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Monitoreo de secuencias transgénicas

Resumen

En este trabajo se planteo la necesidad de estudiar cobmo se mueven los
transgenes entre cultivos de maiz a través del polen, el cual es la parte movil de la
planta y puede fertilizar a individuos de la misma o de otras poblaciones, para

hacer un monitoreo de secuencias transgénicas en el ambiente.

Como parte de la investigacion se probaron diferentes métodos de captura de
granos de polen y de extraccion de ADN para implementar la metodologia
adecuada en un campo de siembra experimental y asi poder probar un protocolo

definitivo.

Se encontro que las trampas volumétricas Hirst no son adecuadas para la captura
de polen pero en el laboratorio se realizé una buena extraccion de ADN con un

nuevo procedimiento, el cual se propone en este estudio.
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Introduccidn

La importancia del maiz en México

Desde épocas antiguas en México, el hombre estableci6é una estrecha relacion con
el maiz. Esta planta es la base de la alimentacién de los mexicanos, ha sido
aprovechada por los productores mexicanos (Alvarez-Buylla, 2011) y representa

un patrimonio biolégico y cultural muy importante (Orellana, 2006).

El maiz es originario de Mesoameérica, area que se extiende desde el sur de
México hasta América Central. El maiz pertenece a la familia Poaceae y al género
Zea. Se han reconocido cuatro subespecies de Zea mays L.: Zea mays, Ssp
huehuetenangensis, distribuida en los Altos de Guatemala; Zea mays ssp
mexicana y Zea mays ssp parviglumis, a estas dos subespecies se les denomina
teocintes, y Zea mays ssp. Mays, la subespecie que se cultiva ampliamente en
México. El genoma de esta ultima incluye 10 cromosomas, que contienen

alrededor de 50 mil genes (Turrent, 2009).

Es una planta monoica con flores masculinas (en la espiga) y flores femeninas
(comunmente llamadas mazorca) separadas de uno a dos metros a lo largo del
tallo que puede crecer hasta tres metros de altura, lo que favorece la polinizacion

cruzada a través del viento.
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Existen evidencias para considerar a Zea mays ssp. mays L. como la primera
planta domesticada en el Sur de México hace 10,000 afios, aproximadamente. Sin
embargo, Carrillo (2008) cita evidencias que indican que se pudo domesticar en
Tehuacan, en el valle de Oaxaca o la Sierra de Tamaulipas bajo la forma de una
pequefia mazorca con minusculos granos (comparados con los actuales) que
modificaron su tamafio debido a una mutacion subita en su genoma. Otras
pruebas sugieren que la diversificacién temprana, probablemente, ocurrid en
tierras altas entre los actuales estados de Oaxaca y Jalisco (Bellon, 2006;

Tenaillon, 2011).

Durante la expansion y diversificacion del cultivo, las diferentes razas adquirieron
caracteristicas genéticas y morfologicas particulares; lo que ha originado que
botanicos, taxdbnomos y genetistas no hayan establecido si el maiz divergié del
teocintle o viceversa (Silva, 2005; Vigouroux, 2008). En América Latina se han
descrito cerca de 220 razas, de las cuales 64 se han identificado y descrito para
México. De estas, 59 se pueden considerar nativas y a través de andlisis
moleculares a gran escala se ha confirmado que la diversidad de razas en Europa

deriva de la complejidad de grupos de América (Vigouroux, 2008).

El maiz es un vegetal anemdfilo en el que se favorece la fecundacion cruzada. Se

ha demostrado que el 95% de los évulos son fecundados con polen de otra planta
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y un 5%, por autofecundacion (Silva, 2005). Esto se debe a que hojas superiores
(8-10 hojas) interponen una barrera fisica entre la espiga y la mazorca (o jilote).
Esta estrategia de la planta origina la difusion de nuevos alelos dentro de las
poblaciones, lo cual aumenta la diversidad genética, y por lo tanto, una riqueza de

caracteres que resultan interesantes para este cultivo en diferentes condiciones.

El polen es producido en las anteras de la espiga en la parte superior de la planta.
Cuando estas maduran, emerge la borla de filamentos y el polen se libera desde
una abertura en la punta de la antera. La produccion de polen es prolifica, una
borla de tamafio medio produce aproximadamente 25 millones de granos de polen
(Aylor, 2003), cuyo tamafio, que es uno de los mas grandes de la familia de las
gramineas— por lo general de 70 a 100 micras de diametro— y forma, que va de
esférica a ovoide, limitan su capacidad de dispersién en comparacion con otros

miembros de la familia Poaceae.

El polen Unicamente es emitido durante el ciclo solar diurno, inmediatamente al
amanecer. La pérdida de agua y humedad ocasionan la apertura de la antera por
donde el polen se libera a la atmésfera, principalmente durante periodos de
ambiente seco (que duran entre cinco y ocho dias) y durante la mitad de la
mafiana hasta el mediodia. Pero la cantidad de polen en el aire disminuye

rapidamente con la altura y la distancia (Aylor, 2003).

Facultad de ciencias, UNAM. 4
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Las caracteristicas de los granos de polen que son arrastrados por los
movimientos del viento cambian significativamente conforme avanza el dia
(Chamecki, 2011) dado que el viento y las condiciones atmosféricas afectan su
movimiento y longevidad en el ambiente (Baltazar, et. al 2005). Su viabilidad
puede ser de pocos minutos u horas y la mayoria de los granos pueden
dispersarse de manera optima de 100 a 1000 metros (Reyes, 1990; Jugenheimer,

1990).

En general, un grano fresco se considera viable pero su aptitud disminuye a
medida que pierde agua (Chamecki, 2011). Una vez que se desprende de las
anteras, pierde viabilidad entre una y 24 horas. Estudios controlados han
demostrado que en la atmdsfera esta caracteristica disminuye rapidamente a
elevadas temperaturas y baja humedad relativa (HR). Luna et al. (2001)
informaron que polen expuesto en un campo ambiental (20-25°C y 60-80% HR) la

perdié por completo en dos horas.

En la liberacion del polen se presentan tres pasos fundamentales: 1) el proceso de
floracién durante el cual ocurren la polinizacién (antesis) y la formaciéon de un poro
en la antera; 2) la vibracibn mecanica de la antera ocasionada por el viento, lo que
origina la salida de los granos de la antera, y 3) el desprendimiento del poleny el

cual puede ser arrastrado de inmediato o sedimentarse temporalmente en una

Facultad de ciencias, UNAM. 5
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parte de la planta (generalmente una hoja) hasta que un viento fuerte lo transporte

(Turrent, 2009).

Los procesos de arrastre y dispersion se rigen por las propiedades fisicas de los
granos (forma, tamafio y superficie) ya que éstas determinan su respuesta al
movimiento turbulento. También, el contenido inicial de humedad en el polen,
cuando es arrastrado por un viento turbulento, y la tasa de deshidratacion durante
la exposicion a las condiciones atmosféricas son importantes en la distancia de

transporte y en la probabilidad de fecundacion entre plantas diferentes.

El polen de maiz puede viajar hasta 180 kilometros a lo largo de la atmdsfera
superior. En algunas dias continta hasta el periodo en que la atmésfera se vuelve
inestable (Aylor, 2003) por lo cual, los niveles de turbulencia afectan el transporte

ascendente de polen (Van Hout, 2008).

En modelos donde se ha establecido una fuente de polen en un area de 12 km?,
los granos se dispersaron hasta 79 km (0.005 granos de polen/ m?) (Ricroch,
2009). En pocos kildmetros cercanos a la fuente (menos de cinco), la tasa de
fecundacion cruzada es de 0.05%, si el receptor de maiz no esta castrado, y de
0.25%, si estd emasculado. Ademas de que se presenta competencia con polen
de plantas regionales. A cinco kilmetros de la fuente, la viabilidad del polen es de

30% (Ricroch, 2009).

Facultad de ciencias, UNAM. 6
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Aungue el polen seco es transportado mas lejos de la fuente no es eficaz para la
polinizacion cruzada (Chamecki, 2011). Aunado a esto existen diversos factores
gue influyen en la tasa de fertilizacion. Por ejemplo, la viabilidad y longevidad del
grano de polen; la fertilidad o esterilidad del grano; la sincronizacion de la floracién
entre la planta donadora y la receptora; la direcciéon y velocidad del viento; las
condiciones ambientales; el tamafio, la forma y la orientacion tanto del cultivo
origen como del cultivo receptor de polen; la distancia, la topografia y la

vegetacion existente entre los dos campos de cultivo (Sanvido, 2008).

Por ello, al evaluar la dispersion del polen deben considerarse las condiciones
locales, tales como la topografia y el clima (precipitacidn, velocidad y direccion del

viento).

Para entender el movimiento de polen a través del aire, Sabban (2006) propone un
analisis de trayectoria para investigar los episodios especificos de dispersion de
polen por medio de la aplicacién del modelo HYSPLIT (HYbrid Single-Particle
Lagrangian Integrated Trajectory), el cual analiza las condiciones meteorolégicas y

el transporte de masas a largas distancias.

