja y harina de maiz,
respectivamente. En el cuadro 3 se presenta el programa de amplificacidon para el
termociclador empleado y las secuencias de los cebadores forward y reverse y la
sonda del gen de referencia HMG-A (cuadro 4).

Cuadro 3.. Programa de amplificacién empleado para el termociclador QS6®.

Tiempo | Deteccidn de No. De
Paso Etapa Temperatura (°C) (s) fluorescencia ciclos
UNG 50 120 No 1
1 |Desnaturalizacion 95 600 No 1
Desnaturalizacion
Amplificacion 95 15 No
Alineamiento y
2 Extension 60 60 Si 45
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Cuadro 4. secuencias de cebadores y sonda para el gen de referencia HMG-A

referencia Secuencia del gen de referencia/sonda (pb)

Nombre del sistema de Amplicén

high-mobility group forward, 5'-TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA-3

(HMG) reverse, 5-GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT-3’ 79
probe, 5'-FAM-CAATCCACAAACGCACGCGTA-
TAMARA-3'

5.1.4. Seleccion de dos tratamientos de cada método de extraccion

La seleccion del método de extraccion se realizé con base un analisis de varianza
(ANOVA) entre cada tratamiento y comparadas mediante la prueba de Tukey
(IC=95%, a=0,05), para los parametros de concentracién y pureza. Mientras que,
para los ciclos de amplificacién se compararon las amplificaciones mediante una
prueba de Chi cuadrada (a=0,05). Se seleccionaron los mejores dos tratamientos de
cada método de extracciéon en cuanto a rendimiento (concentracion de ADN
obtenida) y ciclo de amplificacion. A cada tratamiento se le asigné una letra para su
identificacidn.

5.1.4.1. Método I: CTAB modificado

El tratamiento A consistié en emplear el buffer de extraccion A esterilizado y sin
llevar a esterilizar, esta modificacion fue realizada debido a los componentes
presentes en el buffer de extraccidon A. La segunda modificacion fue el cambio de
concentracion de glucosa del buffer de extraccion A, cambiado de 0.5M a 0.1M.
Finalmente, la ultima modificacion fue el cambio de concentraciéon de PVP; se
prepararon dos buffers a diferente concentraciéon de PVP: 0.5 y 1.0% (m/v),
respectivamente.

5.1.4.2 Método II: Fenol y 3-mercaptoetanol

La primera modificacién en el procedimiento consistié en pesar 2 gramos de
muestra (hoja y harina); por lo tanto, todos los calculos de adicién de buffer fueron
ajustados ala cantidad de la muestra. La segunda modificacion consistio en purificar
el ADN obtenido utilizando el kit DNA Clean & Concentrator segun las instrucciones
del fabricante.

5.1.4.3. Método III: Urea modificado

La primera modificacion realizada fue la extracciéon de ADN de forma manual, en el
articulo original se realizd la extraccion en placas de 96 pozos. La concentracion del
buffer de lisis se mantuvo igual, a un pH de 8.0. En cuanto al buffer de precipitacion,
se empled acetato de sodio (CH3CO2Na) y acetato de potasio (CH3CO:2K). En los
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cuadros 11 y 12 se muestra la descripcion de los dos tratamientos seleccionados en
hoja y harina de maiz.

5.1.4.4. Seleccion de un método de extraccion de ADN en hoja y harina de
maiz

Para la seleccion del mejor método de extraccion se tomaron en cuenta cinco
criterios de evaluacidn: 1) Concentracidon de ADN, 2) Relacion de pureza, 3) Ciclo de
amplificacién del gen de referencia, 4) Tiempo de proceso y 5) Generacion de
residuos. Se emple6 una matriz cualitativa de decision para comparar cada uno de
los tratamientos. Para ello, se asignaron valores del 1-6 en funcién de cada uno de
los pardmetros evaluados considerando con el mayor valor al tratamiento que
presento la caracteristica mas cercana al valor estdndar que se establece como
criterio deseable, para el caso de namero de ciclos se considera al nimero menor
como el mas adecuado. Para el tiempo, se consider6 como el mejor el que requiera
menor tiempo. Para los otros parametros se aplicé el mismo criterio dando la
calificacion de mayor puntuacion a la caracteristica mas deseable.

La concentracién y la pureza de ADN se cuantific6 en un espectrofotémetro
NanoDrop 2000, el ciclo de amplificacion del gen de referencia se llevé a cabo
mediante qPCR, por otro lado; el tiempo de proceso se midié con un cronémetro y
los residuos se clasificaron y procesaron.

5.1.5. Estandarizacion del método de urea modificado

Se seleccion6 el método de extraccion de urea modificado a través de la matriz
cualitativa para la extraccién de ADN de bajo costo y lo suficientemente sensible.
Por lo tanto, se procedié a estandarizar este método, este proceso se dividié en 3
etapasy se fue disefiando cada una de ellas. Se probaron distintos tiempos, cantidad
de buffer de lisis, concentracion de reactivos y cantidad de muestra en cada uno de
ellos. En el cuadro 5 se muestra a detalle cada una de las etapas. Se extrajeron 4
réplicas con cada una de las modificaciones de cada etapa de los diferentes
tratamientos mencionados sin perturbar otro parametro a la vez. Al ADN extraido
con estas modificaciones inicamente se le determin6 la concentracién y pureza.
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Cuadro 5. Estandarizacion del método de extraccion de urea modificado en hoja de maiz

Etapal:
Pesado de muestray lisis

Etapa II:
Precipitacion

Etapa III:
Secado y resuspencion

Cantidad de muestra (100
y 200 mg)

Volumen de buffer de lisis
(buffer A) (500 y 800 pL
para hoja; 800y 1000 uL
para harina).

Tiempos de incubacién de

Tiempos de incubacién a -
20°C durante el proceso de
precipitacion de ADN (10,20y
30 minutos).

Velocidades y tiempos de
centrifugacion (10 minutos a
12,000 rpm y 10 minutos a

Tiempo de secado de pellet
en concentrador de ADN (3
y 5 minutos)

Volumen de H;0 grado
biologia molecular para
disolver el pellet (100 y
200 pL)

las muestras durante la
lisis celular (0, 10, 20y 30
minutos) a 65°C

14,000 rpm)
Concentracion: 3y 5 Mde
acetato de potasio

La extraccion se realiz6 por tetratriplicado con cada modificacién. Los resultados
obtenidos de concentracién y relacion de pureza se compararon mediante una
prueba de T-student (datos no mostrados), y se eligi6 el mejor.

5.2. Desarrollo del material de referencia interno

5.2.1. Extraccion y cuantificacion de ADN con el método de urea modificado

La extraccion del material de referencia negativo se realizé con 10 muestras de hoja
de maiz negativo a cualquier evento transgénico. Se pesaron 25 réplicas de 200 mg
de cada muestra en una balanza analitica Mettler Toledo modelo MS304S.
Posteriormente, se extrajeron las 250 réplicas con el método de urea modificado y
estandarizado. Cada muestra se rotulé con numeros arabigos comenzando con 1y
concluyendo con 10. Se almacenaron individualmente en una bolsa de plastico a -
20°C hasta su uso. Una vez extraido el ADN se ley6 la concentracidn y la relacion
A260/A280 y A260/A230 en espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo
Fisher Scientific). Se estableci6 la media aritmética de cada muestra.

5.2.2. Evaluacion de la especificidad en material de referencia negativo

Previo a la realizacién de los ensayos de qPCR, se verific6 que los iniciadores y
sondas empleados fueran especificos para los genes de referencia HMG-A, ADH-1y
zeina. El disefio de oligonucleétidos se realizdo a partir de una secuencia de
nucleétidos Unica, ubicada entre la regiéon de recombinacién entre el inserto y el
genoma de la planta, y que sirve como punto de partida para la replicacion del ADN
para el gen de referencia. En este ensayo se emple6 ADN perteneciente de soya,
algodon, canola, arroz, alfalfa y maiz para verificar que la amplificacion de los genes
de referencia fuera especifica para maiz. Se agregé 18 pL. de mezcla de reaccion (se
describe en el cuadro 7) y 2 pL. de ADN en cada pozo de reaccién. Se emple6 una
placa de 384 pozos y el ensayo se realiz6 en equipo QuantStudio 6 Pro®. Se
consideraron reacciones de PCR para control de reactivos (NTC=Not Template
Control) con agua grado biologia molecular.
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5.2.3. Eficiencia de amplificacion y evaluacion de la presencia de inhibidores
en material de referencia negativo

La prueba de presencia de inhibidores consistié en realizar curvas estandar en
dilucion 1:2 para el gen de referencia HMG-A en cada una de las extracciones. Las
curvas estandar se generaron con 4 puntos por triplicado para alcanzar
concentraciones finales de ADN equivalentes a 100, 50, 25y 12.5 ng/uL. La qPCR se
realiz6 mediante la seleccion del elemento utilizando un sistema de deteccién
simple con una longitud de emisiéon de fluorescencia de 510 nandmetros. Los
ensayos se llevaron a cabo en el equipo QuantStudio 6 Pro (Applied Biosystem®).
Se consideraron dos reacciones como control negativo con ADN de diferente especie
y dos reacciones de PCR para control de reactivos (NTC=Not Template Control) con
agua grado biologia molecular.

5.2.4. Eficiencia de amplificacion en material de referencia negativo

El ensayo de eficiencia de amplificacion se realizé a través de curvas estandar. Los 4
puntos de la curva correspondieron a las concentraciones finales de 100, 50, 25 y
12.5ng/pL. Se presento el 100% de amplificacion del gen de referencia. Por lo tanto,
se obtuvieron 600 datos de ciclo de amplificacién del gen de referencia HMG-A para
la evaluacidn de la presencia de inhibidores en las extracciones de ADN en hoja de
maiz. Se verifico la amplificacién del gen de referencia en todos los puntos de las
curvas estandar y se observo la repetibilidad entre los tres puntos (se considero
como repetibilidad que no existiera una diferencia entre ciclos mayor a 0.5).

Posteriormente, se observé en el software del equipo, la grafica de la regresion lineal
obtenida de la curva estdndar y se confirmé que las curvas cumplieran con los
parametros de calidad establecidos de pendiente, coeficiente de relacion y eficiencia
de amplificacién. En el cuadro 24 se presenta el promedio de 50 datos de pendiente,
eficiencia de amplificacion y coeficiente de correlacion. La eficiencia de
amplificacion y la ausencia de la prueba de inhibidores cumplié con los parametros
establecidos por la Red Europea de Laboratorios de OGM (ENGL), por sus siglas en
inglés. Donde se establecen los valores de aceptacion para pendiente (-3.1 a -3.6),
coeficiente de relacion (20.98) y eficiencia de amplificacion (90 a 110%) (Marchesi
et al, 2015). Por otra parte, la inhibicion de la PCR se analizé contemplando la guia
“Directrices para la validaciéon de métodos de extraccion de ADN aplicados en el
analisis PCR posterior de alimentos y piensos para detectar la presencia de material
modificado genéticamente” de Hans-Ulrich y Grohmann (2014), donde se verifico la
amplificacion del gen de referencia en cada nivel de dilucién (ISO 21570:2005). En
el cuadro 24 se muestra la media de los cuatro puntos de las curvas (100, 50, 25 y
12.5%). Las figuras 15 y 16 representan las curvas estandar recuperadas del
software del termociclador QuantStudio 6 Pro®.
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De acuerdo con la férmula de la PCR:
F.D=2n
En la cual:
F.D: Factor de dilucién
n: numero de ciclo de amplificacién

Por lo tanto, despejando n se obtiene:
InF D

In2
Una vez despejada la férmula, se sustituye F. D por 2:

_InFD_ 2
"=m2 T 2T

5.2.5. Evaluacion de la presencia de inhibidores en material de referencia
negativo

La presencia de inhibidores se evalu6 a partir del intercepto de las curvas estandar,
el Cq medido, el Cq tedrico y el ACp. Los datos de intercepto y Cq medido se
obtuvieron del software del termociclador utilizado. Por otro lado, el Cq teérico se
calcul6 mediante la siguiente formula:

Cq tedrico= (pendiente * log [ADN] + intercepto)
Los datos del Cq tedrico se calcularon en el programa Microsoft Excel (version 2405,
compilacién 18730.20142). En el cuadro 23 se muestran los resultados obtenidos.
Por otra parte, para calcular ACq, se aplic6 la siguiente férmula:

ACq= Cq extrapolado-Cq medido

Donde, Cq extrapolado resulta de la ecuacion de regresion lineal:
Cq extrapolado=mx+b

En la cual:
x=log(Cq puntocurva.

5.2.5. Amplificacion de genes de referencia en material de referencia
negativo

Se evalud la amplificacion tres genes de referencia de maiz (HMG-A, ADH1 y zeina)
del material de referencia negativo. El ensayo se realiz6 en el equipo Quant Studio 6
Pro (Applied Biosystem®) siguiendo el programa de ciclado que se empleé para la
amplificacion del gen de referencia del cuadro 3. Se eligieron de manera aleatoria
10 réplicas de cada muestra de ADN y cada una de ellas se amplific6 por
tetratriplicado, obteniendo asi 400 datos de cada uno de los genes ensayados. En los
siguientes cuadros (cuadro 6) se muestran las secuencias de los cebadores y las
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sondas de cada gen de referencia. Y el volumen y la concentracién de los
componentes empleados en el ensayo de qPCR (cuadro 7). En la figura 10 se muestra
un diagrama que representa una fase del proyecto, desde el acondicionamiento de
la muestra hasta la amplificacidon del gen de referencia.

Cuadro 6. Secuencias de cebadores y sondas para cada uno de los genes de referencia

Nombre del sistema Amplicén
de referencia Secuencia del gen de referencia/sonda (pb)

forward, 5'-TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA-
3’ reverse, 5'-GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT-
high-mobility group |3’ probe, 5'-FAM-

(HMG) CAATCCACAAACGCACGCGTA-TAMARA-3’ 79
forward, 5'-CGTCGTTTCCCATCTCTTCCTCC-
3" reverse, 5'-CCACTCCGAGACCCTCAGTC-3’

probe, 5'-FAM-
alcohol AATCAGGGCTCATTTTCTCGCTCCTCA-
dehydrogenase (ADH) | TAMARA-3’ 136

forward, 5'-GCCATTGGGTACCATGAACC-3’
reverse, 5'-AGGCCAACAGTTGCTGCAG-3'
probe, 5'-FAM-

Zeina AGCTTGATGGCGTGTCCGTCCCT-TAMARA-3’ 104

Cuadro 7. Volumen y concentracion de los componentes de la mezcla de reaccion utilizada en los

ensayos de PCR.
Volumen de Concentracion
Secuencias de interés | Componente reaccion (uL) inicial (nM)
HMG-A
ADH-1 Master Mix* 10 1X
Zeina Iniciador F 0.6 300
Iniciador R 0.6 300
Sonda 0.7 180
ADN 0.2 45-55 ng/uL

*Cabe mencionar que solamente se sustituye la enzima de acuerdo con la marca del termociclador
empleado. Termociclador Light Cycler 480® utiliza la enzima Light Cycler 480 Probes Master 2X y
termociclador QuantStudio 6 Pro utiliza la enzima Tagman Universal PCR Master Mix 2X.