Facultad de ciencias, UNAM. 7
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Presencia en México y a nivel mundial de los organismos genéticamente
modificados

Los cultivos genéticamente modificados (GM) tienen dos objetivos principales:
aumentar la produccion de los cultivos (con cultivos resistentes a herbicidas o a
plagas de insectos y virus) y mejorar la calidad del producto (por ejemplo,
incrementar el contenido de fibra o disminuir el contenido de grasas) (Kleeppin,

2011).

Desde 1996 que se comercializaron por primera vez, los agricultores en todo el
mundo han aumentado de manera constante cada afio sus plantaciones en un
10% y su superficie a nivel mundial alcanz6 aproximadamente nueve millones de
hectareas en 2012 con un crecimiento del 11% con respecto a al afio anterior
(James, 2012). De los 28 principales paises productores de cultivos GM, 18 de
ellos producen cultivos biotecnolégicos con 50 mil hectareas o mas. Los cinco
primeros son Estados Unidos, Brasil, Argentina, Canada e India. México ocupd el

lugar nimero 16 en 2012 (James, 2012).

El cultivo mas importante transformado con genes Bt (Bacillus thuringiensis) es el
maiz, con una superficie global de 39 millones de hectareas en 2010 (Meissle,
2011) y aumentd un 9% en 2011. Ocupd el tercer lugar de las plantaciones mas

grandes después de las de algodon y canola GM.

Facultad de ciencias, UNAM. 8
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La Unién Europea sembrd las primeras variedades de maiz GM (Sanvido, 2006;
Richoch, 2009) y actualmente, a nivel mundial, presenta dos variantes genéticas:
la tolerancia a herbicida y la resistencia a insectos. Variedades de este maiz,
como MONB810, Btl1 y 1507, han sido modificadas a través de la insercion del gen
del Bacillus thuringiensis (Bt), una bacteria que produce un proteina insecticida (-
endotoxina) que controla las plagas de insectos lepiddpteros como Ostrinia

nubilalis (el barrenador europeo de maiz).

También se han disefiado otras variedades para producir proteinas de importancia
farmacéutica o industrial y se ha buscado mejorar la calidad de la semilla de maiz
GM al modificar, por ejemplo, el contenido de amino&cidos o reduciendo los

niveles de acido fitico (Aylor, 2003).

En el planeta se desarrollan, aproximadamente, 89 millones de hectareas que
contienen un gen que proporciona tolerancia a un determinado herbicida; 26
millones, resistentes a insectos, y los plantios con ambas propiedades (eventos

apilados) alcanzaron una extension de 37.3 millones de hectéareas (James, 2012).

Los eventos apilados se encuentran en el maiz en tres tipos de combinaciones:
Bt/HT (resistencia a insecticida (Bt) y tolerancia a herbicida (HT)); Bt/Bt (dos
tratamientos con resistencia a insectos), y Bt/Bt/HT (triple aglomeracién con dos

tipos de resistencia a insectos mas una alta tolerancia a herbicida) (James, 2012).

Facultad de ciencias, UNAM. 9
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Sudafrica sembro un area de 2.43 millones de hectéreas de maiz GM entre 2011y
2012. El 80.5% eran plantas solo con el gen Bt; el 16.2%, con tolerancia a
herbicida, y el resto, con dos eventos apilados (James, 2012). Por su parte, el pais
estadounidense ha aumentado la superficie de las plantaciones de maiz Bt de 8%
en 1997 a 76% en 2013. Este aumento puede deberse a la introduccién comercial
de variedades de maiz GM resistentes a diferentes especies de plagas (James,

2013).

En México, a partir de 1998 se impuso una accidn moratoria sobre la siembra de
maiz GM en el ambiente. Antes de ese afo, pocas variedades de este cultivo
fueron usadas bajo control en experimentos de campo a pequefia escala pero,
bajo esas condiciones los granos de polen o semillas no fueron liberadas,

probablemente porque no se aplicaron medidas de control (Ortiz, 2005).

En 2011, México plantdé 175 mil hectareas de algoddn biotecnolégico y 14 mil
hectareas de soya GM. El 95% del algoddn era con eventos Bt/HT y el 55% con
tolerancia a herbicida. La soya se sembro en los tres estados de la Peninsula de

Yucatan, Tamaulipas y Chiapas (James, 2013).

De acuerdo con la Comision Intersecretarial de Bioseguridad de los Organismos
Genéticamente Modificados diversas variedades de maiz Bt fueron aprobadas en

2002 y 2003 para su comercializacion en México (dirigidas a Diabrotica spp y

Facultad de ciencias, UNAM. 10
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Lepidoptera) (Soleri, 2006). A partir de la entrada en vigor de la Ley de
Bioseguridad de los Organismos Genéticamente Modificados en el afio 2005, se
ha permitido la siembra de diversos cultivos una vez que se cumplan con los
requisitos regulatorios; por ejemplo, en 2009 se aprobaron las pruebas
experimentales de maiz GM en campo y durante 2010 y 2011 se sembré maiz con
rasgos apilados y con tolerancia a herbicida en Sonora, Sinaloa, Tamaulipas,

Chihuahua y Coahuila (James, 2012).

Nuestro pais cultiva mas de siete millones de hectareas de maiz pero en 2012
importé alrededor de 10 millones de toneladas de los cuales 87.9% provino de
Estados Unidos y el resto, de Sudafrica y Brasil. El Departamento de Agricultura
de Estados Unidos estima que el gobierno mexicano importe 10.5 millones de

toneladas de maiz para el periodo de 2013-2014 (ASERCA, 2013).

Muestreo y deteccion de maiz GM en México

A finales del 2000, investigadores de la union Zapoteco-Chinanteca (UZACHI) y de
la Universidad de California pusieron en marcha un programa para documentar la
ausencia de marcadores transgénicos en variedades tradicionales de maiz en la
Sierra de Juarez, Oaxaca. Esto con el objetivo de abrir un mercado para “maiz
libre de transgénicos”; sin embargo, durante la creacion de los protocolos

experimentales algunas muestras de maiz convencional dieron resultados

Facultad de ciencias, UNAM. 11
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positivos para el promotor del virus del mosaico de la coliflor P35S (Ezcurra,

2001).

El primer periodo de introduccion en México de maiz GM, el cual se produjo en
Estados Unidos, fue de 1997 a 2002. Este maiz fue internado por programas
gubernamentales asistenciales en areas de alta marginalidad, y en algdn momento
se pudo haber utilizado como semillas y si algunas plantas crecieron,
probablemente no se adaptaron a los agrosistemas del pais lo que pudo originar
una alta dispersion geografica de ADN transgénico en baja frecuencia dentro de
las poblaciones de maiz nativo (Turrent, 2009), pero hasta la fecha se carece de

datos que corroboren esto.

Desde la primera deteccion de maiz GM en variedades tradicionales de maiz de
Oaxaca se han realizado varios estudios de monitoreo para detectar la ausencia o
presencia de transgenes en cultivos convencionales, los cuales han presentado
inconvenientes, principalmente metodolégicos y, en algunas ocasiones, han sido

contradictorios entre si (Tabla 1).

Facultad de ciencias, UNAM. 12
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Tabla 1. Muestreo de maiz GM en México

Monitoreo de secuencias transgénicas

Autor Fuente Resultado Observaciones al Metodologia
de ADN estudio empleada

Quist & Semillas | Presencia de Interpretacion erronea | PCR punto

Chapela, transgenes en al inferir que los final.

2001 variedades de eventos de introgresion | PCR inversa.
maiz de eran comunes. No son | Prueba de
localidades de claros los métodos de Southern Blot
Oaxaca muestreo, el tamafo ni

la ubicacion geogréafica
de la muestra original

Ezcurra et. | Semillas | Presencia del El trabajo no fue PCR punto

al. 2001 promotor 35S en | arbitrado por pares. Los | final
maiz de Oaxaca | autores indican que los
y Puebla resultados no son

concluyentes

Ortiz et.al. | Semillas | Ausencia de Tamafio de muestra PCR punto

2005 maiz GM en insuficiente para final
variedades de descartar presencia de
maiz nativo de transgenes
Oaxaca

Serratos Semillas | Presencia de La prueba de Elisa que | Prueba de

et.al. 2005 proteinas utilizaron no provee Elisa

Facultad de ciencias, UNAM.

transgénicas en
semillas del

Distrito Federal

informacioén sobre las
secuencias de ADN
aunque, si detectan
proteinas Cry

expresadas

13


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Monitoreo de secuencias transgénicas

Autor Fuente | Resultado Observaciones al Metodologia
de ADN estudio empleada
Pifieyro- Semillas | Presencia de Sugieren la PCR punto
Nelson et |y hojas | transgenes en reintroduccion de final y
al. (2009) bajas transgenes en andlisis de
frecuencias frecuencias bajas Southern Blot
dentro de
muestras
colectadas en
diferentes afos
en Pueblay
Oaxaca
Ruiz, 2012 | Semillas | Ausencia de Pueden mejorar el PCR punto
transgenes en sistema de muestreo final y tiempo
Michoacan porque existe la real
posibilidad de que los
transgenes estén
presentes en
frecuencias muy bajas
Castillo, Hoja Hojas de maiz Implementan una PCR tiempo
2012 GM con el validacion de real
evento MON810 | metodologia para la
en Chihuahua cuantificacion de un
evento transgénico
especifico en hojas de
maiz
Gutiérrez, | Hoja Hojas de maiz Certifican la técnica de | PCR digital
2012 GM con el PCR digital para la
evento MON810 | cuantificacion de
en Chihuahua material genéticamente
modificado

Facultad de ciencias, UNAM.
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Es muy importante establecer protocolos 6ptimos de muestreo, métodos de
analisis en laboratorio y modelos estadisticos (probabilidad) para detectar eventos
de modificacion genética con altos niveles de confianza (Rimachi, 2011) y para

estandarizar los método de deteccion (Hofman, 2010).