5.2.5.1. Amplificacion de gen de referencia empleando columna de
purificacion

Una vez seleccionado el gen de referencia HMG-A como el gen con el que se obtuvo
el menor ciclo de amplificacidn en los ensayos de qPCR, Se eligieron cinco réplicas
al azar de cada muestra y se les aplicé una columna de purificacion DNA Clean and
Concentrator™, Zymo Research siguiendo el protocolo del productor.
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5.3. Generacion y extraccion de ADN del material de referencia positivo

Para la generacion del material de referencia positivo se realizaron 6 mezclas de
diferentes porcentajes tomando como testigo el porcentaje de 10% (1, 0.5, 0.1, 0.05,
0.025y 0.010%) en cantidad suficiente (5g de cada una) (cuadro 8). La mezcla 10%
se obtuvo directamente de una muestra analizada anteriormente por un analista del
Departamento de Analisis Moleculares y Nuevas Tecnologias caracterizada como
positiva al evento DAS-@#15@7-1, con un resultado >10%.

Las mezclas generadas se realizaron a partir del material de referencia negativo
generado en este estudio y se homogeneizaron con el material de referencia positivo
generado en este estudio de acuerdo con los porcentajes presentado en el siguiente
cuadro. El proceso se realiz6 dentro de un recipiente de plastico en un vortex
durante cinco minutos. Se preservaron a -20°C hasta su uso. Se pesaron por
tetratriplicado 200 mg de cada mezcla y se realizd la extraccién de ADN con el
método de urea modificado.

Cuadro 8. Masa de hoja de los materiales utilizados en la generacién de las mezclas analiticas

Mezcla Masa de hoja del Masa de hoja del material de
(%) material de referencia referencia positivo al evento
negativo GM (mg) DAS-31507-1 (mg)
10 0.0 0.0
1 4,500 500
0.1 4,950 50
0.05 4,975 25
0.025 4,987.5 12.5
0.010 4,995 5.0
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Figura 10. Diagrama de flujo del disefio experimental.

En el paso 1 se muestra el acondicionamiento de la muestra, ya sea en hoja o grano de maiz. Los
siguientes cinco pasos representan la extraccion de ADN, en la lisis celular se aprecia la ruptura de la
pared celular y el sobrenadante de color verde que se obtiene al procesar muestras de hoja,
posteriormente se representa la liberacidn de dcidos nucleicos, proteinas, carbohidratos, etc. En el paso
7 se observa la purificacién del ADN mediante una columna de purificacién para obtener ADN de mayor
calidad. Finalmente, se realiza la cuantificacion en espectrofotémetro y la amplificacion del gen de
referencia mediante qPCR.
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5.3.1. Purificacion de ADN de material de referencia negativo

Serealizd la amplificacion de los tres genes de referencia sin haber purificado el ADN
obtenido, una vez seleccionado el gen de referencia con el cual se obtuvo el ciclo de
amplificaciéon mas temprano, se seleccionaron al azar cinco réplicas de cada muestra
(n=50), se purificaron mediante la columna de purificacion DNA Clean and
Concentrator™, Zymo Research siguiendo las instrucciones del proveedor. Se
leyeron en espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c. Cada una de ellas se
estandariz6 en un rango de 45-55 ng/uL para su posterior andlisis cualitativo. La
purificaciéon de las muestras se realizdé con el objetivo de obtener un ciclo de
amplificacion mas temprano del gen de referencia HMG-A, esto debido a que al final
el material de referencia interno desarrollado se comparé contra el MRC 1529 el
cual contiene el evento transgénico DAS-@15@7-1 y de esta manera los ciclos de
amplificacién pudiesen empatar.

5.4. Limite de Deteccion (LOD) del evento DAS-@15@7-1 del material de
referencia

Se realiz6 el ensayo bajo condiciones de repetibilidad, precisiéon intermedia y
robustez. Cada andlisis de PCR incluy6 testigos negativos: ADN de soya para la
respuesta a la secuenciacion enddégena para la secuenciaciéon del gen de referencia
de maiz HMG-A, para el evento transgénico se empleé una muestra de maiz no
modificado y un blanco de reactivos (sin ADN); todos por duplicado. La
identificacion del gen endégeno HMG-A y del evento especifico DAS-#15@7-1 en
cada muestra se realiz6 por tetratriplicado a cada mezcla generada utilizando como
referencia el documento DOGM-PR-DIS “DETERMINACION DE ESPECIES E
IDENTIFICACION DE SECUENCIAS GM” (DAMNT, 2023), obteniendo asi 16 réplicas
de cada mezcla.

El ensayo se realiz6 bajo condiciones de repetibilidad, reproducibilidad y robustez.
El programa de amplificacion se llevo a cabo de acuerdo con el cuadro 3 para el
termociclador QuantStudio 6 Pro® y con el objetivo de realizar los ensayos de
robustez se realiz6 en el equipo LightCycler480 II® (cuadro 9). El LOD se estableci6
a partir de 384 valores bajo condiciones de repetibilidad, 384 bajo condiciones de

reproducibilidad intermedia y 384 para robustez.
Cuadro 9. Programa de amplificacion empleado para el termociclador LC-480®.

Temperatura| Tiempo |Detecciénde | No.De
Paso Etapa (°Q) (s) fluorescencia | ciclos
1 Desnaturalizacion 95 600 No 1
Desnaturalizacion
Amplificacion 95 10 No
Alineamiento y
2 Extension 60 30 Si 45
3 Enfriamiento 40 30 No 1
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5.5. Limite de cuantificacion (LOQ) del evento DAS-@1507-1 del material de
referencia

La cuantificacién del evento DAS-@15@7-1 fue realizada bajo condiciones de
repetibilidad, precisidn intermedia y robustez para los porcentajes de 10%, 1.0% y
0.1%. Se evalud con el promedio y la desviacion estdndar del porcentaje de recobro
o concentraciones medidas de un minimo de 6 repeticiones y un maximo de 15, en
el nivel candidato de LC (DSG, 2024).

6. Resultados y analisis de resultados

6.1. Seleccion del método de extraccion de ADN para maiz

Los tratamientos realizados a cada método de extraccion tuvieron el objetivo de
comparar los resultados de concentracion y pureza del ADN obtenido. En los
cuadros 10 y 11 se presenta el promedio de 64 réplicas de hoja y harina de maiz
respectivamente de los 12 tratamientos probados. El promedio de cada tratamiento
corresponde a 4 datos para concentracidn, Azeo/Az2s0, A260/A230. Mientras que el
promedio del ciclo de amplificacién corresponde a 16 datos por cada tratamiento.

Cuadro 10. Resultados de concentracion, pureza (Azso/Az30y Az60/Azs0) ciclo de amplificacion (Cq) de los
tratamientos empleados en hoja de maiz

Tratamiento | Concentracion | Azeo/A230 | Az60/Azs0 Cq
I 124.6 1.765 1.16 24.65
11 42.7 1.44 0.63 27.42
Método I: 111 51.25 1.82 1.85 23.97
CTAB modificado IV 137.9 1.79 1.1 24.53
I 7.5 1.8 1.5 *
Método II: II 205.6 1.93 1.14 24.42
Fenol y I11 459.5 1.86 2.1 23.67
B-mercaptoetanol IV 130.2 1.83 2.02 22.92
I 233.82 1.85 1.19 26.16
I1 130.5 1.85 1.27 24.97
Método III: I11 217.77 1.84 1.21 24.74
Urea modificado IV 160 1.84 2.02 23.09

*no se realizé la amplificacién del gen debido a que la concentracién obtenida fue muy baja.
Cq; Ciclo de amplificacion

El analisis estadistico demostré que no se presento diferencia significativa entre las
réplicas de cada tratamiento, sin embargo, si existi6 una diferencia estadistica en el
rendimiento de ADN (p < 0,05) entre cada tratamiento comparado entre cada
método, es decir, existié diferencia significativa del rendimiento de ADN entre los
tratamientos (I, II, [l y IV) del método I (p < 0,05), (F calculada, 651.73935), método
Il (p <0,05), (F calculada, 7066.4678), método III (p < 0,05), (F calculada, 339.2273).

Se obtuvieron los rendimientos mas altos de concentracion en el método II (Fenol y
B-mercaptoetanol) tratamiento III (2 gramos de muestra. 4 mL de buffer de
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extracciéon, 500 mM NaCl, con columna de purificacién), y en el método III (Urea
modificado) tratamiento I (Acetato de sodio 5M sin columna de purificacion. 10
minutos incubacién a 65°C) del. Por otro lado, se encontré la concentracion mas baja
en el método II (Fenol y B-mercaptoetanol) tratamiento I, esto debido a que durante
la extraccién tuvimos la pérdida del pellet de ADN.

Cuadro 11. Resultados de concentracion, pureza y ciclo de amplificacién de los tratamientos
empleados en harina de maiz.

Tratamiento | Concentracion |Azeo/Az30 |Az260/A280 Cq
I 206.5 1.78 1.22 27.27
II 47.27 1.9 1.6 23.09
Método I: I11 76.65 1.77 0.98 25.28
CTAB modificado v 85.5 1.76 0.95 25.73
I 496.5 1.86 2.1 24.02

Método II: II 248.5 1.94 2.28 25.1
Fenol y 111 489.63 1.83 2.02 23.01
B-mercaptoetanol I\Y 250.9 1.95 2.28 2411
I 254.2 2.12 1.65 31.23
II 318.02 1.8 0.61 34.96
Método III: I11 339.87 1.73 0.57 34.52
Urea modificado IV 56.05 1.95 1.82 22.65

6.1.2. Seleccion de dos tratamientos de cada método de extraccion

Se seleccionaron los dos mejores tratamientos de cada uno de los métodos en cuanto
a rendimiento (concentracion de ADN obtenida). Los dos tratamientos
seleccionados se describen a continuacién. En el siguiente cuadro se muestra un
resumen de los dos tratamientos seleccionados en hoja y harina de maiz (Cuadros
12y 13).

Cuadro 12. Descripcidn de tratamientos empleados para la extraccion de ADN a partir de hoja de

maiz
Método Tratamiento Descripcién
A Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, Buffer B 1.0% PVP con
I columna de purificacién
CTAB modificado B Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, Buffer B 0.5% PVP, sin
columna de purificacién
I C 2 gramos de muestra. 8 mL de buffer de extraccién, 500 mM
Fenoly NaCl, sin columna de purificaciéon
B-mercaptoetanol D 2 gramos de muestra. 4 mL de buffer de extraccién, 500 mM
NaCl, con columna de purificacién
II E Acetato de sodio 5M sin columna de purificacién. 10 minutos
Urea modificado incubacién a 65°C, sin columna de purificacién
F Acetato de potasio 3M, con 20 minutos de incubacién, con
columna purificacién, secado 5 minutos
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Cuadro 13. Descripcion de tratamientos empleados para la extraccion de ADN a partir de harina de

maiz
Método Tratamiento Descripcion
A Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, con columna de
I purificaciéon
CTAB modificado B Buffer A no esterilizado, 0.5M glucosa, Buffer B 0.5% PVP, sin
columna de purificacién
II C 2 g de muestra, 10 mM B-mercaptoetanol, pH 8.3, sin columna de
Fenoly purificacién
p-mercaptoetanol D 2 g de muestra, 10 mM B-mercaptoetanol, pH 8.3, con columna
de purificacion
I11 E Acetato de sodio, sin incubacién, sin columna
Urea modificado F Acetato de potasio sin incubacién, con columna

6.1.3. Seleccion de un método de extraccion de ADN en hoja y harina de maiz

En el Departamento de Analisis Moleculares y Nuevas Tecnologias se cuenta con tres
criterios para la aceptacién de un nuevo método de extraccion de ADN:
concentracion 240 ng/uL, relacién de pureza y la ausencia de sustancias inhibidoras
durante la qPCR. En este proyecto se tomaron en cuenta cinco parametros, se
describen a continuacién cada uno de ellos.

6.1.3.1. Concentracion

El promedio de la concentracion de las cuatro réplicas realizadas de cada
tratamiento se muestra en el cuadro 14. Se presentan seis tratamientos en hoja y
harina de maiz (Tratamientos A-F). El valor mas alto de concentracion para hoja de
maiz se obtuvo a partir del tratamiento C (459.5 ng/uL), hecho que coincide para la
concentracion en harina, donde el valor mas alto se present6 nuevamente en el
tratamiento C con un valor de 496.5 ng/uL (Figuras 11 y 12). El segundo valor mas
alto fue obtenido en el tratamiento E en hoja que present6 un valor de 217.77 ng/uL;
mientras que en harina se obtuvo 254.2 ng/uL.

Cuadro 14. Concentracion de ADN en cada tratamiento de hoja y harina de maiz

Método Tratamiento
Concentracion ng/pl. hoja| Concentracion ng/uL

harina

I
CTAB A 51.25 47.27
modificado B 137.9 76.65

11
Fenoly C 459.5 496.5
[-mercaptoetanol D 130.2 489.63
y E 217.77 254.2

Urea

modificado F 160 56.05
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Figura 11. Concentracién de ADN por cada tratamiento en hoja de maiz
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Figura 12. Concentracion de ADN por cada tratamiento en harina de maiz

Los resultados mas bajos de concentracion se obtuvieron con el tratamiento A, que
emplea como agente de lisis CTAB y SDS. En este método se obtuvo una
concentracion de 51.25 ng/uL y 47.27 ng/uL para hoja y harina, respectivamente
(Cuadro 14) estas concentraciones son las resultantes después de haber purificado
el ADN en la columna de purificacién ADN Clean and Concentrator™, Zymo Research.
Resultados similares fueron reportados por Wu y colaboradores (2015) en donde
trabajaron con soya y compararon los métodos de CTAB y SDS contra un método
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modificado de urea, extrajeron ADN en hoja y harina, y se logr6 obtener mayor
rendimiento y mejor calidad de ADN con el método modificado de Urea que con los
métodos mencionados. Por otra parte, Arias (2019) realizo una extracciéon de
proteinas a partir harinas de pseudo cereales y maiz con un método lo
suficientemente potente que permitiera descartar bandas proteicas, para ello,
empleo la urea como agente desnaturalizante. De esta manera, se confirmé que la
urea es un agente desnaturalizante potente que permite la extraccion de ADN en
diversas matrices vegetales.

Barrera-Guzman, Legaria-Solano y Ortega-Paczka (2020), emplearon hojas de
plantulas de maiz para la extraccion de maiz, partiendo de una concentracion para
PCR de 10 ng/uL para la amplificacién de marcadores microsatélites (SSR). Por otro
lado, Heuermann y colaboradores (2019), emplearon como ADN molde para PCR
tiempo real una concentracion de 50 ng/uL para la amplificacién de genes de
cloroplasto. Esta concentracién es similar a la empleada en ensayos cualitativos
realizados en el DAMNT, los cuales se desarrollan a partir de 45-55 ng/ pL para la
amplificacién de genes de referencia. Los valores que se buscaban para la elecciéon
del método de extraccion Optimo consistieron en los valores mas altos de
concentracion y el valor mas bajo (ciclo temprano) para la amplificacion del gen de
referencia mediante qPCR.