Actualmente los métodos que se han utilizado en México para el monitoreo de
transgenes se realizan con semillas (Tabla 1) (Cleveland et. al., 2005; Ezcurra et.
al., 2001;Gutierrez, 2012; Ortiz -Garcia et. al , 2005(a); Ortiz-Garcia et. al.,
2005(b); Pifieyro-Nelson et. al.,2009; Quist & Chapela, 2001; Rocha et. al.,2008;
Ruiz, 2012; Serratos-Hernandez et. al., 2007; van Heerwaarden et. al., 2012) o
con hojas (Castillo, 2012; Rocha et. al., 2008) pero hasta ahora no han sido

suficientes.

Van Heerwaarden et. al (2012), con datos colectados por medio de referencias
obtenidas de agricultores, simularon a través de un modelo computacional la
dispersion y dindmica de semillas entre diferentes campos de cultivos para
modelar la difusién, deteccion y persistencia de transgenes. Mencionan que para
alcanzar un 95% de probabilidad de deteccion de un transgen se requiere
muestrear homogéneamente alrededor de 750 mil mazorcas, lo que hace poco

factible e improbable llevar a cabo un estudio de este tipo.
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Ademas de establecer un método correcto de muestro en semillas para optimizar
las técnicas de deteccidon hay otros inconvenientes que se presentan como el
obtener consentimiento de los agricultores para llevar a cabo la colecta de sus
semillas u hojas y verificar el estado de humedad de las muestras para evitar la
formacion de hongos. A pesar de ello, las muestras de tejidos vegetales pueden
proporcionar buena cantidad y calidad de ADN sin contaminantes, lo que ayuda a
gue el protocolo de extraccidon sea sencillo. Por otra parte, las desventajas como el
alto costo econdémico en pruebas de laboratorio, un nimero considerable de
personas para hacer el trabajo en campo y no contar con un sistema de muestreo

no sistematizado (Holst-Jensen et al., 2012), no se han podido superar.

Una alternativa para evitar algunos inconvenientes que se presentan en trabajos
con semillas y hojas puede ser el monitoreo de secuencias transgénicas por medio

de las captura de granos de polen.

En algunos reportes con modelos matematicos se ha estimado la dispersion de
polen utilizando parametros fisicos (Ripplinger, 2009). Pero para la colecta de los
granos es importante la forma de captura, con el fin de obtener un buen andlisis en
la extraccion de ADN. Se han recolectado manualmente al mover las anteras y
dejandolos caer en un recipiente que se encuentra cerca de la planta (Wang,

2009) o encerrando las anteras con bolsas de papel (Querci, 2009).
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El monitoreo de trangenes se ha realizado en Europa con granos de polen (Folloni
et. al., 2012; Hofmann et. al., 2009) utilizando captadores PMF/Sigma-2, los cuales
con el filtro de masa de polen que poseen retienen particulas mayores a 10 micras
y presentan alta eficiencia en el nimero de granos retenidos (Hofmann, 2005).
Hofmann (2010) atrapd mas de 100 mil granos durante, aproximadamente, 27 dias
y Folloni (2012), de cinco a seis mil granos en un periodo de 21 dias. En los dos
trabajos se empled un buffer de extraccién y para la deteccion del evento MON

810 y MON 89034, la técnica de PCR.

Los granos de polen son un buen material para medir la diversidad genética y
estudiar filogenia entre las diferentes razas de maiz (Cervantes et al., 2001).

Conseguir suficientes granos de polen y poder realizar la extraccion de DNA a
partir de ellos, sin inhibir la técnica de PCR, representan dos grandes desafios

(Chen, 2008).

Debido a que en México no se han desarrollado estudios previos para realizar la
deteccidn de transgenes en maiz a través de la captura y andlisis de granos de
polen, en el presente trabajo se plantearon diferentes objetivos para hacer el

primer monitoreo de este tipo.
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Objetivos

Objetivo general

. Implementar una nueva metodologia y un protocolo de deteccién de
transgenes a través de granos de polen de maiz que permita un monitoreo mas
eficiente y sistematizado de secuencias transgénicas en sitios de liberacion al

ambiente de maiz genéticamente modificado.

Objetivos Particulares

o Evaluar la eficacia de trampas volumétricas tipo Hirst (marca Burkard).

o Disefiar y evaluar un protocolo especifico de extraccién de ADN a partir de
muestras de polen capturadas con las trampas volumétricas.

o Analizar muestras de granos de polen con un nuevo protocolo para detectar
la presencia de transgenes mediante la técnica de PCR en tiempo real.

o Detectar y analizar las ventajas y desventajas de implementar el protocolo

de deteccion a partir de granos de polen.
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Justificacion

Vigilar la presencia de transgenes en cultivos de maiz mexicano se hizo
imprescindible a partir de 2005 con la publicacién de la Ley de Bioseguridad de
Organismos Genéticamente Modificados. Hasta ahora, los estudios han estimado

su presencia mediante muestreos de semillas y hojas.

El andlisis a partir de estos tejidos presenta algunas desventajas en comparacion
con el realizado a partir de polen. Por ejemplo, las etapas de acondicionamiento o
tratamiento de las semillas y hojas son muy laboriosas y susceptibles a
contaminacién cruzada debido a su manipulacion. Por otro lado el muestreo de
semillas y tejido foliar en campo tiene un alto costo econémico ya que es
necesaria la participacion de numerosas personas en campo, tener las
precauciones necesarias para el traslado adecuado y correcto almacenamiento de

las muestras.

Ademas, el tamafio adecuado de estas para garantizar un muestreo representativo
es la etapa del disefio experimental que mas se ha cuestionado en las
investigaciones previas, sobre todo en los casos donde se espera que los

transgenes se encuentren en baja frecuencia.
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Estudios similares, hechos en semillas, han arrojado resultados contrastantes
entre si para determinar si existen o no transgenes en variedades nativas del
cereal mas importante de México. Por ello se hace necesario un sondeo diferente
gue proporcione ventajas que no se tienen con el andlisis de granos. El polen,
parte movil de la planta a través del viento, puede ofrecer atributos diferentes para
conocer como es el transito de secuencias modificadas genéticamente en

poblaciones nativas.

Las trampas tipo Hirst capturan el polen a través de la succion del aire y hasta
ahora se utilizan para estudios de aerobiologia (Belmonte, 2003; Calderén et al.,
2002). Este tipo de captador es ideal para particulas mayores a 10 micras cuando
la velocidad del viento es baja (Frenz, 1999) y no se habia implementado para el
monitoreo de polen de maiz transgénico. Capturar y analizar estos granos nos
permitiria tener mayor informacion sobre la dispersion en el ambiente de

transgenes entre diferentes cultivos de maiz.

El desplazamiento del polen a diferentes distancias de la planta y la polinizacion
cruzada entre distintos cultivos de maiz permite el intercambio de material
genético entre individuos cercanos en el campo de siembra, por ello importante
implementar un método de captura de polen (los captadores aerobiolégicos
parecen ser una buena opcién) y un protocolo de laboratorio para la deteccion de

secuencias transgénicas en los granos de polen.
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El muestreo a partir de polen de maiz ofrece una mayor cobertura de los
ambientes circundantes por lo cual aumenta la probabilidad de detectar la
presencia o ausencia de OGM en una poblacion. Esto debido a que en una
pequefia cantidad de muestra la diversidad de los individuos de los campos
VEeCinos es mas representativa en comparacion con el muestreo de otros tejidos no
moviles (semilla y tejido foliar), donde los individuos muestreados solo reflejan la

diversidad de un sitio delimitado.

Asi, con la cuantificacién de ADN procedente de polen de maiz y la técnica de
amplificacion PCR para identificar al componente transgénico se reduce la

posibilidad de no deteccion del material genéticamente modificado.
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Hipotesis

Con la captura de granos de polen, que se desplazan en el ambiente dentro de un
campo o entre diferentes cultivos, es posible implementar un nuevo sistema de
monitoreo de transgenes en plantaciones de maiz para reducir los inconvenientes

gue se presentan con semillas y hojas.
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Método

Descripcion de las muestras

Primer ensayo de colecta de granos de polen

Se realiz6 este primer ensayo para obtener polen y probar el protocolo que

generalmente se utiliza para la extraccién de ADN, el de CTAB.

En tiras de acetato de cinco centimetros de ancho por dos centimetros de longitud,
se aplicé una capa de la mezcla hexano-vaselina y se dejé secar durante toda la

noche.

El 24 de agosto de 2010 se colectaron granos de polen en estas cintas en el limite
de los municipios de Ecatepec y Tlanepantla, en el Estado de México. De forma

manual se movio la espiga para que el polen se dispersara y cayera en cada cinta.

La colecta se realiz6 cerca del medio dia y se hizo a diferentes distancias de la
espiga: cinco, 30, y 60 centimetros. A cada muestra se le asigné una clave de
identificacion (tabla 2) y se guardaron a temperatura ambiente dentro de una caja

de carton.
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Tabla 2. Muestras de la primera colecta de polen

Clave de identificacién

Distancia de la fuente

emisora (centimetros)

Ndamero de muestras

M1 5cm 5
M2 30 cm
M3 60 cm

Seqgundo ensayo de colecta de granos de polen

Los propdsitos del segundo ensayo fueron tres: el primero, establecer las
condiciones adecuadas para el rompimiento de la cubierta exterior (o exina)
mediante el uso del equipo Fast-Prep; el segundo, elegir el adherente adecuado
para capturar el mayor nimero de granos sin que interfiriera o inhibiera la reaccion

de gPCR, y el tercero, probar la eficiencia del muestreador volumétrico.

Establecimiento de las condiciones del equipo Fast-Prep

Las espigas se colectaron el 4 de julio de 2011 en el municipio de Santiago

Juxtlahuaca, Oaxaca, y se guardaron en bolsas de papel con un pequefio paguete
de absorbente de humedad, para evitar la formacién de hongos. Estas espigas se
utilizaron para determinar las condiciones del equipo Fast-Prep y para analizar los

adherentes (experimento que se describe mas adelante).

Se tomaron tres de esas espigas y se sumergieron en tubos que contenian,

aproximadamente, 40 ml de nonidet P40 estéril al 0.1%.
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Se agitaron vigorosamente con voértex por dos minutos para liberar los granos de
polen. Se dejaron reposar de cinco a 10 minutos. Transcurrido ese lapso, con una
pipeta Pasteur, se tomaron los granos de polen que se encontraban en el fondo y

se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

Estos tubos se agitaron en el equipo Fast-Prep a diferentes velocidades y
diferentes tiempos. El ensayo se inicié con dos periodos de 45 segundos a 6 m/s
cada uno y con un lapso de dos minutos de enfriamiento en hielo entre cada

periodo.

Se analizaron al microscopio las suspensiones de granos de polen para
determinar el tiempo y la velocidad 6ptimos en las que se obtuvo el mayor
porcentaje de granos rotos liberados dentro de la suspensién. Para esto se
prepard una solucion stock de granos de polen al 0.1% y se hizo un conteo de la

cantidad en una camara de Neubauer.

Eleccion del adherente

Para elegir el adherente adecuado se evalud la cantidad de polen capturado en
dos tipos de adhesivos (experimento en el tunel de viento) y se determind si

alguno interferia con las pruebas de gPCR.
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a) Experimento en el tunel de viento

El objetivo de este ensayo fue determinar cual era el mejor adherente para
capturar granos de polen. Las opciones fueron dos mezclas: a) silicona con

tetracloruro de carbono y b) vaselina con hexano.

A 24 trozos de cinta de celofan (Melinex) se le aplicé una capa de siliconay a
otras 24, una de vaselina. Posteriormente se colocaron ocho trozos (cuatro de
cada adherente) a la salida de un tunel del viento, que contenia en su interior

espigas de maiz con granos de polen.

Se hizo pasar una corriente de aire a 4 m/s durante dos minutos. Posteriormente
se retiraron las cintas y se cambiaron por otras, intercambiando los lugares.
Finalmente las bandas con granos de polen impactados fueron analizadas al
microscopio y se contabilizé el nimero de granos de polen de maiz capturados en

cuatro barridos, lo que dio un total de 96 resultados para cada pegamento.

b) Interferencia de los adherentes en gPCR

Para determinar si los adhesivos interferian en las pruebas de gPCR se utilizaron

concentraciones conocidas de granos de polen.
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Para ello, se cortaron 14 trozos de celofan Melinex de 48 mm de longitud (lo cual
corresponderia a un periodo de 24 horas de muestreo). Siete de ellos fueron
cubiertos con una capa de vaselina con hexano (1:5) y los otros, con una capa de
silicona disuelta en tetracloruro de carbono y se dejaron secar hasta que se

evaporo el disolvente y solo quedé la capa adherente inerte.

Posteriormente se prepard una nueva suspension de granos de polen de maiz. Se
cuantific6 en camara de Neubauer y se hicieron diluciones seriadas. Se tomgé la
cantidad exacta necesaria para obtener las siguientes concentraciones de granos
de polen: 10 000, 5000, 1000, 500, 100, 50 y O (tabla 3) y se depositaron sobre los

trozos de cinta.

Tabla 3. Concentracion de granos de polen utilizados en cada muestra. La sefializacion s* corresponde al
uso de silicona como adherente y v*, a vaselina

Muestra | # de # de granos de Muestra | # de # de granos de
granos polen en 50 pl de granos polen en 50 pl de
de polen | suspension de polen | suspension
en cinta | (tomados luego en cinta | (tomados luego

del rompimiento) del rompimiento)

1s* 10 000 2000 1v* 10 000 2000

2s 5000 1000 2v 5000 1000

3s 1000 200 3v 1000 200

4s 500 100 4v 500 100
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Muestra | # de # de granos de Muestra | # de # de granos de
granos polen en 50 pl de granos polen en 50 ul de
de polen | suspension de polen | suspension
en cinta | (tomados luego en cinta | (tomados luego

del rompimiento) del rompimiento)

5s 100 20 Sv 100 20

6s 50 10 6v 50 10

7s 0 0 v 0 0

Se dejaron secar al aire y posteriormente se hizo la extraccién de ADN.

Tipo de muestreador

Para proyectar la forma en como se establecerian las trampas Burkard en campo
y cdmo se colectaria el polen, se simuld la presencia de granos en el ambiente a
través de un mini tunel de viento. Para esto se colocaron espigas con granos de
polen dentro de un mini tanel de viento, que mide 90 centimetros de largo por 15
de ancho y 15 de altura, y esta unido a una camara de 35 cm de alto, por 24 cm
de largo y 24 cm de ancho donde se acopla un humidificador para control de
humedad, y fuera de él se encuentra el ventilador eléctrico. Posee compartimentos

para la introduccién y colocacion de muestras (Figura 1).
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Figura 1. Mini tanel de viento con espigas de maiz construido en el taller mecénico del Centro de Ciencias
de la Atmoésfera de la UNAM

Para la colecta de los granos de polen se utilizaron trampas tipo Burkard que
estan disefiadas para obtener muestras de particulas que se encuentran en el
aire, como esporas de hongos y polen, de forma continda durante periodos de

hasta siete dias.

El muestreador succiona 10 litros de aire por minuto y puede funcionar 24 horas
durante los 365 dias del afio con energia eléctrica (figura 2). El tamafio del orificio
por donde entra el aire es de dos por 14 milimetros.

Tiene integrado un tambor (figura 3) que gira en direccién con las manecillas del
reloj, sobre el cual se adhiere una cinta de celofan (Melinex) que esté cubierta con
una delgada capa de adherente (vaselina con hexano o silicona con tetracloruro

de carbono) donde se impactan las particulas colectadas del aire. Esta cinta se
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remueve cada semana y se corta en trozos de 48 mm los cuales corresponden a

24 horas de muestreo (Figura 4).

Cabeza extraible
Cierre herméticg

Orificio de e
aire

" Motor de succién
Bomba de vacio

Figura 2.

Trampa de granos de polen Hirst

Figura 3. Tambor interno de la trampa Hirst de granos de polen
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Figura 4. Trozo de cinta de celofan Melinex

Cuando las espigas estaban dentro del mini tinel se les aplicé una corriente
constante de aire de 4 m/s para que el polen se impactara en la cinta Melinex, la
cual estaba en la trampa volumétrica y cubierta con una delgada capa de la
mezcla de vaselina con hexano. De esta trampa Hirst se obtuvieron siete muestras

por triplicado cada una con la clave correspondiente TV1 a TV7 (figura 5).
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Figura 5. Mini tnel de viento que emite una corriente de aire que arrastra los granos de polen y son
capturados en la trampa de esporas Hirst y en el muestreador pasivo

Tercer ensayo de colecta de granos de polen

Previo a la realizacidn del estudio en los campos con maiz GM, se decidioé hacer
un ensayo piloto en sembradios de maiz con el fin de ajustar detalles en la
metodologia. Para ello se eligieron cuatro sitios cerca del Distrito Federal y a cada
uno se le asigno una clave (DF1-DF4). Dos de ellos se encontraban cercanos al

Ajusco, en el Pueblo de la Magdalena Petlacalco; uno en el poblado de Topilejo, y
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el ultimo en el de Parres (figura 6). Estos se eligieron porque forman parte del

suelo de conservacion del Distrito Federal y en ellos se siembra maiz nativo.

e axochimilco, & e e
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Figura 6. Ubicacion de las trampas Hirst ca de la Ciudad de México

En cada lugar se georeferenciaron todos los campos de maiz situados en un radio
de tres kilometros de las trampas de esporas. En los sitios nombrados como
Ajusco 1 (DF1) y Ajusco 2 (DF2) los campos de maiz se encontraban,
aproximadamente, a una distancia de 10 metros de la trampa de esporas; la que
se establecio en Parres (DF3) se coloco en la azotea del centro de salud del
poblado y el cultivo de maiz estaba aproximadamente a tres kildmetros de ella'y
en Topilejo se encontraba en el techo de una casa que estaba rodeada por varios

cultivos de maiz (DF4).
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Las trampas de esporas Hirst se dejaron funcionando del 16 de agosto al 21 de

septiembre de 2011 haciendo el cambio de la cinta, que tenia el adherente silicona
con tetracloruro de carbono, cada dos semanas con el fin de aumentar la cantidad
de granos de polen capturados porque la época de floracion del maiz estaba en la

parte final cuando se colocaron las trampas.