6.1.3.2. Relacion de pureza

Se requeria que el ADN extraido fuese lo suficientemente puro para permitir la
amplificacion mediante PCR del elemento de interés en los ciclos esperados. Esta
medida se llevd a cabo a partir de la relaciéon de la absorbancia A260/Az280 que es
considerada como una métrica importante en la pureza del ADN (Acufia et al., 2023).
La relacion Az60/Az280 se debe mantener en el rango de 1.8-2.0 indicando que el ADN
tiene una pureza 6ptima y esta libre de compuestos que absorben a esa longitud de
onda. Una pureza estable debe tener al menos una relacién A260/A280 mayor a 1.6,
un valor menor indicaria una posible contaminacién con fenoles y proteinas, lo que
podria afectar la calidad del ADN. Mientras que si el valor de la relacién Aze0/Az2s0 es
mayor a 2.1, es un indicativo de presencia de ARN lo que también puede afectar la
calidad del ADN. Por otro lado, la relacién A2zs0/A230 puede indicar otro tipo de
contaminantes del ADN, como sales caotrépicas, fenoles y carbohidratos. Si el valor
de esta relacion es <1.5 indicaria una impureza significativa en la muestra que
podria afectar su funcionalidad (Acufia et al, 2023).
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Cuadro 15. Relacion de pureza de mejores dos tratamientos en hoja y harina de maiz

Método de Tratamiento Hoja de maiz Harina de maiz
extraccion
Azeo/Azs0 | A260/A230 | A260/A280 | A260/A230
I A 1.82 1.85 1.9 1.6
CTAB 1.79 1.1
modificado B 1.77 0.98
II C 1.86 21 1.86 2.1
Fenol y 1.83 2.02
B-mercaptoetanol D 1.83 2.02
I1I E 1.84 1.21 2.12 1.65
Urea modificado F 1.84 2.02 1.95 1.82

En el cuadro 15 se muestran los resultados de pureza de los mejores dos
tratamientos de cada método. Para las extracciones de harina, la relaciéon de la
absorbancia A260/A280 present6 el mismo valor en los tratamientos de extraccion E
y F (1.84); mientras que en la relacidon Aze0/A230 se presentaron valores de 1.21y
2.02 respectivamente. Ambas relaciones indican que el ADN mas puro se obtuvo con
el método de extraccion I, es decir con los tratamientos C y D, mostrando una pureza
6ptima e indicando estar libre de compuestos inhibidores que absorben a la misma
longitud de onda por lo que se puede inferir que el ADN obtenido se encuentra libre
de compuestos inhibidores como hidratos de carbono, péptidos, fenoles y
compuestos aromaticos (Chakraborty, Saha y Neelavar, 2020; Hougs et al, 2017;
Jabeen et al.,2022). El mismo comportamiento se present6 en las extracciones de
harina, se obtuvieron los mejores resultados en ambas relaciones A260/A230 1.86 y
1.83 en los tratamientos C y D respectivamente; mientras que en la relacién
Az60/A280 se obtuvieron los siguientes resultados 2.1y 2.02.

6.1.3.3. Ciclo de amplificacion

El promedio de los 96 ciclos de amplificacion del gen de referencia HMG-A se
muestra en el cuadro 16 y las figuras 13 y 14.

Cuadro 16. Ciclo de amplificacién (Cq) de gen de referencia HMG-A en hoja y harina de maiz

Método de | Tratamiento Cqhojade | Cqharinade
extraccion maiz maiz
I A 23.97 23.09
CTAB
modificado B 24.53 25.28
II C 23.67 24.02
Fenoly
B- D 22.92 23.01
mercaptoetanol
I11 E 24.74 31.23
Urea
modificado F 23.09 22.65
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Figura 14. Ciclos de amplificacién de los mejores tratamientos de extraccion en harina de maiz

Para el ciclo de amplificacién, existieron aproximadamente 0.5 ciclos de diferencia
entre cada uno de los métodos; donde el método de extraccion II fue el que presenté
el valor mas temprano con 22.630 ciclos para el gen de referencia HMG-A; asi mismo
el método III presenté un ciclo promedio de 23.005. De esta manera, al evaluar el
promedio de ambos tratamientos en cada uno de los métodos de extraccion, el
método con las mejores cualidades respecto a concentracion y ciclo de amplificaciéon
fue el método II.
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El ciclo de amplificacién mas temprano para hoja pertenecié al tratamiento IV (200
mg de muestra). 4 mL de buffer de extraccién, 500 mM NaCl con columna de
purificacion) del método de extraccién II (Fenol y f-mercaptoetanol). Mientras que,
en harina de maiz, el ciclo de amplificacion mas temprano se presenté en el
tratamiento IV (Acetato de potasio 3 M, con 20 minutos de incubacién, con columna
purificacion, secado 5 minutos) perteneciente al método de extraccion III (Urea
modificado). Y la concentracién mas en los tratamientos I y III del método de
extraccion II (Fenol y B-mercaptoetanol).

6.1.3.4. Tiempo de proceso

En el cuadro 17 se muestran los tiempos de proceso obtenidos en los tres métodos
utilizados. El método IlI es el que present6 el menor tiempo en ambos tratamientos.
Si bien, los tiempos no son muy diferentes entre si, en estudios de biologia molecular
la eficiencia del tiempo que dura el proceso de una muestra es un criterio primordial
para la elecciéon de nuevos métodos de extraccidon debido a que este factor podria
aumentar la capacidad para proporcionar servicios y facilitar las oportunidades que
satisfagan al cliente (ISO-9001/2015; Saling, Kicherer y Dittrich-Kramer, 2002).

Cuadro 17. Tiempo de proceso de cada uno de los tratamientos en hoja de maiz

Método Tratamiento Tiempo (h)*

I A 6

CTAB B 6
modificado

11 C 7

Fenoly D 7

-mercaptoetanol
111 E 4
Urea F 4.5

modificado

*El tiempo de proceso considera la extraccion de 25 muestras

6.1.3.5. Generacion de residuos

En el Centro Nacional de Referencia de Inocuidad y Bioseguridad Agroalimentaria
(CNRIBA) se establecen los lineamientos para manipular las sustancias quimico-
peligrosas, mezclas y sus Residuos Quimicos Peligrosos (RQP), asi como los agentes
bioldgico-infecciosos y Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI) que se
emplean y generan como parte de las actividades analiticas. El procedimiento
establecido en el MEC-PR-MSRP-MANE]JO DE SUSTANCIAS QUIMICAS, MEZCLAS Y
RESIDUOS PELIGROSOS-SGA,2024 considera la manipulacion, el etiquetado,
almacenamiento; asi como su generacion y disponibilidad para evitar cualquier tipo
de accidente que ponga en riesgo la salud e integridad fisica de todos los
trabajadores del CNRIBA, asi como de las instalaciones y el medio ambiente. En los
cuadros 18 y 19 se muestran los valores obtenidos en cada uno de los criterios
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establecidos para la eleccién del método de extraccién de ADN 6ptimo en hoja y
harina de maiz.

La clasificacion de los residuos quimico-peligrosos se llevd a cabo segin sus
caracteristicas: corrosivas, reactivas, toxicas, explosivas e inflamables. Asi como el
riesgo que conllevan para la salud y el medio ambiente de lo especificado en la
NORMA Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005. Las indicaciones de
peligro y de precaucion se registraron de acuerdo con la clasificacién internacional
utilizando un co6digo alfanumérico que se compone de una letra y tres nimeros.
Donde la letra H significa “peligro”. Un digito que designa el tipo de peligro y dos
numeros que designan peligros de explosividad (cédigos de 200 a 210),
inflamabilidad (c6digos de 220 a 230), etc. (Secretaria de Medio Ambiente, 2006).
Este identificador Unico siempre se muestra en las fichas de seguridad de cada
reactivo, de donde fueron obtenidos (cuadros 18y 19).

A continuaciéon, se describen los residuos quimico-peligrosos obtenidos
pertenecientes en cada uno de los métodos de extracciéon segin los siguientes
reactivos empleados en cada método de extracciéon (Cuadros 18 y 19).

e Método I: Hexadeciltrimetilamonio bromuro (CTAB), cloroformo y Beta
Mercaptoetanol

e Método II: Fenol, Cloroformo, Isopropanol, Beta Mercaptoetanol

e Método III: Isopropanol

En el método de extraccion I se emplea el uso de cloroformo que puede ser nocivo
en caso de ingestion (H302), toxicidad aguda en caso de inhalacion (H331), reactivo
de caracteristicas de carcinogenicidad (H351), Toxicidad especifica en
determinados 6rganos (exposiciones repetidas) (H372). Ademas de CTAB que
puede provocar dafio ocular (H318), asi como irritacion cutanea (H315), muy téxico
para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos (H410).

El método de extraccion Il emplea el uso de fenol, B-mercaptoetanol para romper
los puentes disulfuro de las proteinas presentes en la muestra. Segun la ficha de
datos de seguridad, indican que el B-mercaptoetanol es tdxico en caso de ingestion
o inhalacién y mortal en contacto con la piel ademas de que provoca irritaciéon
cutanea y lesiones oculares graves. En casos muy extremos puede provocar dafos
en algunos 6rganos como corazén e higado, tras exposiciones prolongadas o
repetidas, es muy toéxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos
duraderos (Roth, 2016). Por otro lado, el fenol, es téxico en caso de ingestion,
contacto con la piel o inhalacién, genera quemaduras graves en la piel y lesiones
oculares graves, se sospecha que produce defectos genéticos, puede provocar dafios
en los o6rganos tras exposiciones prolongadas o repetidas, es toxico para los
organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
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Los principales reactivos del método de extraccidon IIl son urea, acetato de potasio y
N-lauril saracosina sédica. Segin datos de la ficha técnica de seguridad, la urea no
presenta reactividad bajo condiciones ambientales normales, no se clasifica como
corrosivo, provoca malestares en caso de ingestién, no se clasifica como
sensibilizante respiratoria o sensibilizante cutdnea, no se clasifica como mutageno
en células germinales, carcin6geno ni téxico para la reproduccién; ademas, no se
clasifica como téxico especifico en determinados drganos (tanto en exposicion tinica
como repetida), nocivo para los organismos acuaticos (Pochteca, 2021; Roth, 2016).

El tipo de manejo que se especifica en la ficha de seguridad técnica para la N-lauril
saracosina sodica indica que, si se manipula de la manera correcta, no se requieren
medidas especiales, diversos ensayos sugieren no ser irritante o provocar corrosion
cutanea, no sensibilizante respiratoria, tampoco induce mutacién en genes de
mamiferos, ni aberraciones cromosémicas, el Unico riesgo que se puede presentar
con el uso de esta sustancia es lesiones oculares graves en caso de contacto. Sin
embargo, este riesgo puede disminuir si se manipula de manera correcta durante el

procesamiento de las muestras (Fagron, 2014; Pochteca, 2021).

Cuadro 18. Criterios de evaluacion para eleccién del método de extraccion en hoja de maiz

Criterios evaluados

Pureza

Método

Tratamiento

Ciclo
promedio de
amplificacion

Concentracion

Az60/Az80

Az60/A230

Tiempo
(horas)

Clasificacion de
residuos

23.9744

51.25

1.82

1.85

6

H302, H331, H315,
H319, H372, H410,
H318, H335, H373

24.53069

137.9

1.79

1.13

H302, H331, H315,
H319, H372, H410,
H318, H335, H373

II

23.672

459.5

1.86

2.1

H301, H302, H303,
H315,H319, H351,
H372,H311, H331,
H314,H318, H341,
H373,H411, H310,
H336

22929

130.2

1.83

2.02

H301, H302, H303,
H315,H319, H351,
H372,H311, H331,
H314, H318, H341,
H373,H411, H310,
H336

I

24.74

217.77

1.84

1.21

H302

23.09

160

1.84

2.2

4.5

H302
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Cuadro 19. Criterios de evaluacién para eleccién del método de extraccién en harina de maiz

Criterios evaluados
Pureza
Método | Tratamiento Ciclo Concentracién | Azeo/Az2s0 | Az60/A230 | Tiempo | Clasificaciéon
promedio de (horas) | deresiduos
amplificacién

[ A 23.0922 47.27 1.905 1.605 6 H302, H331,
H315,H319,

H372
B 25.2870 76.65 1.77 0.985 6 H302, H331,
H315,H319,

H372
11 C 23.672 459.5 1.86 2.10 7 H301, H311,
H331, H411,
H341,H310
D 22.929 130.2 1.83 2.02 7 H301, H311,
H331, H411,
H341,H310

11 E 31.23 254.2 2.12 1.65 4 H302

F 22.65 56.05 1.95 1.82 4.5 H302

Por lo tanto, se analizaron los datos obtenidos mediante una matriz cualitativa de
decision. Ya que se tenian cinco criterios a considerar y el objetivo en este proyecto
no era Unicamente elegir un método que presentara los valores mas altos para la
concentracion de ADN y los mas bajos para el ciclo de amplificaciéon del gen de
referencia. Sino elegir un método de extraccidon que permitiera reducir el tiempo de
procesamiento de las muestras, optimizando un método que le permitiera realizar
mas eficiente la extraccion de ADN en hoja y harina de maiz y establecer un método
de extraccidon que generara la menor cantidad de residuos quimico-peligrosos para
la salud del analista y el medio ambiente.

6.1.4. Matriz de decision cualitativa para la determinacion del método
optimo de extraccion

Al considerar los cinco criterios anteriormente mencionados, se construyé la matriz
de decision cualitativa para elegir el método préximo a estandarizar y validar. Como
se observa, se asignaron valores del 1 al 6 en cada uno de los criterios. El valor
asignado en cada uno de los criterios se especifica en el método. La matriz cualitativa
de decision se muestra en el cuadro 20 para hoja de maiz, en el cuadro 21 se muestra
la matriz cualitativa de decision para harina de maiz.
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Cuadro 20. Matriz cualitativa de decision para tratamientos en hoja de maiz

Criterios evaluados Sumatoria
Pureza
Tratamiento Ciclo Concentracion | Azeo/Az2s0 | Aze0/A230 | Tiempo | Clasificacion
Método promedio de de residuos
amplificacion
| A 3 1 3 3 5 4 19
B 2 3 1 2 5 4 17
Il C 4 6 6 5 4 2 27
D 6 2 4 4 4 2 22
11 E 1 4 5 1 6 6 23
F 5 5 5 6 5 6 32
Cuadro 21. Matriz cualitativa de decision para tratamientos en harina de maiz
Criterios evaluados Sumatoria
Pureza
Tratamiento Ciclo Concentracion | Azeo/Azs0 | Az60/A230 | Tiempo | Clasificacion
Método promedio de de residuos
amplificacion
: A 4 1 5 1 5 4 18
B 2 3 1 2 5 4 11
& ¢ 3 6 4 6 4 2 25
b 5 4 3 5 4 2 23
m E 1 5 0 1 6 6 17
F

6 2 6 1 5 6 26

Los resultados obtenidos con el método [, no fueron favorables casi en ningin
aspecto debido a que no presentaron la concentracion mas alta (Tratamiento A:
51.25ng/puL parahojay 47.27 ng/uL para harina). El tratamiento B presento valores
mas altos que el tratamiento A de concentraciéon tanto para hoja como en harina
(137.9 ng/uL y 76.65 ng/uL). Sin embargo, los ciclos de amplificacién tampoco son
los esperados en ambos tratamientos para un método de extraccién que requiere un
tiempo de proceso muy largo (Cuadros 18 y 19) y emplea el uso de cloroformo que
puede causar irritaciéon cutdnea y podria ser téxico en caso de inhalaciéon (Roth,
2017). Tomando en cuenta los cinco criterios, la sumatoria del método de extraccion
[ fue 19 y 17 puntos respectivamente para el tratamiento A y B en hoja; mientras
que en harina 18 y 11 puntos respectivamente (Cuadros 18 y 19). De esta manera,
es el primer método quedé descartado.

En el andlisis de cada uno de los tratamientos, se observé que la concentraciéon mas
alta se present6 en el tratamiento C con un valor de 459.5 ng/pL que pertenece al
meétodo II, posteriormente; el tratamiento E con un valor de 217.77 ng/pL. El ciclo
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de amplificacién para el gen de referencia hmg mas temprano se present6 en el
tratamiento F, perteneciente al método de extraccion IIl, que ademas presentd
valores 6ptimos para la pureza en ambas relaciones A260/Az280 (1.84) y Az60/A230
(2.2). Sin embargo, como se mencioné anteriormente, la generacion y tipo de
residuos generados fueron un criterio crucial en la seleccién del método de
extraccion definido.