Posteriormente se recogieron las cintas y se cortaron en siete fragmentos, cada
uno correspondiente a 48 horas de muestreo. Se obtuvieron 14 muestras para de

cada trampa (Tabla 4).

Tabla 4. Muestras del monitoreo de granos de polen en el Distrito Federal

Clave de Lugar NUumero de tiras con 7
identificacion muestras cada una

DF1 Ajusco 1 2

DF2 Ajusco 2 2

DF3 Topilejo 2

DF4 Parres 2

Cuarto ensayo de colecta de granos de polen

Después de probar las dos formas anteriores de captura de polen de maiz, fue
necesario hacer un ensayo en un campo experimental con siembra de maiz GM
para poder establecer un método de monitoreo adecuado, el cual es parte

importante de las actividades del Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
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Climatico y que realiza el Laboratorio de Biologia Molecular para el Analisis de

Organismos Genéticamente Modificados.

En un predio cerca del poblado de Culiacancito, Sinaloa, se monté el experimento

en un sitio con permiso de siembra de maiz GM.

El campo fue dividido en parcelas (figura 7), en las cuales se sembro
alternadamente maiz genéticamente modificado y maiz sin modificacién genética.
Dentro de este campo se colocaron ocho trampas Burkard, cada una a diferente
distancia de las parcelas de maiz GM (figura 8) y la cinta Melinex estaba cubierta

con una capa de silicona con tetracloruro de carbono.

Los eventos que se sembraron en las parcelas fueron MON89034 Y MONB88017.
El maiz GM con el evento MON89034 proporciona resistencia a lepidépteros
gracias a los genes cry2Ab2 y crylA.105 que expresan toxinas las cuales afectan

el intestino medio de los insectos (James, 2013).

El evento MONB88017 confiere tolerancia al herbicida glifosato y a insectos
coledpteros. Los genes introducidos son el CP4 EPSPS (aroA: CP4) y el cry3Bb1;
el primero disminuye la afinidad de unién para el glifosato y confiere una mayor

resistencia al herbicida y el gen cry3Bb1l expresa la toxina que ataca
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particularmente al gusano del maiz porque dafa el revestimiento de su intestino

medio (James, 2013).

Google earth
L=,

Figura 7. Distribucion de las parcelas en el campo de maiz. Los recuadros rojos corresponden a parcelas
donde se habia sembrado maiz GM y maiz no modificado genéticamente. Las figuras de colores indican las
parcelas que se sembraron con maiz GM. Los rectdngulos amarillos indican plantas separadas a 0.5 metros
una de otray los verdes sefialan que las plantas se encontraban a 0.75 metros de distancia entre si. Entre
parcelas que tenian el mismo tamarfio de surco habia una distancia de cuatro metros y la longitud entre
los dos grupos diferentes fue de 10 metros. Los poligonos que no son de estos colores representan

parcelas de maiz no modificado genéticamente.
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gartlw

Figura 8. Asignacion de las ocho trampas de esporas Burkard (estrellas rojas) en campo

Se estimé que la floracién del maiz GM ocurriria alrededor del 30 de abril del

2012, por ello se colocaron las trampas de esporas entre los dias 23 y 28 de abril.

Las trampas se colocaron a una altura de entre dos y tres metros del suelo
orientadas al centro de la parcela GM y con el cabezal fijo y sin veleta para
maximizar las posibilidades de capturar granos de polen de maiz GM.

Se realizaron varios andlisis a través del modelo HYSPLIT (Drexler, Rolph, 2012),

el cual es un sistema de computo de trayectorias de aire y permite simular la
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dispersion y deposicidén de particulas con base en las condiciones meteorologicas
de la zona de interés, para ubicar las trampas de particulas de acuerdo a las

trayectorias que podrian tomar los granos de polen debido al viento.

Se utilizaron los datos climatoldgicos del 21 de abril al 15 de mayo de 2011
(referencias del afio anterior para estimar las fechas floracién) en un horario entre
las 12 y 18 horas (mayor liberacién de polen) y asi se pudo apreciar que las
posibles trayectorias abarcaban todo el cuadrante, con una moderada

predominancia hacia la direccién S-SE.

Con la ayuda de una rosa de vientos de la zona de estudio se corroboré que la
ubicacion de cada una de las trampas fuera la adecuada para la captacion de

polen de maiz GM.

Las cintas se mantuvieron en el colector dos semanas y se renovaron al finalizar
este tiempo. Asi se obtuvieron dos muestras en cada estacién con un total de 16

(con su duplicado). A estas muestras se les asignaron las claves S1-S16 (tabla 5).
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Tabla 5. Muestras en Sinaloa

Muestra Semana de
muestreo

Sla Semanaly?2
Sib Semanaly?2
S2a Semanaly?2
S2b Semanaly?2
S3a Semanaly?2
S3b Semanaly?2
S5a Semanaly?2
S6a Semanaly?2
S6b Semanaly?2
S7a Semanaly?2
S7b Semanaly?2
S8a Semanaly?2
S8b Semanaly?2
S9a Semana 3y4
S9b Semana 3y4
S10a Semana 3y4
S10b Semana 3y4
Slla Semana 3y4
S11b Semana 3y4
S12a Semana 3y4
S12b Semana 3y4
S13a Semana 3y4
Sl4a Semana 3y4
S14b Semana 3y4
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Implementacion y optimizacion del método de extraccion de ADN a
partir de granos de polen

Para la extraccion de ADN a partir de granos de polen se realizé una busqueda de
protocolos y se encontrd que en la mayoria de los trabajos se realiz6 a partir de
semillas y hojas de maiz. Solo dos equipos la habian realizado con granos de

polen: Folloni et. al., (2012) y Hofmann et. al., (2009).

Por ello, se decidio probar el protocolo de bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB)

(Somma, 2006) y el propuesto por Calderdn, 2002.

Método de extraccidn 1: Ruptura de pared celular con CTAB

Este primer método de extraccién consistié en los siguientes pasos

1. Cortar en cuadros la cinta Melinex que contenia polen, colocarla en un tubo
Eppendorf y agregar 0.8 ml de buffer CTAB y 10 pL de proteinasa K.

2. Incubar durante 60 min con movimientos suaves continuos a 60° C (grados
centigrados).

3. Retirar de la incubadora, esperar de 4 a 5 min y afiadir 0.045 ml de
fenol/cloroformo/ isoamilico (25:24:1). Mover suavemente para mezclar durante 5

min.
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4. Centrifugar a 10 000 rpm durante 5 min.

5. Transferir la capa acuosa a un tubo Eppendorf, afiadir 0.045 ml de cloroformo /
isoamilico (24:1) y mover lentamente durante 5 min.

6. Centrifugar a 10 000 rpm durante 5 min.

7. Transferir la capa acuosa superior y afiadir 50 pyl de acetato de amonio 10M.

8. Agregar 50 pul de disolucién de acetato de amonio 10 M y mezclar invirtiendo
varias veces.

9. Agregar 500 pl de isopropanol el cual se encuentraba a -20°C.

10. Dejar que el ADN se precipitara a -20°C durante 2 horas.

11. Centrifugar a 10 500 rpm a 8°C por 5 min.

12. Eliminar el sobrenadante.

13. Agregar 1ml de etanol al 70% que se encuentraba a -20°C.

14. Mezclar en vortex hasta observar que el boton de ADN se desprendia del
microtubo.

15. Dejar reposar durante 5 min a temperatura ambiente.

16. Centrifugar a 10 000 rpm a 8°C por 5 min.

17. Eliminar el sobrenadante y tener cuidado de que no se desechara el boton de
ADN.

18. Colocar los microtubos en el evaporador y secar el ADN a 500 atm a 55°C por
10 min.

19. Revisar que el boton de ADN se encontrara completamente seco; en caso de

que no fuera asi se repitio el paso 18 durante el tiempo necesario (5 a 10 min).
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20. Resuspender el ADN en 20 ul de H,O ultrapura.

*Nota: La preparacion de las soluciones se detalla en el Anexo |l.

Método de extraccidn 2: Ruptura de pared celular con CTAB modificado

Se realizé una modificacién al protocolo anterior que consistio en lavar
previamente la cinta de acetato con tritdn 0.1% hasta observar que los granos de
polen se desprendieron completamente. Posteriormente, estos se molieron con
nitrégeno liquido. Una vez triturados, se colocaron en tubos Eppendorfy se

prosiguié con el paso nimero uno del Método de extraccion 1.

Método de extraccion 3: Ruptura de pared celular con equipo Fast-Prep

Antes de probar el protocolo para el equipo Fast-Prep se prepararon los reactivos
gue se utilizarian (Anexo Il) y al hacer la extraccién de ADN se utilizaron las
condiciones para el equipo que ya se habian establecido previamente en el

segundo ensayo de captura de polen.

Los pasos del tercer método de extraccidon fueron los que se enumeran a

continuacion:
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1. Colocar las cintas en tubos cénicos de 2 ml, agregar 250 pl de nonidet al 0.1% y
0.2 g de perlas de vidrio estériles.

2. Agitar los granos en el equipo Fast-Prep bajo las siguientes condiciones:
velocidad de 6m/s y durante un periodo de tiempo de 45 s. Completar 3 ciclos (con
cuidado de colocar los tubos en hielo 2 min entre cada ciclo para evitar
sobrecalentamiento).

3. Una vez terminados los 3 ciclos, mezclar suavemente cada tubo y retirar la
cinta.

4. Tomar 50 ul del sobrenadante y se transferir a un tubo Eppendorf de 0.5 ml.

5. Agregar al tubo Eppendorf 50 ul de la mezcla de fenol-cloroformo (1:1).

6. Agitar en vortex durante 10 s.

7. Centrifugar durante 15 min a 14 000 rpm a 4°C.

8. Tomar el sobrenadante (fase acuosa), con cuidado para no perturbar la
interfase, y transferirlo a un tubo que contenia 60 ul de isopropanol frio, 4 pl de
acetato de amonio 6M y 1 ul (20 ug) de glicogeno.

9. Invertir 3 veces los tubos e incubarlos a -20°C durante toda la noche.

10. Centrifugar los tubos durante 10 minutos a 14 000 rpm a 4°C.

11. Descartar el sobrenadante con una micropipeta teniendo cuidado de no tocar
el botén de ADN.

12. Adicionar a cada tubo 100 pl de etanol al 70% fri6 (el cual estuvo almacenado
previamente a -20°C).

13. Invertir los tubos 3 veces de forma sutil y centrifugar 5 min a 14 000 rpm a 4°C.
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14. Remover y descartar el sobrenadante utilizando una micropipeta.
15. Secar los tubos con la tapa abierta en campana de flujo laminar.
16. Resuspender el botén en 50 pl de agua mili Q estéril y almacenar en el

congelador hasta su uso.

Método de extraccion 4: Modificacion del Método de ruptura de pared celular
con Fast-Prep.

Se decidié hacer modificaciones al método de extraccién 3 para optimizar la
obtencion de ADN del polen. Una de ellas consistio en alterar la cantidad de
algunos reactivos (nonidet P40, mezcla fenol-cloroformo, isopropanol, acetato de
amonio 6M, glicégeno) y la otra, en el tiempo de centrifugacion. Por lo que se
establecié este protocolo como el definitivo, ya que con este método la cantidad
inicial de polen que se necesita se reduce a 10 granos, a diferencia del anterior
donde se requieren al menos 50. Esto permite obtener una amplificacion positiva
cuando la cantidad de granos de polen sea poca. A continuacion se enuncian las

etapas que fueron modificadas:

Paso 3. Centrifugar a 10 000 rpm y después retirar la cinta de celofan.
Paso 5. Agregar 200 pl de la mezcla fenol-cloroformo (1:1).

Paso 6. Agitar los tubos en el vortex durante 30 s.
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Paso 8. El tubo Eppendorf de donde se transfirié el sobrenadante contenia 900 pl
de isopropanol al 100%, 56 pl de acetato de amonio a 6M y 3.5 ul de glicogeno a
una concentracién de 20 mg/ml.

Paso 10. Centrifugar los tubos durante 15 min a 14 000 rpm a 4°C.

Paso 16. El botén de ADN se resuspenden en 10ul de agua estéril.

Evaluacion de la eficiencia de extraccién de ADN y pureza por
espectrofotometriay evaluacion de su integridad por electroforesis

Para verificar que en las muestras M1, M2 y M3 de la primera colecta se habia
logrado extraer ADN se hizo cuantificacién con espectrofotometria y

posteriormente se realizé un gel de electroforesis para evaluar su integridad.

Los tubos que contenian la solucién de ADN se colocaron durante 15 minutos en
bafio seco a 55°C y se agito la solucion invirtiendo el tubo y con la ayuda de una

micropipeta.

Para la cuantificacién de la concentracién de ADN se utilizé el biofotometro. La
solucién de ADN correspondia a 5ul y el diluyente, a 95 pl. La medicidn se repitio

varias veces hasta obtener una lectura constante en cada una de las muestras.
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Cuantificacion de un gen enddgeno de maiz mediante gPCR

Las muestras TV1-TV7, por triplicado, se emplearon para la amplificacion de PCR

tiempo real. Cada una correspondia a 24 horas de funcionamiento de la trampa de

esporas Hirst. Ademas se prepard una curva estandar con ADN de maiz que se

extrajo del material de referencia certificado del evento TC1507 al 10%

(Fluka/BioChemika). Se hicieron diluciones seriadas a partir de 20ng de manera que

se agregaran por reaccion 100ng, 50ng, 10ng y 1ng de ADN.

Para la prueba de qPCR se utilizaron 5 pl de suspension de ADN.

Las concentraciones (en numero de granos de polen) que se obtuvieron de la

extraccion de ADN se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Concentracion de granos de polen (s* indica silicona y v** se refiere a vaselina)

Muestra # de granos de #de granos de | Muestra # de granos de | # de granos
polen en cinta polen en 50 pl polen en cinta | de polen en
de suspension 50 pl de
(tomados suspension
después del (tomados
rompimiento) después del
rompimiento)

TV1s* 10 000 2000 TV1v** 10 000 2000

TV2s 5000 1000 TV2v 5000 1000

TV3s 1000 200 TV3v 1000 200

TVA4s 500 100 TV4v 500 100

TV5s 100 20 TV5v 100 20

TV6s 50 10 TVe6v 50 10

TV7s 0 0 TV7v 0 0
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Para corroborar que si se habia logrado capturar granos de polen de maiz se
realiz6 la prueba de PCR en tiempo real para el gen enddégeno (ADH). En ella se
utilizaron 5 microlitros de la uUltima suspension de agua estéril que contenia el
bot6n de ADN. Los iniciadores y las sondas se muestran en la tabla 7. La prueba

se realiz6 en 40 ciclos a 95°C y durante 40 minutos.

En las muestras DF1-DF4 se analiz6 el gen endégeno HMG (tabla 8), para las
muestras S1-S16, el gen ADH.

Las muestras se corrieron en un equipo ABI PRISM 7500 REAL TIME PCR
SYSTEM sequence detection system (Applied Biosystems) con los reactivos y
cantidades de la tabla 9 durante 50 cilcos. Dichas condiciones fueron para los dos

genes y los eventos transgénicos.

A modo de resumen, en las muestras TV1-TV7 se analiz6 el gen ADH durante 50
ciclos en la PCR, en las DF1-DF4, el gen HMG por 40 ciclos y en las S1-S16, ADH
en 50 ciclos. Para los casos en que después de 40 ciclos de amplificacion no se
observaban resultados en las gréficas, se decidié modificar el programa del
termociclador a 50 ciclos para poder observar posibles amplificaciones tardias

(aquellas que ocurren después de 40 ciclos).
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Tabla 7. Iniciadores y sondas que se utilizaron en PCR tiempo real para la deteccion del gen ADH

Primer | Adhl primer | CCA GCC TCA TGG CCA AAG
forward | F

Primer Adhl primer CCTTCTTGG CGG CTTATC TG
reverse | R

Sonda | Adhlprobe | 6FAM CTT AGG GGC AGA CTC CCG TGT TCC CT
MGBNFQ

Tabla 8. Primers y sonda para amplificar el gen endégeno HMG (High mobilitygroup) de maiz

Direccion 5°- 3’
MaiJ-F2 TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA
HMG-Rev GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT
HMG-
probe_TAMRA 5'-FAM-CAATCCACACAAACGCACGCGTA-TAMRA-3'

Facultad de ciencias, UNAM. 48


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Monitoreo de secuencias transgénicas

Tabla 9. Reactivos de PCR

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen para
inicial final una reaccion

de 25 pl

Agua - - 6.5 pl

ultrapura

TagMan 2X 1X 12.5 pl

Universal

PCR Master

Mix

Iniciador 10 uM 150 nM 0.375pl

reverse

Iniciador 10 uM 150 nM 0.375 pl

forward

Sonda 5uM 50 nM 0.25 pl

ADN molde 200 ng 5ul

Volumen total | -- - 25 ul

Amplificacion por PCR con albumina sérica bovina (BSH)

Con las muestras S1-S16 se realiz6 una nueva gPCR con 400ng/ul de albumina
sérica bovina (BSH), que se agregé a la mezcla de reaccién para mejorar la

amplificacion porque existian agentes que inhibian la PCR (Kreader, 1995).
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Deteccidn evento-especifico para MON88017 y MON89034 mediante

gPCR

Ademas del gen endégeno ADH, en las muestras S1-S16 se examinaron los

eventos GM de maiz (MON88034 y MON89017) con los primers y las sondas

adecuadas (Tabla 10) y con las condiciones de la tabla 9.