El tratamiento que presenté la sumatoria mas alta con 32 y 26 puntos (Cuadros 20
y 21), fue el tratamiento F, perteneciente al método de extraccion III. A pesar, de no
contar con los valores mas altos de concentracidn, presenté el ciclo de amplificaciéon
mas temprano (22.65), el tiempo de proceso es menor al empleado en el tratamiento
C, que presento el segundo valor mas alto (25 puntos). Ademas, como se menciond
anteriormente, los residuos quimicos generados no requieren tratamiento,
etiquetado o desecho especial a diferencia de los generados en el tratamiento C,
donde también se requiere el uso en gran parte del proceso de una campana de
extraccion de gases para la manipulacion de los reactivos.

Actualmente, el cambio climdatico, la degradacion del medio ambiente y la
contaminacion son situaciones preocupantes; por lo tanto, encontrar alternativas
sostenibles en la ciencia es prioridad (Kurian y Das, 2021). Bankuti y colaboradores
en 2020 establecieron un método de extraccion de ADN a partir de cultivos
microbianos con bajo costo y ademas con menor carga de residuos ambientales.
Bajo este mismo principio, en el presente estudio se identifico el método con la
menor cantidad de residuos quimico-peligrosos al método III (Cuadros 20 y 21).

Molero y colaboradores (2017) establecieron que la busqueda de la calidad ha sido
siempre un punto clave en la gestion de los procesos. En la antigiiedad solo era
orientada hacia la conformidad con el servicio y con el avance del tiempo se fue
aplicando a todas las etapas de dichos procesos. El tratamiento F, perteneciente al
método III de urea ademas de ser el que presenté el ciclo de amplificacién mas
temprano, reduce comparablemente el tiempo de proceso empleado en los otros dos
métodos de extraccion. Una manera de disminuir el tiempo de proceso de extracciéon
es mediante el uso de kits comerciales, que desde que se introdujeron al mercado
en los afios 90 fueron muy exitosos debido a que generalmente estos kits suelen ser
métodos mas eficientes en tiempo, generalmente, los fabricantes proporcionan
datos de grandes concentraciones de ADN o pureza (Kazantseva et al, 2021;
Raghunathan et al,, 2020).

Las fases del proceso analitico de un laboratorio se presentan de manera general en
tres etapas: la etapa pre-analitica, donde se realiza la recolecciéon de muestra,
registro y procesamiento; la etapa analitica, donde se realiza el procedimiento de las
diferentes pruebas y el registro de resultados y finalmente la etapa post-analitica,
donde se realiza el informe y archivo de resultados, el resguardo de la muestra y la
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disposicion de residuos (Bone, 2023). Dentro del proceso analitico se encuentra la
extraccion de ADN, por lo tanto, con el objetivo de desarrollar una mejora continua,
se tomo el tiempo empleado en cada uno de los métodos empleados, tomando como
base la extraccion de 25 muestras. Los resultados se muestran en el cuadro 5. Se
observa que el método mas rapido es el método III, donde el tratamiento E se
desarrolla en 4 horas, mientras que el tratamiento F requiere tinicamente de 30
minutos mas debido al empleo de la columna de purificacion ADN Clean and
Concentrator™, Zymo Research.

A pesar de representar una gran opcion para la extraccion de ADN y reducir el
tiempo de proceso, el precio de los kits de extraccion es elevado y ese aspecto suele
ser una limitante dependiendo del presupuesto del laboratorio. En algunos estudios
se han encargado de evaluar distintos kits de extracciéon comercial centrandose en
el rendimiento y la pureza Jabeen y colaboradores en 2022 argumentaron que
cuando los ensayos posteriores a la extraccion requieren una alta calidad los Kits de
extraccidon son una mejor opcion, mientras que en los casos en que la cantidad de
ADN es requerida sobre la calidad, el método de CTAB es la mejor opcién, ademas
de ser mas econdmica. Sin embargo, se debe considerar que métodos manuales
como CTAB, a pesar de ser un método muy eficaz y obtener ADN de alta calidad
requiere de mucha capacitacion del analista y un gran tiempo de procesamiento.

Se evalud la cantidad y tipo de tratamiento que requerian los residuos generados
durante el proceso de extraccién de cada uno de los tratamientos. De acuerdo con
este criterio, se tomaba como 6 a aquellos que generaban menor cantidad de
residuos y su manejo no requeria un tratamiento especial, por lo tanto, los
tratamientos con el menor valor son aquellos que generaban mayor cantidad de
residuos y su almacenamiento, transporte y tratamiento eran especiales.

El tratamiento F, perteneciente al método de extraccion de urea modificado resultéd
exitoso en la matriz de maiz para hoja y harina. Los resultados presentados
respaldan el potencial del método para la extraccion de ADN de bajo costo y sensible
que permite extraer ADN para los ensayos posteriores de qPCR. Adicionalmente,
disminuye los pasos de pipeteado que se realizan en el método de CTAB, dando
como resultado buena reproducibilidad y generando una carga menor de residuos
al medio ambiente. Que puede ser un parteaguas para la extraccién en otras
matrices vegetales. El método propuesto en este proyecto proporciona un método
de extraccion eficaz. Aunque se requirié de un segundo paso de limpieza después de
la elucion empleando la columna de purificaciéon para obtener ADN de mayor calidad
y de esta manera, disminuir en promedio tres ciclos el valor de la amplificacion del
gen de referencia HMG-A. Concluyé con los mejores resultados en rendimiento,
pureza, ciclo de amplificacion, present6 la menor cantidad de residuos quimico-
peligrosos y disminuyd el tiempo de proceso que puede ser comparable a un kit de
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extraccion comercial sin representar un costo equivalente. Por lo tanto, se concluye
que fue el mejor método para los cinco parametros evaluados.

6.1.5. Estandarizacion del método de extraccion de urea modificado

La estandarizacién del método de extraccion se realizé inicamente para la matriz de maiz
en tejido de hoja.

e Fase I: Pesado de muestra y lisis celular

Cantidad de muestra: Con base en los resultados mostrados en el presente estudio
se demostré que la concentracion requerida para concluir con todos los ensayos
cualitativos y cuantitativos se obtenia a partir 200 mg. Por lo tanto, se eligié esta
cantidad como la 6ptima en muestras de hoja y harina de maiz.

Volumen de buffer de lisis (buffer A): El volumen indicado para muestras de hoja
fue 500 pL; mientras que para muestras de harina fue 1,000 pL. Lo anterior debido
a que con esta cantidad de volumen se logran cubrir los 200 mg de muestra tanto
para hoja, como para harina y el rendimiento de ADN aumentaba con el incremento
del volumen de buffer de lisis.

Tiempos de incubacion: Establecer una temperatura adecuada es fundamental,
diversos estudios realizan incubacién a 65°C (Castillo, Garcia y Reyes, 2004)
basados en estos antecedentes se eligié esta temperatura como la 6ptima en este
ensayo. Experimentalmente se demostro6 que el tiempo de incubacién inicial a 65°C,
no presentoé diferencia significativa para la incubaciéon en muestras de hojaa 20 y
30 minutos; de esta manera, se eligié 20 minutos pues reducia el tiempo de proceso
analitico. Por otra parte, el sobrenadante de las muestras de harina en contacto con
el buffer de lisis y la incubacién a 65°C comenzaba a presentar una consistencia
viscosa que imposibilitaba la recoleccion del sobrenadante, dificultando Ia
extraccion de ADN. Adicionalmente, la cuantificacion del ADN extraido mostré una
mayor absorbancia a una longitud de onda de 230 nm, lo que indicaba una alta
contaminacion de polisacaridos y compuestos fenoélicos (Rodriguez, 2023).

Velocidad de centrifugacion: El comportamiento de las muestras se observo
diferente en cada una de las velocidades de centrifugacidn. Se eligié continuar el
proceso con 10 minutos a 14,000 rpm, puesto que la recuperacion del sobrenadante
era mas sencilla y rapida, y solo en caso de haber recuperado el sobrenadante con
alguna particula de muestra, el sobrenadante se centrifugaba nuevamente y se
trasladaba a un nuevo microtubo.

-49 -



e Fase II: Precipitacion

Concentracion de aceto de potasio: Experimentalmente, tal como se describié; a
una concentraciéon de 5 M, el acetato de potasio se precipitaba y se observaban sales
en el fondo del recipiente en la disolucién 1:10 acetato de potasio: isopropanol. El
acetato de potasio ha sido ampliamente usado para la precipitacion de ADN, Paz y
colaboradores (2023), realizaron la extraccion en grano de algodén a una
concentracion 5 M, empleando adicionalmente acido acético glacial, incubando en
hielo durante 20 minutos y, posteriormente precipitando con isopropanol, proceso
que se realiz6 de la misma manera en este proyecto.

Tiempos de incubacion a -20°C: El precipitado de ADN se presenta generalmente,
a una alta concentracion de sales en compaiiia de un alcohol que interactda con los
puentes hidrogeno y precipita el pellet al fondo del microtubo. En el presente
estudio, el tiempo de incubacién de 20 minutos seleccionado es similar al empleado
por Paz y colaboradores (2023), por otro lado, Ramirez (2023) indica que es
recomendable evitar la congelaciéon y descongelacion durante el proceso de
extraccion, pues estos inducen dafio al ADN, por lo tanto, durante este paso, es
necesario emplear un solvente con un punto de fusion alto, el punto de congelacién
del isopropanol es -89.5°C. De esta manera, lo convierte en un solvente 6ptimo para
la incubacioén a -20°C.

e Fase Ill: Secado y re-suspension del pellet

Tiempo de secado de pellet: El correcto secado del pellet es un paso fundamental
en un método de extraccidn, ya que si se llega a secar en exceso el pellet se puede
representar efectos adversos el ADN en ensayos posteriores (la amplificacion de gen
en PCR tiempo real), nuestros resultados muestran que a 3 minutos aun se
presentaban restos de etanol en la pared del microtubo mientras que a 5 minutos el
pellet se seca por completo.

Volumen de Hz0: Se establecié la resuspension ideal del pellet en 100 pL.

Una vez establecidas las condiciones necesarias para estandarizar el método de
extraccion y que los resultados cumplieron con los criterios de aceptacion del
DAMNT, se prosigui6é a realizar las extracciones necesarias para garantizar la
extraccion de ADN bajo condiciones de repetibilidad y precision intermedia.

6.2. Desarrollo del material de referencia interno

6.2.1. Extraccion de ADN con el método de urea modificado

Los promedios de los resultados de concentracion y relacion Azeo/A280 y A260/A230
de las 250 extracciones de ADN de hoja de maiz se muestran en el cuadro 22. El
promedio de concentracidon de las 10 muestras presentd un valor de 697.35212
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ng/uL, este resultado es muy favorecedor en cuanto al rendimiento obtenido en la
extraccion. En cuanto a la relacion Az60/Az280 el promedio de todas las muestras se
encuentra en un rango 1.8-2.0.

Cuadro 22. Rendimiento y pureza de extracciones realizadas con el método de urea modificado del

material

Muestra | Concentracién| Azeo/A2s0 | Aze0/A230

1 530.28 1.9904 2.1236

2 719.9666 1.96166 1.7929

3 634.0666 1.9625 1.8733

4 489.976 1.9604 1.9376

5 376.96 2.0016 2.0724

6 614.272 1.918 1.8674

7 824.532 1.9788 1.9668

8 868.496 1.9744 1.6808

9 1029.716 2.0504 1.8348

10 885.256 2.0228 2.0116
Promedio 697.35212| 1.982096| 1.91612

n= 10 muestras
N= 250 extracciones de ADN

6.2.1. 2. Rendimiento del material de referencia negativo

Como se observa en el cuadro 22, se obtuvieron 250 extracciones de ADN de hoja
de maiz, a partir de la extracciéon de las 25 réplicas de cada una de las muestras. El
promedio total de todas las extracciones presentd un valor de 697.35212 ng/uL; sin
embargo, se observé que la desviacion estandar entre cada una de las muestras es
muy alta, obteniendo el valor mas bajo en 376.96 ng/uL perteneciente a la muestra
V; mientras que el valor mas alto se present6 en la muestra 9 con 1029.716 ng/pL.

La calidad del pellet de ADN obtenido esta determinada por diversos factores;
especialmente por la condicién fisiolégica o morfolégica del material vegetal
analizado. Las diferencias de concentracion y pureza de ADN se pueden deber a un
efecto de la muestra, ya que la varianza entre las réplicas no presenté diferencia
significativa. Vasquez et al., 2023 registra el mismo comportamiento revelando que
la cantidad y calidad de ADN se encontraba directamente asociada con el grado de
conservacion en semillas de maiz, demostrando que cuanto mejor era la
conservacion de las semillas, la calidad y cantidad de ADN que se obtenia de la
muestra era mejor.

El color de las hojas de las muestras a partir de las cuales se obtuvo el ADN podria
estar determinado a través de diversos factores como el déficit de algiin nutrimento
(Cevallos, 2020); o bien por el grado o madurez de la hoja en el momento que fue
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recolectada. La senescencia foliar se produce junto con los cambios de color en las
hojas y es un fenomeno visible en el ciclo de vida de la planta. Multiples factores
influyen en la progresion de la senescencia foliar, como la edad de la hoja y de la
planta, el crecimiento y el desarrollo, las hormonas vegetales, la luz, la sequia, el
estrés salino, la infeccién por patégenos o el ataque de herbivoros (Koyama, 2014;
Zhang et al, 2024). La senescencia implica una degradacion de clorofila,
carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos, de esta manera se puede deducir que al
extraer ADN a partir de hojas de muestras de temprana edad se obtendran mejores
resultados que al extraer ADN de hojas de etapa tardia.

Experimentalmente se demostré este fendmeno, en la figura 15 se muestra una
imagen de tubos con diversas muestras durante su extraccion. Los resultados mas
altos en concentracion se obtuvieron de las muestras en las que el sobrenadante
obtenido después de la lisis celular presentaba una coloraciéon verde oscuro.
Obtener un alto rendimiento era un objetivo primordial en este proyecto, ya que
esto permitiria realizar todos los ensayos cualitativos y cuantitativos a partir de una
sola extraccion de ADN sin la necesidad de extraer nuevamente durante el proceso
analitico. Acosta (2021) establece que para generar una alta unidad productiva de
rendimiento es necesario para mejorar la operaciéon de diversos factores, con la
finalidad de reducir los impactos ambientales por dicha actividad. Delgado y
colaboradores (2019) mencionan que un Sistema de Gestion Integral permite la una
direccion basada en la optimizacion de procesos con la disminucién de los impactos
ambientales generales.

Figura 15. Extraccién de ADN con tratamiento F en hoja de maiz

6.2.2. Evaluacion de la especificidad en material de referencia negativo

El ensayo de especificad demostr6 la amplificacién de los genes de referencia
Unicamente en las muestras de maiz. La especificidad se refiere a la aptitud para
responder exclusivamente al analito que se debe realizar, se evalia contra
compuestos similares dentro de un grupo. El ensayo se realiz6 en distintos blancos
de matriz para observar posibles interferencias debidas a la variedad de la matriz.
Los resultados presentados en el cuadro 23, verificaron que no existié amplificacion
cruzada entre todos los elementos ensayados determinando que los
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oligonucleé6tidos y sondas utilizados son especificos para los diferentes genes de

referencia HMG-A, ADH1 y Zeina.
Cuadro 23. Evaluacion de la especificidad

ADN de diferentes Resultado Resultado Resultado

matrices HMG-A ADH1 Zeina

Soya Negativo Negativo Negativo

Algodén Negativo Negativo Negativo

Canola Negativo Negativo Negativo

Arroz Negativo Negativo Negativo

Alfalfa Negativo Negativo Negativo

Maiz Positivo Positivo Positivo

6.2.3. Eficiencia de amplificacion en material de referencia negativo

En el cuadro 24 se presenta el promedio de 50 datos de pendiente, eficiencia de
amplificacién y coeficiente de correlacion. La eficiencia de amplificacién y la
ausencia de la prueba de inhibidores cumplié con los parametros establecidos por
la Red Europea de Laboratorios de OGM (ENGL), por sus siglas en inglés. Donde se
establecen los valores de aceptaciéon para pendiente (-3.1 a -3.6), coeficiente de
relacion (20.98) y eficiencia de amplificacion (90 a 110%) (Marchesi et al, 2015).
Por otra parte, la inhibicion de la PCR se analiz6 contemplando la guia “Directrices
para la validacién de métodos de extraccion de ADN aplicados en el analisis PCR
posterior de alimentos y piensos para detectar la presencia de material modificado
genéticamente” de Hans-Ulrich y Grohmann (2014), donde se verifico la
amplificacion del gen de referencia en cada nivel de dilucién (ISO 21570:2005). En
el cuadro 24 se muestra la media de los cuatro puntos de las curvas (100, 50, 25 y
12.5%). Las figuras 16 y 17 representan las curvas estdndar recuperadas a partir del
software del termociclador QuantStudio 6 Pro®.

Siguiendo la ecuacion de la PCR, se indica que en una dilucién 1:2, la amplificacién
de la secuencia blanco es uno, por lo tanto, se espera que la amplificacion entre cada
punto de la curva estandar sea aproximadamente cada ciclo. En el cuadro 24, se
observa que el promedio de los cuatro puntos de las curvas cumple con este criterio.
La muestra 8 presenté un comportamiento un poco diferente respecto a las demas
muestras, se observa entre el punto B (50 ng/uL) y el punto C (25 ng/uL) una
diferencia de 1.3 ciclos de amplificacion. Sin embargo, todas las curvas de la muestra
cumplieron con los criterios de aceptacién en cuanto a pendiente, eficiencia de
amplificacion y coeficiente de correlacion.
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Cuadro 24. Eficiencia de amplificacién del gen de referencia HMG-A en hoja de maiz

Muestra Concentracion de ADN ng/uL /ciclo de | Pendiente | Eficiencia | Coeficiente
amplificaciéon de
100 50 25 12.5 % correlaciéon
(R?)
1 25.998 | 26974 | 28.022 | 29.182 -3.4725 94.1325 1
2 27.62 28.554 | 29.416 | 30.324 -3.345 98.925 0.996
3 26.592 | 27.428 | 28.494 | 29.542 -3.51 92.8325 1
4 27.358 | 28.444 | 29.374 | 30.418 -3.36 98.86 0.990
5 27.662 28.79 29.866 | 30.828 -3.528 92.086 0.998
6 28.03 29.048 | 30.086 31.18 -3.486 93.748 0.996
7 26.068 | 27.132 28.38 29.032 -3.432 95.894 0.988
8 26.56 27.67 | 28932 | 29.974 -3.472 94.112 0.988
9 27.57 28.666 29.73 30.69 -3.472 94.242 0.994
10 26.93 28.01 28.996 | 30.022 -3.412 96.42 1
PROMEDIO | 27.0388 | 28.0716 | 29.1296 | 30.1192 | -3.44895 | 95.1252 0.988

n=600 debido a que se generaron curvas estandar con 4 puntos por triplicado para alcanzar
concentraciones finales equivalentes a 100, 50, 25y 12.5 ng/pL.
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Figura 16. Curva estdndar de presencia de inhibidores con la amplificacién del gen de referencia HMG-
A en una dilucién 1:2. La curva cumple con todos los criterios de aceptacién de pendiente, eficiencia y

R2.
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Figura 17. Curvas estdndar de presencia de inhibidores con la amplificacion del gen de referencia HMG-
A en una dilucién 1:2. Las curvas cumplen con todos los criterios de aceptacion de pendiente, eficiencia
Yy R2.

6.2.4. Evaluacion de la presencia de inhibidores en material de referencia
negativo

La evaluacion de la presencia de inhibidores se realizé debido a que la PCR es una
técnica enzimatica, por lo tanto, es susceptible de elementos que puedan inhibir la
reaccion, existen una gran variedad de sustancias que pueden ser inhibidores;
algunas son propias del material con el que se trabaja o bien, pueden ser restos de
la extraccion de ADN, entre las sustancias que pueden presentarse como inhibidores
se encuentran compuestos organicos como inorganicos. En el caso propio de las
plantas pueden presentarse polifenoles, polisacaridos y distintos colorantes. Se han
realizado diversos estudios que comprueban la presencia de inhibidores, no
unicamente durante extraccion de ADN gendmico, Alcaide y colaboradores en el
2020 reportaron que especificamente en algunos casos, la electroforesis capilar no
permite el dimensionamiento preciso y una estimacion razonable de la
concentracion absoluta de las muestras, este ensayo es ciego a la presencia de
impurezas que pueden interferir en los analisis posteriores. La prueba de
inhibidores permite determinar la calidad del ADN obtenido, asi como verificar que
no existe presencia de elementos que puedan resultar en una amplificacién
deficiente (Sidstedt et al, 2019).
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En el cuadro 25 se muestran los ciclos de amplificacion para determinar la presencia
de inhibidores mediante el calculo del ACp sustentado en el valor de pendiente,
intercepto y el ct tedrico obtenido de algoritmos de calculo. Todos los valores de
ACp, se encuentran dentro del criterio aceptable (Marchesi et al,, 2015), por lo que
se determina que las extracciones estan libres de sustancias que pudiesen retrasar
el ciclo de amplificacion. Estos criterios estan basados en la guia de referencia en
materia de OGMs de la Joint Research Centre (JRC), las medidas de la Uni6n Europea
en materia de OGMs son un marco de referencia internacional. Los datos obtenidos
para la eficiencia de amplificacion y la presencia de inhibidores de este proyecto
cumplieron con los requerimientos establecidos en el MPR de la Red de
Laboratorios de OGM, por lo tanto, son validos a nivel internacional.

Cuadro 25. Prueba de presencia de inhibidores de gPCR

Muestra Réplica de Intercepto Cq medido Cq tedrico A Cq
extraccion

3 | 33.9500 27.8638 27.9102 -0.046
I1 33.2722 27.5702 27.5018 0.068
I1 33.9531 27.8770 28.0081 -0.131
IV 34.6300 27.8070 28.5426 -0.736

4 | 34.0163 28.6470 28.7033 -0.056
I1 34.6970 28.7560 28.7550 0.001
I11 34.0780 28.6507 28.4153 0.235
IV 33.8547 27.8841 27.8653 0.019

5 I 34.4138 28.7243 28.7499 -0.026
I1 34.6460 28.8666 28.9336 -0.067
II1 34.7860 28.6100 28.8889 -0.279
IV 34.6590 28.6507 28.9946 -0.344

6 I 34.5655 28.9146 28.9295 -0.015
I1 35.6813 29.6367 29.6457 -0.009
I1 34.9091 28.8632 28.8331 0.030
IV 34.8047 28.9719 28.9631 0.009

9 I 34.5541 28.8072 28.8291 -0.022
I1 34.2214 28.6209 28.5615 0.059
I1 34.4607 28.6100 28.5070 0.103
IV 34.5376 28.4259 28.4563 -0.030

10 | 33.6185 27.8897 27.8767 0.013
I1 33.8707 28.1132 28.0884 0.025
I11 33.7161 27.9522 27.9308 0.021
IV 33.8566 27.9635 27.8980 0.066
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6.2.5. Amplificacion de genes de referencia en material de referencia
negativo

Los resultados de la amplificacion de los tres genes de referencia evaluados se
muestran en el siguiente cuadro, se presenta la media aritmética de 400 datos de
cada gen de referencia. En la figura 18 se muestra la amplificacion de los tres genes
de referencia en una misma muestra, se observa graficamente que el gen de
referencia HMG-A es el que cuenta con el ciclo mas temprano. Al analizar los
resultados de amplificacion de cada gen de referencia, se determiné que el gen de
referencia HMG-A es con el que se obtiene un ciclo de amplificacién mas temprano
(Cuadro 26). Por lo tanto, se selecciond este gen como el dptimo para la validaciéon
del método.

Cuadro 26. Resultados de concentracion, pureza y amplificacion de gen HMG-A, ADH1 y zeina sin
columna de purificacion DNA Clean and Concentrator™, Zymo Research

Media de ciclo de ampliacién
Muestra HMG-A ADH1 Zeina
1 25.5944912| 27.4741875|26.6833854
2 26.9321357 | 28.1300499 | 27.6532121
3 26.3158828 | 27.6496668 |26.4515139
4 27.0048478| 29.3949314 |28.2732434
5 27.3141589 | 30.7641447|28.9411062
6 27.5026652 | 29.2806301 | 28.8589776
7 25.5548074 | 26.8158607 | 25.6864246
8 26.138181| 27.9186107|26.5551231
9 27.1863411 | 29.0290564 | 28.6311453
10 26.3838069 | 28.2292941 | 28.0645182
Promedio |26.5927318 | 28.4686432 |27.579865

n=1,200 réplicas de amplificacién de los tres genes de referencia. 400 datos corresponden a
HMG-A, 400 para ADH1 y 400 para zeina.

Es importante la amplificacion del gen de referencia debido a que, en la actualidad, la
cuantificacién del contenido de material genéticamente modificado en productos de comida
y piensos alimenticios se realiza por medio de PCR en tiempo real o PCR digital, para ello se
requiere de la amplificacidon de un gen de referencia. Diversos estudios se han encargado de
realizar la amplificacidn de diferentes genes de referencia en maiz (Gutiérrez-Angoa et al.,
2015; Lietal, 2022; Savini et al., 2023). La ventaja que se presenta en el método empleando
gPCR es su alta sensibilidad, en teoria un ensayo de qPCR puede detectar el transgén
insertado independientemente de su ubicacion en el genoma (Liu et al, 2021).
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Figura 18. Amplificacion de genes de referencia en hoja de maiz. En color rojo se presenta la
amplificacién de HMG-A, en color morado la amplificacion de ADH1 y en azul se presenta la
amplificacién del gen Zeina

6.2.5.1. Amplificacién de gen de referencia empleando columna de
purificacion

La amplificacion del gen de referencia HMG-A empleando la columna de purificacién se
realizé con el objetivo de obtener un ciclo de amplificacién mas temprano. Los resultados
se presentan en el cuadro 27. En la figura 19 se muestra el grafico obtenido del
espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000/2000c en una muestra de ADN de hoja de maiz con la
columna de purificacion DNA Clean and Concentrator™, Zymo Research. Como se observa
en el cuadro 16, los valores de Az¢0/A280 ¥ Az60/A230 Se encuentran dentro de los rangos
establecidos en la norma 1SO021570:200519 (Anexo B1 sobre ADN monocatenario). Los
resultados de ciclo de amplificacién mostrados en el cuadro 25, demuestran que mediante
la purificacion del ADN el ciclo de amplificaciéon disminuyd 2.6 ciclos.
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Figura 19. Imagen de grdfico del espectrofotémetro NanoDrop™ 2000/2000c en muestras de ADN de

hoja de maiz con la columna de purificacién DNA Clean and Concentrator™, Zymo Research

Cuadro 27. Muestras estandarizas de ADN de hoja de maiz purificadas mediante la columna DNA

Clean and Concentrator™, Zymo Research

Ciclo de
Muestra | Concentracidn | Azeo/A2s0 |Aze0/A230| amplificaciéon

1 51.58 1.89 2.12 23.7130

2 52.46 1.87 1.97 24.3559

3 52.12 1.86 1.97 24.0941

4 52.52 1.84 1.93 24.3690

5 52.72 1.84 1.97 24.3098

6 53.92 1.85 1.92 24.6006

7 52.86 1.84 2.11 23.2705

8 52.02 1.85 1.95 23.1889

9 52.54 1.87 2.06 23.5972
10 51.32 1.87 2.17 23.5203
Media 52.406 1.858 2.017 23.9019

Para concentracion y pureza n=50; para ciclo de amplificacién n=200 repeticiones

6.3. Generacion y extraccion de ADN del material de referencia positivo

Los resultados de la concentracion obtenida de las mezclas del material de referencia

positivo se muestran en los cuadros 28 y 29. La concentracién de las mezclas demuestran
nuevamente el comportamiento establecido en la extracciéon del material de referencia
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negativo. Donde se obtuvo el mayor rendimiento de concentracién en las réplicas donde el
sobrenadante obtenido después de la lisis celular presentaba un color verde oscuro. Los
resultados de concentraciéon mas altos se obtuvieron en el porcentaje 10%, se registr6é un
promedio de 1133.45 ng/uL. En el cuadro 28, se muestra como disminuy6 el promedio de
la concentracién en las mezclas generadas a partir de la muestra testigo. En la mezcla 1.0%,
se obtuvo un promedio de 445.925 ng/uL. Esta mezcla fue generada a partir de 4,500 mg
del material de referencia negativo y 500 mg del material de referencia positivo. A partir de
este porcentaje, la concentraciéon siguié un comportamiento similar en el resto de las
mezclas, ya que cada vez se agregd menor cantidad del material de referencia positivo y
mayor cantidad del material de referencia negativo.

Cuadro 28. Concentracion y pureza de ADN extraido del material de referencia positivo. Porcentajes:
10,1.0y 0.10%.

Material de referencia positivo de hoja OGM (%)
10% 1% 0.10%
Concentracion Concentracién Concentracién

Réplica (ng/uL) A260/A280 | A260/A230 (ng/uL) A260/A280 | Az60/A230 (ng/pL) Az60/A280 | A260/A230

I 1174.4 2.02 1.64 466.4 1.92 1.93 440.8 1.92 1.97

11 1087.5 2 1.68 446.3 1.94 1.83 444.8 1.93 1.95

111 1064.7 2.04 1.77 389.3 1.94 1.7 399.3 1.94 1.83

Y% 1207.2 2.01 1.72 481.7 1.94 1.85 454.3 1.93 191

Media 1133.45 2.0175 1.7025 445.925 1.935 1.8275 434.8 1.93 1.915
D.E. 68.2005| 0.0171| 0.0556 40.4376 0.01| 0.0954 24.3345| 0.0082| 0.0619

Cuadro 29. Concentracién y pureza de ADN extraido del material de referencia positivo: 0.5, 0.025y 0.010%.
Material de referencia positivo de hoja OGM (%)
0.05% 0.025% 0.010%
Concentracion Concentracion Concentracién

Réplica (ng/uL) Az60/Az280 | Az60/Az230 (ng/pL) A260/A280 | Az60/A230 (ng/pL) Az60/Az280 | Az60/A230

| 479.5 1.96 1.67 472 1.92 1.96 521.8 1.87 1.87

11 480.1 1.95 1.88 508.4 1.94 1.85 534.6 1.94 191

111 480 1.96 1.68 515.6 1.94 1.85 487 1.94 1.96

IV 482.6 1.93 1.93 516.8 1.96 1.87 509.8 1.95 1.88

Media 480.55 1.95 1.79 503.2 1.94 1.8825 513.3 1.925 1.905

D.E. 1.3916 0.0141 0.1344 21.1282 0.0163 0.0525 20.2475 0.0370 0.0404
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6.3.1. Purificacion de ADN del material de referencia positivo

La mezcla 0.010% estuvo constituida por 4,995 mg del material de referencia
negativo y unicamente 5 mg de material de referencia positivo. El valor de la
relacion Az60/Azs0 en todas las mezclas se presentd en valores 6ptimos (1.9-2.0). Sin
embargo, la relacion Azeo0/A230 presentd valores bajos (1.7-1.9). Estos valores
indican la presencia de compuestos como carbohidratos, proteinas, etc. Por lo tanto,
se decidi6 purificar las mezclas, en los cuadros 28 y 29 se muestra el promedio de
concentracion y pureza de las mezclas purificadas con la columna.

o
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Figura 20. Imagen de grdfico en espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c donde se evalud la concentracion y pureza
para establecer el LOD y el LOQ.