Tabla 10. Iniciadores y sonda de los eventos de maiz GM: MON89034 y MON89017

MON89034 MON88017
Primer MON89034 | CGG TAT CTA MON88 | TCC GGA GTT GAC
forward primer 2 TAA TAC GGT 017AR | CAT CCA
GGT TTT TAAA
Primer MON89034 | TTC TCC ATA MON88 | GAG CAG GAC CTG
reverse primerl TTG ACC ATC 017AF | CAG AAG CT
ATACTCATT
sonda MON89034 | 6FAM ATC CCC | MONS8S8 | 6 FAM
probe GGA ATT TAT 017AP | TCCCGCCTTCAGTTT
GTT MGBNFQ AAACAGAGTCTTGT
MGBNFQ
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Resultados

Primer ensayo de colecta de granos de polen

Para corroborar que se habia extraido material genético de las muestras M1-M3
con el método de extraccion 1 se hizo la cuantificacion en el espectrofotometro.
Sin embargo, para las tres muestras se obtuvo una baja concentracion por lo que

se decidi6 no realizar la electroforesis en gel de agarosa ni la PCR.

Con base en los resultados obtenidos, se decidi6 extraer nuevamente el ADN de
las muestras M1, M2 y M3 pero esta vez se utilizé el método de extraccion 2.
También se hizo la cuantificacion. Los datos indicaron una mayor cantidad de DNA
con respecto a la primera extraccion, por ello se realiz6 la electroforesis en un gel

de agarosa.

En el primer gel (figura 9) se compar6 una muestra control (sin tratamiento previo
con triton al 0.1%) con las muestras M1, M2 y M3 (tabla 11). El volumen que se
obtuvo de la extraccion de DNA de cada muestra se dividié en dos volumenes

iguales y cada réplica se coloco en un carril.

Facultad de ciencias, UNAM. 51


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Monitoreo de secuencias transgénicas

Tabla 11. Condiciones de las muestras analizadas en el primer gel de electroforesis

Carril Muestra Condiciones
1 Marcador
molecular
2y3 Muestra Corresponde a granos de polen colectada
control directamente de la planta el 21 de septiembre de

2011 por lo que no se dio tratamiento previo con
triton al 0.1%.

4y5 M1 El polen se colecto en tira de acetato con mezcla
de vaselina-hexano. La colecta fue cerca de la

planta

6y7 M2 La colecta se hizo a 30 centimetros de la planta

en tira de acetato con vaselina y hexano.

8y9 M3 Muestra tomada a 60 centimetros de la planta

con una antera adherida.
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Figura 9. Gel de agarosa (1%) para la técnica electroforesis de ADN de granos de polen. La tincidn se hizo
en BrEt (0.5ugml). El carril 1 (MM) corresponde al marcador molecular; los carriles 2 y 3, a la muestra
control (C); el carril 4y 5, ala muestra M1; el 6y 7, a la muestra M2 y su réplica, y los carriles 8y 9, a M3.

El carril 10 quedo vacio.

En la figura 9 se aprecian bandas nitidas en los carriles correspondientes a la
muestra control. Se utiliz6 como control porque se capturé un mes después de las
muestras que estaban en cintas y tenia un dia se haber sido colectada cuando se
hizo el ensayo. Por esta razon se consider6 que era mas facil que el ADN se
observara y sirviera como referencia. Ademas, la cantidad de granos de polen

eran mayores a la colectada en las cintas.
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Del carril cuatro al nueve no se observa ninguna banda. Estos corresponden a las

muestras M1, M2 y M3.

Segundo ensayo de colecta de granos de polen

Establecimiento de las condiciones del equipo Fast-Prep
Con el analisis de las suspensiones resultantes de los granos de polen se

establecid el porcentaje de granos rotos (figura 10 y figura 11)

Figura 10. Microfotografia de granos de polen de maiz sometidos a un ciclo de agitacién en el equipo Fast-

Prep. El punto oscuro del centro corresponde a un grano de polen entero y los otros dos granos estan
rotos

Facultad de ciencias, UNAM. 54


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Monitoreo de secuencias transgénicas

Figura 11. Microfotografia de granos de maiz sometidos a dos ciclos de ruptura en equipo Fast-Prep.

Todos los granos estan rotos

Los resultados de los periodos de ruptura se muestran en la tabla 12, donde se
observa un porcentaje de granos de polen rotos cercano al 100% con tres ciclos;

razon por la que todos los experimentos donde sea necesario hacer un

rompimiento de granos de polen en Fast-Prep incluiran tres periodos de agitacion

a 6m/s durante 45 segundos con un lapso de dos minutos de enfriamiento en hielo

entre cada ciclo.

Tabla 12. Porcentaje de granos de polen rotos en equipo Fast-Prep de acuerdo a periodos de rompimiento

(6 m/s durante 45 segundos)

Periodos de

rompimiento o

% granos de polen rotos

agitacion
1 70 %
2 92 %
3 99 %
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Eleccion del adherente

Para analizar las diferencias entre los dos tipos de adhesivos, se extrajo el ADN

de las cintas con el método de extraccién 3y se realizé la PCR para el gen

endogeno ADH (figura 12).
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Figura 12. Curva de amplificacién gPCR de la curva estandar y de todas las muestras problema

La concentracion minima de granos de polen a la cual se obtuvo amplificacion por

gPCR las muestras con soporte de silicona corresponde a 50 granos de polen en

cinta y un grano en la mezcla de gPCR (figura 13).
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Figura 13. Curva de amplificacién de gPCR para las muestras de silicona
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Para las muestras con soporte de vaselina el limite minimo corresponde a 100

granos de polen en cinta'y 2 granos en la mezcla de gPCR (figura 14).
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Figura 14. Curva de amplificacién de gPCR para las muestras con soporte de vaselina

Tercer ensayo de colecta de granos de polen

Se realiz6 la extraccion de ADN de las muestras DF1, DF2, DF3 'y DF4 por el
método de extraccion 3y se desarrolld la prueba de gPCR. Los resultados se

observan en la figura 15.
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Delta Rn vs Cycle
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Figura 15. Curva de amplificacién de gPCR para todas las muestras de granos de polen capturados por las
trampas de esporas Hirst situadas cerca de diferentes campos de maiz

Esta figura solo muestra la amplificacion de la curva estandar, aunque las réplicas
de las muestras DF1 y DF2 parecen evidenciar un crecimiento exponencial cerca
del ultimo ciclo (numero 40), por ello se decidié cambiar el método de extraccion
de ADN y las condiciones de la gPCR. Ademas, la observacién al microscopio de
algunas muestras revel6 que la mayoria de los trozos de cinta contenian menos

de 10 granos de polen cada uno.

Con base en estos resultados se realizé otro aislamiento de ADN con el método
de extraccion 4. Con las modificaciones realizadas al protocolo de rompimiento
celular quimico se pudo reducir la cantidad necesaria de granos de polen
capturados en la cinta para tener una amplificacion positiva. Con el método

anterior se requerian 50 granos y con el nuevo bastaron 10, aproximadamente.
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La prueba de gPCR se desarrollé con las mismas muestras de los campos
cercanos a la Ciudad de México y bajo condiciones similares, con la salvedad de

gue el numero de ciclos se incrementé a 50.

En la figura 16, ademas de la curva estdndar hubo amplificaciones de cuatro
muestras (sitios cercanos al Ajusco) lo que nos indica que las modificaciones del

método fueron correctas.
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Figura 16. Curva de amplificacién de gPCR de todas las muestras de granos de polen capturados por las
trampas de esporas ubicadas cerca de campos de maiz con el método de extraccion 4

Con base en este método modificado de extraccidén se analizaron las muestras
colectadas en campos de maiz del DF y se realizé la extraccion de ADN a la cinta
gue estuvo una semana capturando polen. En esta prueba ninguna muestra

amplifico.
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Figura 17. Gréafica que se obtuvo de la PCR de todas las muestras en la cinta de la segunda semana en
cultivos del Distrito Federal
Durante la segunda semana de prueba, el polen se capturé en una nueva cinta.
Se detect6 el gen HMG (figura 17). En la prueba de PCR amplificaron dos de las

cuatro muestras: DF1 y su réplica, y DF2 también con su réplica (figura 18).

Facultad de ciencias, UNAM.