Cuadro 30. Concentracién y pureza del material de referencia positivo 10, 1y 0.1% purificadas

Material de referencia positivo de hoja OGM (%)
10% 1% 0.10%
Concentracién Concentracién Concentracién | Azeo/Azs
Réplica (ng/pL) Azeo/Azso | Azeo/A2zo (ng/pL) Azeo/Azs0 | Azeo/A230 (ng/pL) 0 Aze0/Az30
I 118.7 1.92 2.13 103.8 1.88 2.12 84.3 1.92 2.13
11 117 1.95 212 117.7 1.87 211 98.7 1.89 211
111 112.4 1.9 2.08 95.7 19 2.08 92.1 1.88 2.17
IV 124.6 191 2.18 108.5 1.88 2.2 95.5 1.88 2.17
Promedio 118.175 1.92 | 2.1275 106.425| 1.8825| 2.1275 92.65 1.892 2.145
D.E. 5.04273405| 0.0216| 0.04113 9.18962 | 0.01258 0.0512 6.18465 | 0.0189 0.03
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Cuadro 31. Concentracion y pureza del material de referencia positivo 0.05, 0.025y 0.01%

purificadas
Material de referencia positivo de hoja OGM (%)
0.05% 0.025% 0.010%
Concentracion Concentracién Concentracion

Réplica (ng/pL) Az60/A280 | A260/A230 (ng/uL) Aze0/A280 | Az60/A230 (ng/puL) Aze0/A280 | A260/A230

I 95.5 1.92 213 96.1 1.88 212 95.7 1.92 213

11 101.6 1.95 212 97.4 1.87 211 94.5 1.89 211

11 94.5 1.9 2.08 82.6 1.9 2.08 94.5 1.88 2.17

1\% 116 191 2.18 78.9 1.88 2.2 102 1.88 2.17
Promedio 101.9 1.92 2.1275 88.75 1.8825 2.1275 96.675 1.8925 2.145
D.E. 9.90992768 0.0216| 0.04113 9.37532222|0.012583 | 0.051235 3.59478789 | 0.01893 0.03

6.4. Limite de deteccion

6.4.1. Limite de Deteccion bajo condiciones de repetibilidad

En el cuadro 32 se muestran los resultados promedio del limite de deteccion bajo
las condiciones de repetibilidad, se obtuvieron 64 réplicas de deteccion para cada
porcentaje generado. Se detect6 el 100% de las repeticiones del evento DAS-@15@7-
1 en todos los porcentajes. Se compararon las réplicas de los ciclos contra la media
de cada porcentaje, en el cuadro 30 se muestra el minimo, el maximo y el promedio
de las mezclas. Se verific6 que no existiera una diferencia de +/-0.5 ciclos entre el
promedio y las réplicas del evento transgénico. Sin embargo, a partir del porcentaje
0.05% se presento6 una diferencia en algunos datos entre el promedio y el maximo
de (21 ciclo) en todas las diluciones. Por lo tanto, se estableci6 como LOD practico
0.1% bajo condiciones de repetibilidad.

Segun la férmula de la PCR, en una dilucion 1:2 se espera una diferencia de 3.3 ciclos.
Las primeras tres mezclas generadas se realizaron con ese factor de dilucién. El
promedio del ciclo del evento para el porcentaje 10% fue 25.8882, el porcentaje 1%
presenté un valor de 28.8079 y 32.3251 para la mezcla 0.1%. Es decir, entre la
primera y segunda muestra existio una diferencia de 2.9 y entre la segunda y tercera
3.5 ciclos. Las ultimas tres mezclas se realizaron con una dilucién 1:10, partiendo
nuevamente con la férmula de la PCR, se espera una diferencia de un ciclo de
diferencia entre una mezcla y la siguiente. La mezcla 0.05% present6 un ciclo de
33.3131, lo cual indica una diferencia de 0.988 ciclos, mientras que la mezcla 0.05 y
0.010 presentaron una diferencia de 1.6 ciclos. Entre las ultimas dos mezclas se
presenté una diferencia de 0.3662 ciclos. Se realiz6 el ensayo bajo condiciones de
repetibilidad debido a que se requeria comparar el grado de concordancia entre
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resultados sucesivos e independientes obtenidos por el mismo método empleando
un material idéntico bajo las mismas condiciones (aparatos, operadores, laboratorio
e intervalos de tiempo cortos) (DSG, 2024). Los 16 valores obtenidos entre cada
réplica en las mezclas cumplieron en concordancia entre los resultados del ensayo
de LOD bajo condiciones de repetibilidad tal como se indica en el procedimiento
MEC-PR-VAL “GUIA DE VALIDACION DE METODOS”.

Cuadro 32. Limite de deteccion bajo condiciones de repetibilidad

Réplica de Minimo Maximo Media Media de
porcentaje réplicas
10%]I evento 25.6035 25.9722 25.8197 | 25.8882
10%]II evento 25.5231 26.2030 25.8671
10%III evento 25.6654 26.2827 25.9477
10%]IV evento 25.6169 26.1738 25.9184
1%l I evento 28.4860 29.0218 28.8459 | 28.8079
1%II I evento 28.5416 28.9907 28.7789
1%III I evento 28.3713 29.0607 28.7718
1%IV I evento 28.3875 28.9679 28.8350
0.1%l evento 32.0834 33.3144 32.6630 | 32.3251
0.1%]I evento 32.1616 32.8790 32.4083
0.1%lII evento 32.0031 33.0323 32.5227
0.1%IV evento 31.3067 32.4800 31.7065
0.05%I I evento 32.2233 | 33.4718 | 32.5753 | 33.3131
0.05%II I evento 32.6530 34.1490 33.2384
0.05%]III I evento 33.3292 34.5261 33.8215
0.05%IV I evento 32.7572 34.7552 33.6171
0.025%]I evento 33.7784 36.4538 34.9008 | 34.9385
0.025%lI evento 33.9393 35.5902 34.6586
0.025%]III evento 34.8665 37.8040 35.5821
0.025%IV evento 32.8384 36.5284 34.6124
0.010%]I evento 34.5820 36.8583 35.3101 | 35.3017
0.010%]II evento 34.5820 36.8583 35.3101
0.010%III evento 34.6865 36.9153 35.3064
0.010%]IV evento 33.9164 41.5172 35.2802

6.4.2. Limite de deteccion bajo condiciones de reproducibilidad intermedia

En todos los porcentajes se detecté el 100% de las repeticiones del evento DAS-
@15@7-1. Para considerar una muestra positiva se consideré que no existiera una
diferencia +/- 0.5 ciclos entre las cuatro réplicas de la amplificacién del evento. En
el cuadro 33 se presentan los valores obtenidos en el ensayo de LOD bajo
condiciones de reproducibilidad intermedia. Este ensayo presento valores similares
a los obtenidos en el LOD bajo condiciones de repetibilidad. Nuevamente, a partir
del del porcentaje 0.05% se presentd una diferencia en algunos datos entre el
promedio y el minimo o maximo de (21 ciclo) e incluso entre los promedios de las
cuatro réplicas de cada porcentaje; este comportamiento se presento en el resto de
las diluciones. Por lo tanto, se establecié como LOD practico 0.01%.
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Cuadro 33. Limite de deteccién bajo condiciones de reproducibilidad intermedia

Réplica de Minimo Maximo Media Media de
porcentaje réplicas
10%]I evento 25.7008 26.3537 26.0086 26.0150
10%II evento 25.7010 26.1827 25.9982
10%]II evento 25.7679 26.2155 25.9989
10%]IV evento 25.7406 26.3679 26.0542
1%] I evento 28.5850 29.3081 29.0260 28.9516
1%]II1 1 evento 28.4497 29.1959 28.8904
1%III I evento 28.4998 29.2736 28.9315
1%IV I evento 28.6649 29.2651 28.9586
0.1%]I evento 32.2976 33.3163 32.7610 32.5031
0.1%lI evento 31.9146 33.0516 32.5009
0.1%lII evento 32.3362 33.3616 32.7466
0.1%IV evento 31.6049 32.2830 32.0039

0.05%]I I evento 32.2447 33.2176 32.6858 33.5184
0.05%II [ evento 32.5436 | 33.9654 | 33.3552
0.05%III I evento 33.4545 | 35.3414 | 34.1632
0.05%IV I evento 33.0624 34.7197 | 33.8692
0.025%]I evento 34.1595 37.2429 | 35.2934 | 35.2504
0.025%]II evento 34.3846 36.4769 35.4206
0.025%]III evento 33.5441 35.8340 34.6763
0.025%]IV evento 34.8044 37.7190 35.6115
0.010%]I evento 34.4023 38.5610 35.6528 35.7099
0.010%]II evento 349316 37.6758 36.0696
0.010%]II evento 34.6955 37.4739 35.7289

0.010%]IV evento 34.5844 36.1178 35.3882

En las primeras tres mezclas, nuevamente se esperaba una diferencia de 3.3 ciclos.
El promedio del ciclo del evento para el porcentaje 10% fue 26.0150, el porcentaje
1% presenté un valor de 28.9516 y 32.5031 para la mezcla 0.1%. Es decir, se
presenté una diferencia de 2.9 entre las dos primeras mezclas, mientras que entre
la segunday tercera existieron 3.55 ciclos. En las ultimas tres mezclas realizadas con
una dilucion 1:10, se esperaba una diferencia de un ciclo de diferencia entre una
mezcla y la siguiente. La mezcla 0.05% presentd un ciclo de 33.5184, lo cual indica
una diferencia de 1.01 ciclos, mientras que la mezcla 0.05 y 0.010 presentaron una
diferencia de 1.6 ciclos. Entre las ultimas dos mezclas se presenté una diferencia de
0.4595 ciclos. Estos valores comprueban nuevamente el comportamiento de las
mezclas obtenido en el ensayo de repetibilidad, debido a que presentaron
exactamente las mismas diferencias de ciclos.

6.4.3. Limite de deteccion bajo condiciones de robustez

Este ensayo se realizé en un equipo de termociclador diferente (LC-480). En el
cuadro 34 se muestran los resultados obtenidos para este ensayo. **Sin embargo, a
pesar de que se detecto6 el 100% de amplificaciones, a partir del porcentaje de 0.05%
existié una diferencia significativa (1.0 ciclos en todas las repeticiones). Los tres
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ensayos realizados para establecer el LOD se comportaron de manera similar, las
primeras tres mezclas presentaron repetibilidad entre los ciclos de amplificaciéon
del gen del evento transgénico DAS-@15@7-1 en cada uno de los ensayos.

En las primeras tres mezclas se esperaba una diferencia de 3.3 ciclos de diferencia
entre una y otra. El ciclo de amplificacion del gen del evento para la mezcla 10% fue
27.1344, entre esta mezcla y la siguiente se presentd una diferencia de 3.4 ciclos,
entre la mezcla 1% y 0.10% existi6 una diferencia de 2.8 ciclos. En las dltimas tres
mezclas se esperaba una diferencia de un ciclo de diferencia, entre la mezcla 0.05%
y 0.01% se present6 una diferencia de 2.5 ciclos; finalmente las dltimas dos mezclas
presentaron una diferencia de 0.9 ciclos. Estos datos indica una diferencia
comparados contra los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad intermedia,
especificamente entre las Ultimas cuatro mezclas. Donde, en los ensayos anteriores
los valores fueron 1.6 y aproximadamente 0.4 ciclos. En el equipo de termociclador
LC-480 aumentaron notablemente las diferencias.

La robustez es definida como la capacidad de un proceso analitico de no ser afectado
por variaciones deliberadas de las condiciones del método, en este sentido el
objetivo de la prueba de robustez es optimizar el método analitico desarrollado o
implementado por el laboratorio, y describir en qué condiciones analiticas
(incluidas sus tolerancias), se pueden obtener resultados confiables. Una de las
pruebas para evaluar la robustez es con base en la prueba de robustez de Youden y
Steiner (Bedregal et al, 2007). Sin embargo, en el MEC-PR-GVM “GUIA DE
VALIDACION DE METODOS” (DSG, 2024) se establece que el laboratorio puede
utilizar cualquier método siempre y cuando esté plasmado en su protocolo de
informe de validacion. Adicionalmente, se sugiere que la robustez no debera ser
empleada como un alcance al método de rutina.

En el presente estudio el ensayo de robustez se evalu6 mediante la variabilidad de
instrumentos y equipo, se llevd a cabo en el equipo LightCyclerl 480® (bloque de
384 pozos). Un estudio realizado por Watanabe y colaboradores (2021)
ejemplifican que durante la deteccion de SARS-Cov-2 en Japon, el Instituto Nacional
de Enfermedades Infecciosas recomendaban el uso del LightCycler1 480®, reportan
que a pesar de ser un equipo que se reducia el tiempo de proceso, las operaciones
medicion son complejas y requieren personal con la competencia pertinente. El
empleo de este equipo optimiza el tiempo de proceso lo cual lo hace eficiente cuando
se requieren analizar diversas muestras en un periodo corto, sin embargo, no en
todos los laboratorios es posible su uso debido a que su manipulacién es complicada,
reto que se logrd superar en este trabajo ya que todos los resultados cumplieron con
los criterios de aceptacion de la Union Europea.

Cuadro 34. Limite de deteccién bajo condiciones de robustez
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Réplica de Minimo Maximo Media Media de
porcentaje réplicas
10%]I evento 26.7400 27.2400 27.0244 | 27.1344
10%]II evento 26.9100 27.2700 27.1169
10%]III evento 26.9400 27.4900 27.1875
10%]IV evento 26.9700 27.4400 27.2088
1%l I evento 30.4900 30.8900 30.6125 | 30.6113
1%]II I evento 30.2500 30.9400 30.6019
1%III I evento 30.0700 30.8900 30.6150
1%IV I evento 30.2600 30.8500 30.6156
0.1%l evento 32.8300 33.9400 33.4244 | 33.4694
0.1%lI evento 32.9900 34.0800 33.5044
0.1%]III evento 33.0000 33.7500 33.4888
0.1%IV evento 33.1300 33.8400 33.4600
0.05%I I evento 33.4400 34.3000 33.7631 | 34.5152
0.05%]II I evento 33.9200 34.7700 34.4275
0.05%III I evento 34.6100 | 35.7400 | 35.0663
0.05%IV I evento 31.2200 | 35.8000 | 34.8038
0.025%]I evento 35.7500 36.8400 36.3750 | 37.0536
0.025%]II evento 36.6300 38.1900 37.3981
0.025%]III evento 35.6300 37.4700 37.0169
0.025%]IV evento 36.7900 38.7500 37.4244
0.010%]I evento 36.6200 38.7700 37.6550 | 37.9819
0.010%]II evento 37.6200 40.0000 39.0906
0.010%]II evento 36.6900 39.4900 37.7131
0.010%]IV evento 36.6600 39.0900 37.4688

6.4.4. Analisis general del LOD

Especificamente en lo que respecta al limite de deteccidn el criterio de aceptacion
establecido en el laboratorio indica que debe ser igual o mayor al 95% de la
amplificacion del gen de interés. Es decir, se debe presentar la amplificacion del
analito de interés en al menos el 95% de los datos. En los ensayos de LOD bajo
repetibilidad, reproducibilidad intermedia y robustez se present6 el 100% de la
amplificacién para el evento DAS-@15@7-1 en todos los porcentajes de las mezclas.
Sin embargo, no se cumpli6 para todas las mezclas el criterio de diferencia de 0.5
ciclos entre el minimo y maximo de las réplicas de cada mezcla.

Con base en los resultados anteriores (cuadros 32, 33 y 34), la deteccidon del evento
DAS-@#15@7-1, se comporté de manera similar en ambos equipos de termociclado
entre las primeras tres mezclas. Sin embargo, existio diferencia significativa en
todos los porcentajes de las mezclas generadas. Los ensayos y mediciones dentro de
un laboratorio requieren de patrones de medicion reproducibles y los resultados
siempre se encuentran sujetas a cierta incertidumbre, de acuerdo con la norma
ISO/IEC 17025:2006, se establece que todo laboratorio de calibracion o ensayo debe
tener procedimientos de control de calidad para realizar el seguimiento de la validez
de los ensayos (Delgado et al, 2019; Portuondo y Portuondo, 2010).
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Se puede determinar el limite de deteccidn tedrico a través de la cuantificacidon de
blancos de matriz mediante una curva de calibracion del analito; esta determinacién
sirve como referencia de partida para conocer la concentracion candidata del limite
de deteccion. Dicha concentracién candidata debe ser comprobada
experimentalmente, en caso de que no cumpla con los criterios de aceptacion, se
deben probar otras concentraciones menores al limite de cuantificacion.

Los datos obtenidos para el LOD mediante repetibilidad y reproducibilidad
presentaron un comportamiento similar, adicionalmente se registré la variabilidad
de mediciones de instrumentos (robustez) (cuadro 34), donde cumplieron los
criterios establecidos bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. Se
establecié como el LOD practico 0.01%, puesto que en este porcentaje el 100% de
los datos obtenidos cumplieron con los criterios de aceptacidn del laboratorio. Si se
retoman las regulaciones establecidas por la Unién Europea, donde a partir del 0.9%
los productos deben llevar etiquetado, se cumple por debajo del 10% el LOD
establecido en este proyecto.

6.5. Limite de cuantificacion

6.5.1. Limite de Deteccion bajo condiciones de repetibilidad

En el cuadro 35 se muestran los datos obtenidos del LOQ bajo condiciones de
repetibilidad, que se realizé en el termociclador QuantStudio 6 Pro®, se obtuvieron
64 datos de ciclo de amplificacion del gen de referencia HMG-A para cada porcentaje
(10, 1.0 y 0.1%). Por otra parte, el software del equipo arroja un porcentaje de
concentracion que se obtiene a partir de la curva estdndar. Cuando se realiza una
dilucion 1: 10, quedando las concentraciones de los puntos de la curva estandar en
10, 1.0y 0.1%, se espera una diferencia aproximadamente de 3.3 ciclos de diferencia
del elemento de interés (el evento transgénico). El promedio del ciclo de
amplificacion del evento para el porcentaje 10% presenté un valor de 25.776, para
1.0 se presenté en 28.943, donde existieron 3.1 ciclos de diferencia; para el ultimo
porcentaje 0.1% existieron 3.254 ciclos de diferencia con respecto a la dilucién
anterior. Estos datos indican que las mezclas se generaron de manera correcta
puesto que cumplen con los ciclos de diferencia para cada dilucion.

Sin embargo, el ciclo de amplificacién del evento del gen de referencia HMG-A
siempre se presenté antes en las mezclas realizadas con hoja que en la curva
estandar realizada con el MRC 1529. Para el primer porcentaje (10%), el LOQ
practico arrojé un valor de 8.8560% y presentd una desviacion estandar de 0.4891.
Lo que significa que no se logré empatar el ciclo de amplificacién del gen de
referencia con el ciclo de amplificacidon del transgén. En el porcentaje 1.0%, se logré
comportar de mejor manera el ciclo de amplificacién del gen de referencia contra el
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ciclo del evento. Donde se presentd un ciclo promedio de amplificaciéon de 23.980
para el gen de referencia y una desviacion estandar de 0.3054 para el evento; es
decir, disminuy6 a comparacién de la primera mezcla. Finalmente, en el porcentaje
0.1%, el promedio del ciclo de amplificacion del gen de referencia result6 en 24.08
con una desviaciéon estandar de 0.0982. La cuantificacion corresponde a la
interpolacién de los porcentajes generados dentro de los puntos de la curva
estandar, esto con base en el cociente de las secuencias para DAS-@#15@7-1 HMG-A
multiplicado por cien (Hougs et al., 2017; DSG, 2022). En el cuadro 35, se muestran
los resultados experimentales en la que se establece el 0.1% como el limite de
cuantificacion bajo condiciones de repetibilidad.

6.5.2. Limite de cuantificacion bajo condiciones de reproducibilidad
intermedia

En el cuadro 36 se presentan los resultados del LOQ practico bajo reproducibilidad
intermedia. Los ciclos de amplificacién del evento transgénico para la dilucién 1: 10
de la curva estandar en los puntos 10, 1.0 y 0.1% presentaron los siguientes valores
26.126, 29.021 y 32.491 respectivamente. El ciclo de amplificacién del gen de
referencia HMG-A se mantuvo en los mismos ciclos que en el ensayo de repetibilidad,
con 22.950 para la mezcla 10%, 23.592 para 1.0% y 24.022 para 0.1%. Los datos
obtenidos presentan un comportamiento similar al ensayo del LOQ practico bajo
condiciones de repetibilidad, lo que indica que el ADN extraido de las mezclas
generadas mantiene su pureza incluso con dias de diferencia de presentar el ensayo.
Nuevamente, se observa que el gen de referencia amplificé antes en las muestras
que en el MRC 1529.

6.5.3. Limite de cuantificacion bajo condiciones de robustez

Este ensayo fue realizado en el equipo LightCycler 480® para evaluar la diferencia
de ciclos que existe cuando las muestras son tratadas con otro equipo de
termociclador. Los resultados (cuadro 37) mostraron aproximadamente un ciclo de
diferencia frente a los resultados obtenidos con el equipo QuantStudio 6 Pro. Se
registré un ciclo promedio para el gen de referencia HMG-A de 24.548 para 10%,
25.169 para 1.0% y 25.564 para 0.1%. El porcentaje del LOQ practico bajo
condiciones de robustez presentdé un porcentaje menor para la primera mezcla
(7.2430%), por otro lado, los porcentajes de la segunda (1.0%) y tercera mezcla
(0.1%) obtuvieron valores mas cercanos al LOQ tedrico, registrado 1.2529% y
0.1765% respectivamente.
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Cuadro 35. Limite de Cuantificacion bajo condiciones de repetibilidad

Réplica

Material de referencia de hoja OGM (%)

10%

1%

0.10%

Réplica
1

Réplica
2

Réplica
3

Réplica
4

Réplica
1

Réplica
2

Réplica
3

Réplica
4

Réplica 1

Réplica
2

Réplica
3

Réplica
4

|

8.74847

9.8035

7.777

8.53598

2.11982

2.03939

2.10331

1.64133

0.11593

0.22192

0.4041

0.36607

I1

8.86285

9.2406

8.5428

8.75602

2.32154

2.40539

2.23975

1.9209

0.20069

0.23286

0.3711

0.45502

I11

9.06638

9.5727

8.624

8.69984

2.67456

2.49245

2.5951

2.20653

0.31919

0.27327

0.3891

0.46378

v

9.27935

8.8908

8.2082

9.08914

2.80395

2.56919

2.61936

2.55882

0.2728

0.27166

0.3542

0.4562

Promedio

8.98926

9.3769

8.288

8.77024

2.47997

2.3766

2.38938

2.0819

0.22715

0.24993

0.3796

0.43527

D.E.

0.23386

0.398

0.3853

0.23219

0.31498

0.23455

0.25783

0.39286

0.08874

0.02641

0.0217

0.0463

Cuadro 36. Limite de Cuantificacién bajo condiciones de reproducibilidad intermedia

Réplica

Material de referencia de hoja OGM (%)

10%

1%

0.10%

Réplica
1

Réplica
2

Réplica
3

Réplica
4

Réplica
1

Réplica
2

Réplica
3

Réplica
4

Réplica
1

Réplica
2

Réplica
3

Réplica
4

[

11.1168

12.428

12.517

12.2214

2.06969

2.35322

1.97379

2.16352

0.19702

0.26788

0.236

0.37301

I1

11.9136

12.678

11.919

12.6132

2.12664

2.31829

2.23699

2.16875

0.14669

0.27986

0.245

0.42103

I11

11.8614

11.356

11.501

12.5483

2.24257

2.48474

2.28472

2.2949

0.16326

0.22168

0.2685

0.35308

IV

11.2768

13.336

12.661

12.4308

2.33743

2.71357

2.43924

2.47262

0.21785

0.30346

0.2472

0.34574

Promedio

11.5421

12.449

12.15

12.4534

2.19408

2.46746

2.23369

2.27495

0.18121

0.26822

0.2491

0.37322

D.E.

0.40466

0.8235

0.5385

0.17212

0.11961

0.17904

0.19357

0.1451

0.03218

0.03437

0.0138

0.0339
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Cuadro 37. Limite de Cuantificacién bajo condiciones de robustez

Material de referencia de hoja OGM (%)

10% 1% 0.10%

Réplica |Réplica | Réplica| Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica| Réplica

Réplica 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
I 9.49891 | 8.3836| 8.5481 | 8.28904 | 1.30427| 1.52953| 1.4228| 1.32767| 0.10584| 0.16549| 0.1865| 0.1669
11 9.45534 | 7.7802| 6.0604 | 7.39203 | 1.20394 | 1.55729| 1.22874| 1.14927| 0.13362| 0.1635| 0.2398| 0.27963
11 495861 | 7.403| 6.9821| 6.97674| 1.35184 | 1.25442| 1.44181| 1.22087 | 0.24191 | 0.32795| 0.1159| 0.15456
I\Y% 6.25817| 6.1142| 5.7977| 5.99003| 0.97068| 1.07042 | 0.97696 | 1.03641| 0.14243| 0.15419| 0.1132| 0.13284
Promedio |7.54276|7.4203|6.8471|7.16196|1.20768|1.35292|1.26758 | 1.18356 | 0.15595 | 0.20278 | 0.1639 | 0.18348
D.E. 2.29583/0.9598|1.2426 | 0.95411| 0.1696 |0.23272|0.21635 | 0.12246 | 0.05939 | 0.08359 | 0.0609 | 0.06563
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6.5.4. Analisis general del Limite de cuantificacion

El LOQ practico no coincidié con los valores establecidos en el LOQ teodrico, el
comportamiento de los ciclos de amplificacién present6 diferencias para ambos
equipos de termociclador. La concentracién y los ciclos de amplificaciéon
presentaron comportamiento similar en el ensayo del LOQ bajo condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad. Sin embargo, la concentracién obtenida a partir de
las mezclas presentd valores diferentes en los ensayos de repetibilidad y
reproducibilidad comparados con el ensayo de robustez.

En un estudio realizado por Hoebeeck y colaboradores (2007) en donde emplearon
el equipo de termociclado LightCycler 480® para la deteccién de genes con series
estandar de soluciones equimolares (concentraciones muy bajas) realizaron un
ensayo con eficiencia casi perfecta, explican que una fuente de variacién que a
menudo se subestima es el propio instrumento de termociclado, dando a conocer
que ademas del control de calidad de la placa y del ensayo, el rendimiento del
instrumento también puede afectar el resultado de la cuantificacion. Se encargaron
de evaluar la homogeneidad de los resultados contra otros instrumentos basados en
bloques (datos no mostrados). Finalmente, concluyeron que sus resultados
demostraron una alta reproducibilidad de las reacciones replicadas, lo que se asocia
al hecho de que el equipo pudo detectar de manera confiable una diferencia muy
pequeiia entre las moléculas. Argumentaron que su experimento abria la posibilidad
de detectar mediante este equipo diferencias sutiles en los acidos nucleicos.

En 2012, Przybylski et al, compararon dos equipos de termociclado de bloque de
Roche, LightCycler 2.0® y LightCycler 480®. En ambos equipos se obtiene el valor
del Cp (Cross point, por sus siglas en inglés). En su estudio, observaron un umbral de
1.5-1.8 ciclos en ventaja del LightCycler 480®. Explicaron esta diferencia debido a
los diferentes sistemas de excitacion y deteccion de fluorescencia utilizados en
ambos analizadores. El sistema de excitacion en el termociclador LightCycler 2.0®
se basa en un diodo LED con un fotomultiplicador como elemento de medicion,
mientras que en el instrumento LightCycler 480® la excitacién se consigue
mediante una lampara de xenon, y la fluorescencia se mide con una camara CCD
sensible.

En el presente estudio se realizé la amplificacion en dos equipos de termociclado de
bloque, mientras que en el equipo LightCycler 480®, las concentraciones de las
muestras se extrapolan a partir de una curva estandar creada con muestras estandar
alo largo de un gradiente de concentracion con valores de concentracién especificos
asignados. Utiliza el Cross point (Cp) para determinar las concentraciones de
muestras desconocidas a partir de una curva estandar aplicando un método de
segunda derivada (Roche Diagnostics, 2005; Roche Diagnostics, 2010, QUIAGEN,
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Roche y SYBR; 2012). Por otro lado, el equipo QuantStudio 6 Pro registra el threshold
cycle (Ct), el grafico de amplificacion se establece a partir de los datos de
fluorescencia recogidos durante la etapa de extension, el software utiliza la linea
base y el umbral para calcular el ciclo umbral (Ct) (Thermo Fisher Scientific, 2024).

Verginelli y colaboradores (2023) reportan un estudio muy completo donde
comparan cuatro métodos de extraccidén y establecen el limite de deteccion y
cuantificaciéon de distintas matrices (maiz, soya, arroz y algodén). En el estudio
extrajeron ADN de muestras comunes y de materiales de referencia certificados de
cada matriz. En cuanto a rendimiento, el método que obtuvo mejores resultados en
la extraccion de ADN a partir de hojas de maiz fue Maxwell, seguido de CTAB. A pesar
de que la extraccion registr6 valores de concentracidon con diferencia significativa
tanto en la extraccion de hojas y el MRC MON810 2%, la pureza del material de
referencia registr6 valores muy similares, caso contrario, del ADN extraido en
muestras comunes de hojas. En cuanto al LOD y LOQ practicos sefialan similitud
para todos los métodos de extraccidn aplicados a la misma matriz, con excepcién de
las hojas de maiz y galletas de maiz.

Datos similares se registraron en este proyecto, obtener ADN con alto rendimiento
y buena calidad representa un reto, especificamente cuando se trabaja con muestras
provenientes de materiales fibrosos como semillas y hojas. Todos los compuestos
quimicos presentes en este tipo de tejidos y estructuras vegetales crean un alto
grado de variabilidad que puede resultar en que ciertos métodos de extracciéon
funcionen muy bien en hoja, otros en semilla. Sin embargo, el reto mas grande se
encuentra en el momento de establecer el LOD y el LOQ. Los Materiales de
Referencia Certificados (MRC) para OGM juegan un rol muy importante para
garantizar la comparabilidad y trazabilidad de los resultados de deteccion y
cuantificacion obtenidos (Li et al, 2015). Los resultados de medicion obtenidos a
través de un ensayo de PCR en tiempo real son obtenidos a partir de un material de
referencia certificado (MRC), y se expresan en la unidad de medida en la que el
material de referencia esta certificado (Corbisier et al, 2022).

Los resultados mostraron lo ocurrido en otros estudios (Ahmed, 2004; Shookere et
al, 2009), en donde se present6 un desfase en el ciclo de amplificacion en el MRC
versus la muestra. Esto pudo deberse a diferentes factores, el primero es que en los
materiales de referencia certificados la homogeneidad estd garantizada por dos
procesos de molienda (JRC, 2024); sin embargo, en el presente estudio se realizé el
material de referencia interno a partir de tejido de hoja, donde se agregé otro factor
relevante, la “humedad” de las muestras. De esta manera, cuando se
homogeneizaron a pesar de que el tamafio de particula fue el mas fino que se pudo
obtener, las particulas de hojas se adherian a la pared del recipiente; situacién que
no sucede cuando se trabaja con harina ya que al retirar la estatica se logra
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homogeneizar de manera perfecta. Otro factor para tomar en cuenta son las
caracteristicas fisicoquimicas del MRC y la muestra.

Estos contratiempos se pueden solucionar de diferentes formas, estandarizar
métodos de extraccion precisos que permitan obtener ADN de alta cantidad y
calidad en diferentes estructuras y matrices vegetales, es decir; estandarizar
meétodos especificos para hoja y métodos especificos para harina. Sin embargo, no
siempre suele funcionar de esta manera, ya que como se observéd los ciclos de
amplificacion del gen de referencia HMG-A de las muestras de hoja siempre se
presentaron en ciclos mas tempranos que el primer punto de la curva, incluso
cuando se extrajo el ADN con métodos diferentes. Una de las formas mas eficaces de
enfrentar estos fendmenos seria la generacion de materiales de referencia en hoja.
No obstante, esto representa un gran reto. En la actualidad, tanto el Instituto de
Materiales y Medidas de Referencia (IRMM) de la Unién Europea, asi como la
American Oil Chemist’ Society (AOCS) producen y venden MR en todo el mundo (Li
etal, 2015). A nivel nacional, el CENAM es el encargado de producir MRC, hasta este
momento no se presenta ningin MRC en hoja.
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7. Conclusiones

Se logro la optimizaciéon del mejor método de extraccion de ADN proveniente de hoja
y harina de maiz a partir de la evaluacion de tres métodos de extraccion.

El método de extraccién optimizado permitié obtener ADN de alta concentracidn,
de pureza adecuada, con el menor ciclo de amplificacion del gen de referencia HMG-
A, menor tiempo de proceso y la menor cantidad de residuos quimico-peligrosos
tanto para el medio ambiente como para salud de los analistas.

Se logro la seleccionar el gen de referencia HMG-A como el gen con el menor ciclo
de amplificacién a partir de la evaluacion tres genes de referencia mediante su
amplificacion en PCR tiempo real.

Se logro6 establecer las caracteristicas para desarrollar un material de referencia
interno negativo y otro positivo al evento transgénico DAS1-1507, ambos de hoja de
maiz del Departamento de Andlisis Moleculares y Nuevas Tecnologias.

Se logro establecer el Limite de Detecciéon practico 0.010% bajo condiciones de
repetibilidad, reproducibilidad intermedia y robustez del evento DAS-@#15@7-1.

Se estableci6 el Limite de Cuantificacién practico bajo condiciones de repetibilidad,
reproducibilidad intermedia y robustez. Sin embargo, el LOQ teérico no coincidid
con el LOQ practico.

Se estableci6 como el limite de deteccién practico 0.05% para el material de
referencia interno desarrollado. El limite de cuantificacidn practico y teodrico bajo
condiciones de repetibilidad, reproducibilidad intermedia y robustez no se
comporto de acuerdo con el limite de cuantificacion teorico.
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9. Anexos

9.1. Métodos de extraccion de ADN

9.1.1. Método I: Glucosa y PVP

1. Precalentar el buffer de extraccion Ay B a 60°C (Hasta que esté completamente
solubilizado)

2. Para la extraccién de muestra de hoja, pesar 100 mg de muestra en un microtubo de 1.5
mL. Pipetear 500ul de buffer A y 400ul de buffer B dentro del mismo tubo. En caso de
harina, pesar 100 mg de muestra, 400 pl de buffer A y 400 pl de buffer B.

3. Vortex la mezcla por 10s

Incubar los tubos a 65°C por 30 min a bafio de agua y da un pulso de vértex cada 10
minutos para homogeneizar

4. Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente y agregar RNasa A (25mg/mL).

5. Homogeneizar en vortex e incubar a 37°C por 20 minutos en una incubadora
(homogeinizando cada 10 minutos)

5. Adicionar 400ul of CIA y homogeneizar en vortex por 5 segundos para formar una
emulsion.

6. Centrifugar a 14,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente para separar las fase
organica y acuosa.

Nota: si la fase acuosa no es transparente, repetir el paso 5

7.Cuidadosamente transferir a un nuevo microtubo la fase acuosa (transparente) usando
una micropipeta en un nuevo tubo. En este momento tratarlo con mucho cuidado

8. Adicionar 2/3 volumen de isopropanol y 1/10 volumen de 3.5 M Acetato de sodio (pH
5.2).

9. Cerrar los tubos fuertemente, invertir gentilmente por 5-6 veces y después precipitar el
DNA incubando a 20°C por 15 minutos.

Nota: Para incrementar la precipitacion del DNA, el tubo debe ser incubado toda la noche.

10. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos para precipitar el pellet de DNA.
11. Cuidadosamente remover el sobrenadante sin perturbar el pellet y adicionar 400pul de
70% (v/v) frio (20°C) etanol

Desplazar el pellet moviendo un dedo
12. Centrifugar a 13,000 g por 5 minutos y descartar el sobrenadante decantando.
13. Remover los residuos de etanol secando el pellet de ADN.

Note: Asegurarse de no sobre secar el pellet porque sera dificil disolverlo.

14. Disolver el pellet de DNA en 100ul de agua grado biologia molecular
Note: El buffer TE debe ser usado para disolver el pellet de DNA para mantenerlo en
almacenamiento.

9.1.2. Método II: Fenol y B-mercaptoetanol

1. Transferir 2 gramos de muestra en un tubo de 50 mL
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2. Agregar 5 mL de tampon de extraccién
3. Afadir 1.5 mL de SDS al 20%, mezclar bien en vortex

Incubar a 65°C durante 40 minutos

Nota: Mezclar las muestras cada 10 minutos en vértex

5.
6.
7.
8.

Centrifugar 10 minutos a 5,000 g

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo Falcon de 15 mL

Agregar 1.0mL de Acetato de potasio 5M, agite vigorosamente durante 1 minuto
Incubar en hielo durante 30 minutos

Nota: Mezclar las muestras cada 10 minutos en vortex

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Centrifugar durante 10 minutos a 5,000 g

Transferir la mayor cantidad del sobrenadante a un nuevo tubo
Afiadir 2mL de isopropanol, mezclar durante 1 minuto

Incubar en hielo durante 5 minutos

Centrifugar durante 10 minutosa 5,000 g

Eliminar el sobrenadante y secar al aire o a 65°C

Disolver el sedimento en 1 mL de TE (1X)

Nota: Calentar si no se disuelve

16.
17.

Transferir la soluciéon de ADN a un tubo Eppendorf de 2.0 mL
Afiadir 10 pL. de RNAsa A (10 mg/1L), mezclar suavemente e incubar durante 20

minutos a 37°C

18.
19.
20.
21.

Afadir 800uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)
Mezclar con vortex durante 1 minuto

Centrifugar durante 10 minutos a 14, 000 rpm

Transferir la fase acuosa superior (900 pL) a un tubo de 2 mL

Nota: no tocar la interfase

22.
23.
24.
25.

Adicionar 800 pL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)
Mezclar durante 1 minuto en vortex

Centrifugar por 10 minutos a 14,000 rpm

Transferir la parte superior acuosa (800 pL a un nuevo tubo) Eppendorf que

contenga 90 pL de Acetato de sodio 3M 7.2 pH
Nota: cuidar de no tocar la interfase

26.
27.
28.
29.
30.

Adicionar 600 pL de isopropanol

Mezclar suavemente por inversion durante 1 minuto

Centrifugar 10 minutos a 14,000 rpm para sedimentar el ADN

Retirar todo el sobrenadante

Agregar 1mL de etanol 70% para lavar el sedimento de ADN. Asegurarse de que el

sedimento de ADN no esté estancado. Agitar las muestras.

31. Centrifugar durante 5 minutos en una microcentrifuga a 14,000 rpm
32. Secar el sedimento hasta que se evapore todo el residuo de etanol
33. Agregar 100 pL de buffer TE 0.1X 8.3 pH al pellet de DNA

34. Agitar hasta resuspender, calentar si es necesario a 65°C
Purificacién
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35. Purificar las muestras de ADN utilizando el kit de DNA Clean and Concentrator
segun las instrucciones del fabricante
36. Eluir el ADN de la columna dos veces con 50 pL de buffer de elucién

9.1.3. Método III: Urea modificado

Lisis y precipitacion

1. Pesar en tubos de 2 mL, 200 mg de muestra de hoja o harina

2. Agregar 800 pL de buffer de extraccion de urea en muestras de hoja; 1000 pL para harina
3. Homogeneizar la muestra en vortex aproximadamente durante 15 segundos

4. Unicamente para muestras de hoja, incubar 20 minutos a 65°C, realizando
homogeneizacion cada 10 minutos. En caso de muestras de harina evitar este paso y
continuar con el paso 5.

5. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 2mL (aproximadamente 550 pL)

6. Pipetear la misma cantidad que se obtuvo de sobrenadante de la solucién 1:10 acetato de
potasio: isopropanol

Nota: Tener mucho cuidado al transferir el sobrenadante, evitando tomar fragmentos de
muestra, en caso de observar fragmentos de muestra en el fondo del tubo pipetear la mayor
cantidad de sobrenadante cuidando de no tocar el precipitado y transferir a un nuevo tubo
7. Incubar a -20°C durante 20 minutos

8. Centrifugar a 14.000 rpm durante 10 minutos

9. Invertir el tubo rapidamente para verter el sobrenadante en un contenedor adecuado
para residuos. Secar los tubos con papel absorbente para eliminar cualquier residuo de
liquido

Lavado del pellet

10. Pipetear 300 pL de etanol al 70% dentro de los tubos

11. Homogeneizar la muestra en vortex aproximadamente durante 15 segundos

12. Centrifugar a 14, 000 rpm durante 10 minutos

13. Volver a invertir los tubos para descartar el sobrenadante

14. Secar el pellet (retirar cualquier residuo de etanol). Si es necesario incubar los tubos
abiertos a 65°C hasta que no existan restos de etanol. (aproximadamente 5 minutos, en caso
de no estar seco completamente, secar hasta que sea necesario)

Nota: Es muy importante asegurarse de que todo el etanol se ha evaporado, o inhibira las
aplicaciones posteriores. También es importante no secar demasiado el pellet, ya que esto
dificulta la resuspencion de la muestra.

Resuspension de ADN, almacenamiento y uso

15. Cuando el etanol se ha evaporado por completo agregar 100 pL de agua grado biologia

molecular

16. Incubar 5 minutos a 65°C.

17. Centrifugar a 6°C durante 10 minutos a 14,000 rpm

18. Recuperar 80 uL del sobrenadante, cuidando de no tocar el pellet (en caso de que se
muestren fragmentos verdes de muestra de hoja).

Purificacién: Purificar las muestras de ADN utilizando el kit DNA Clean & Concentraror TM
segun las instrucciones del fabricante
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9.2. Certificado de Material de Referencia Certificado 1529

UR 1529
European European Reference Materials
Commission
JOINT RESEARCH CENTRE
Directorate F - Health, Consumers and Reference Materials
ERM”- BF418d N°. 2086

DRIED MAIZE POWDER

Mass Fraction

Certified value Uncertainty 2
[9/kg] [9/kg]
1507 maize 98.6 -J.7, +2.0

1) The certified value is based on the mass fraction of dried nQn-genetically modified powder and dried genetically
modified powder mixed and corrected far the water content. The certified value is traceable to Sl.

2) The certified uncertainty is the expanded uncertainty estimated in accordance with the Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurement (GUM) with a coverage factor h -- 2, corresponding to a level of confidence of about
95 %.

This certificate is valid for one year after
purchase. Sales date:

The minlllfngrl;:lcarznﬂggnt of sample to be used is 100 mg.

Accepted as an ERM”, Geel,
August 200£i Latest
Revision:May 2019

—
Signed: 00' \j@‘\
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AC

Registration No. 268-RM
ISO Guide 34 for fhe
production of reference materials
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European Commission, Joint Research Centre
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B-2440 Geel, Belgium
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DESCRIPTION OF THE SAMPLE

ERM-BF418d is part of a set of four maize powder CRMs containing different mass
fractions of genetically modified (GM) 1507 maize.

The materials were prepared by quantitative mixing of dried non-GM maize
powder and 1507 GM dried maize powder, and subsequent homogenisation
with the help of a dry-mixing technique. ERM-BF418d is available in glass bottles
containing approximately 1 g of maize powder closed under argon atmosphere.
This reference material has been produced from whole kernels of non-modified
maize and 1507 maize both of seed quality and delivered by Pioneer Hi-Bred
International (Johnston, IA, USA). According to European Commission regulation
(EC) No 65/2004 the event 1507 maize received the unique identifier DAS-1Z15B7-
1. According to the inforrriation provided by Pioneer the genetically modified

donor for the heterozygous 1507 maize was the female parent.
ANALYTICAL METHOD USED FOR CERTIFICATION
Gravimetrical preparation confirmed by real-time Polymerase Chain Reaction (rt-PCR).
PARTICIPANTS

EC-DG JRC-IRMM, Geel, BE*

" Measurements within the scope of accreditation to ISO/IEC 17025.
SAFETY INFORMATION

not applicable

INSTRUCTIONS FOR USE
CRM ERM-BF418d shall only be used for the quality control or calibration of
methods for the detection of genetically modified food.
The dry CRM powder is hygroscopic.
A difference in DNA extractability between the two base materials has been
observed when applying the CTAB extraction method. The application of method
with different DNA extraction efficiencies contributes additionally to the
uncertainty. Therefore laboratories are reminded to check and validate the
extraction methods used in order to minimise influences

STORAGE

Bottles should be stored dry and in the dark at maximum + 4 °C. However, the European
Commission cannot be held responsible for changes that happen during storage of the
material at the customer's premises.

LEGAL NOTICE

Neither IRMM, its contractors nor any person acting on their behalf:

(@) make any warranty or representation, express or implied, that the use of any information,
material, apparatus, method or process disclosed in this document does not infringe any privately
owned intellectual property rights;

of

(b) assume any liability with respect to, or for damages resulting from, the use of any
information, material, apparatus, method or process disclosed in this document save for loss
or damage arising solely and directly from the negligence of the European Commission's Joint
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Research Centre.

No right other than what is explicitly granted herein may be deemed to have been
granted by implication. Any use other than for the purpose specified under the
instructions for use, including but not limited to acts impinging on the intellectu?;!f""@
property rights of third parties, shall be under the sole responsibility of the FEI'?

recipient/purchaser. EEL

NOTE
A detailed certification report is available at

https://erm.arc.ec.europa.eu/. A paper copy is obtainable

from the Joint Research Centre, Directorate F — Heath,
Consumers and Reference Materials on request.

European Commission — Joint
Research Centre Directorate F — Health.
Consumers and Reference Materials
Retieseweg 111. B - 2440 Geel
(Belgium) Telephone: +32-(0)14-571.705
- Fax: +32-(0)14-590.406
Email: jrc rm-distribution.6ec.europa.eu
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