60


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Monitoreo de secuencias transgénicas

il
l
|

FZ(réplica()ﬁ,ja T |DF1(réplica)

i
§

[

My |
Ny

DF

o,

g 30 31 32 33 34 35 36 A7 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Figura 18. Figura 18. Amplificacion de la figura 17 donde se observan las curvas de las muestras que
amplificaron (DF1y DF2 con sus réplicas)

Estos resultados se obtuvieron con un umbral de 0.074. La pendiente fue igual
a-3.32 y R? a 0.992. La concentracién aproximada que se obtuvo en cada una de

las muestras se encuentra en la tabla 13.
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Tabla 13. Concentracién de ADN de muestras del Distrito Federal

Muestra Concentracion de ADN
(ng/ul)

DF1 5.22 e 004

DF1 (réplica) 2.30 e 003

DF2 4.84 e 004

DF2(réplica) 2.68 e 004

Cuarto ensayo de colecta de granos de polen

En las muestras de los campos de Sinaloa (S1-S16) se hizo una cuantificacién con
el espectrofotémetro de la cantidad de ADN y se analizé su relacién con la
distancia a la que se encontraban las trampas del campo de los cultivos

modificados genéticamente (tabla 14).
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Tabla 14. Relacion entre la concentracion de ADN y la distancia del campo de maiz GM

Namero Muestra Semanade Distancia Concentracion

de muestreo (metros) (ng/ul)

trampa

2 Sla Semanaly?2 856 m 0.0737

2 Sib Semanaly?2 856 1.66

il S2a Semanaly 2 57 0.970

il S2b Semanaly 2 57 0.632

3 S3a Semanaly 2 145 0.07

3 S3b Semanaly?2 145 0.175

5 Sbha Semanaly 2 185 0.0716

6 S6a Semanaly?2 380 1.64

6 S6b Semanaly?2 380 1.64

7 S7a Semanaly?2 355 0.294

7 S7b Semanaly?2 355 0.0547

8 S8a Semanaly?2 104 0.171

8 S8b Semanaly?2 104 0.978

2 S9a Semana 3y4 856 0.0923

2 S9b Semana 3y4 856 0.740

il S10a Semana 3y 4 57 0.667

il S10b Semana 3y 4 57 0.216

3 Slla Semana 3y 4 145 0.0420

3 S11b Semana 3y 4 145 1.22

4 S12a Semana 3y 4 160 0.809

4 S12b Semana 3y 4 160 0.443

5 S13a Semana 3y 4 185 0.0781

6 Sl4a Semana 3y4 380 0.0294

6 S14b Semana 3y4 380 0.00363
*Amarillo indica a las trampas que estaban més cerca al cultivo de maiz
GM
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Después de asegurase que se tenia ADN, se hicieron las pruebas de PCR para

tener la certeza que se trataba de material genético de maiz.

Amplificacion por PCR con albumina sérica bovina (BSH)

En la colecta de las muestras S1-S16 (de cuatro semanas), se detecto el gen
endégeno en 10 de las 16 muestras, lo cual demostraba que se habia capturado
polen de maiz en las trampas Hirst. Se decidio probar si la adicion de albumina
sérica bovina (BSH) podria mejorar la amplificacion por PCR porque se consideré
gue pudieran haber agentes que inhibian la PCR (acidos humicos presentes en el

suelo y que son arrastrados por el viento) (figura 19).
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Figura 19. qPCR de la mezcla de reaccién que contenia 40 ng de albimina. La pendiente que se
obtuvo fue de -3.89, r2 igual a 0.989614 y el umbral de 0.1393

Se detect6 el gen endégeno en 13 de las 16 muestras y las concentraciones

aumentaron hasta 10 mil veces (tabla 15).
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Tabla 15. Concentracion de las muestras con y sin albdmina

Sin Concentracion de | Con concentracion de
albumina ADH (ng/pl) albumina ADH (ng/pl)
Sla 1.20E-06 Sla 7.37E-02
Sib 4.75E-06 Sib 1.66E-00
S2a 7.10E-05 S2a 9.70E-01
S2b 1.47E-04 S2b 6.32E-01
S3a 1.44E-06 S3a 7.00E-02
S3b 2.49E-05 S3b 1.75E-01
Sbha 7.16E-02
S6a 3.23E-04 S6a 1.64E+00
S6éb 3.42E-04 S6éb 1.64E+00
S7a 9.99E-06 S7a 2.94E-01
S7b 1.49E-07 S7b 5.47E-02
S8a 7.07E-06 S8a 1.71E-01
S8b 5.56E-05 S8b 9.78E-01
S%9a 4.61E-07 S%9a 9.23E-02
S9b 5.63E-04 S9b 7.40E-01
S10a 1.03E-03 S10a 6.67E-01
S10b 6.65E-07 S10b 2.16E-01
Slla 2.26E-06 Slla 4.20E-02
S11b 2.60E-05 S11b 1.22E+00
S12a 1.48E-05 S12a 8.09E-01
S12b 1.70E-05 S12b 4.43E-01
S13a 7.81E-02
Sl4a 2.94E-02
S14b 3.63E-03
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Al comparar los resultados que se obtuvieron entre los dos procesos, se observé
gue la albumina ayudoé a la mejorar la técnica (tabla 16) porque cuando no se
agrego las concentraciones fueron menores (tabla 17). En la figura 20 se puede

ver la grafica de esta prueba.

Tabla 16. Cantidad con albdmina

Muestra Cantidad (%) de ADN NUumero de replicas

de maiz con respecto al de las que se obtuvo ADN
total

S1 0.065 2de4

S2 0.853 4de4

S3 0.06 4de4

S5 38.89 lde4

S6 1.94 4de4

S7 0.202 4de4

S8 0.8895 4de4

S9 0.40515 4de4

S10 0.692 4de4

S11 0.812 4de4

S12 0.6265 4de4

S13 5.73 2de4

S14 0.015795 4de4

S15 0.579 2de4
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Tabla 17. Cantidad en PCR sin albimina en la mezcla. Se cuantifico menor cantidad porque algunas
muestras no amplificaron

Muestra Cantidad (%) de Namero de
ADN de maiz con replicas de las que se
respecto al total obtuvo ADN

S1 2.8393E-06 4de4

S2 0.00010244 4de4

S3 0.00001037 3de4

S6 0.0003875 4de4

S7 6.5163E-06 3de4

S8 4.1843E-05 3de4

S9 0.00020785 4de4

S10 0.00118319 4de4

S11 5.6817E-05 3de4

S12 0.00021903 3de4
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Figura 20. Gréfica de PCR de las muestras donde no se utilizé albdmina
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Deteccion evento-especifico para MON88017 y MON89034 mediante
qPCR.

Cuando se compararon los resultados, y se verifico que con albumina en la
solucion mejoraba la cantidad obtenida, se resolvié agregar esta sustancia a las
siguientes soluciones de PCR para identificar el evento modificado genéticamente.
Primero se hizo el analisis para el evento MON88017 (figura 21 y figura 22) para
detectar su presencia por ello no se realiz6 una curva estandar y solo se logro

amplificar el material de referencia.

¢ Setup ¥ Instrument ¥ Results %
{ Plate ¥ Spectra ¥ Compenent ¥ Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report '
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Figura 21. Deteccién del evento MON88017 en todas las muestras de polen
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Figura 22. Amplificacion de las curvas exponenciales (linea roja y linea verde) del material de
referencia, pero no se pudo detectar presencia o ausencia del evento en ninguna muestra. El umbral
fue de 0.0426

Al no obtener un resultado positivo, se decidid hacer la deteccién del evento
(MONB89034) (figura 23 y figura 24) esperando que este evento si fuera uno de los
gue se sembraron pero igual que en el caso anterior, solo amplificé el material de

referencia.
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Figura 23. Grafica de gPCR para la deteccion del evento transgénico MON89034 en todas las muestras
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Figura 24. La linea rojay la verde corresponden al material de referencia. No se detecto el evento
MON89034. El umbral corresponde a 0.2

No se detectd ningun evento transgénico de los que se buscaron.
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Discusion

La Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios ha autorizado, a
partir del 2005 ahora 132 solicitudes para la comercializacion e importacion de
OGM a partir del 2005. Los cultivos principales son de maiz y algodon; los
fenotipos de interés son en su mayoria con resistencia a insectos plaga y
tolerancia a herbicidas (COFEPRIS, 2014), los cuales potencialmente pueden

ingresar al proceso regulatorio para obtener permisos de liberacidon al ambiente.

Para un cultivo de suma importancia, como el maiz, es indispensable hacer una
evaluacion de los riesgos que se pueden presentar en la coexistencia entre
campos de maiz convencional y maiz GM. Problemas como la dificultad de
deteccion de DNA transgénico cuando su frecuencia es de 1% (Mercer y
Wainwright, 2008) o el movimiento continuo del flujo génico entre los dos tipos de
maiz a lo largo y ancho de la republica (Turrent Fernandez, 2009) podrian
resolverse con el monitoreo de polen ya que hasta ahora solo se han hecho

muestreos con semillas y hojas.

El mecanismo de dispersion de polen parece ser una opcion adecuada para
realizar un rastreo de transgenes entre cultivos de maiz GM y plantas de maiz

convencional. Para esto, es indispensable implementar una metodologia de
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deteccidon de secuencias transgénicas a partir de granos de polen dado que estos
son la parte movil de la planta y pueden proporcionar informacién sobre como y
cuanto se "mueven" los transgenes (si los hubiera) entre diferentes cultivos. Por
ello, una parte importante de este trabajo se enfoc6 en la captura de poleny la

otra, en encontrar un método adecuado de extraccion de ADN.

En el primer ensayo de colecta de granos de polen y la extraccién con el primer
método 1, las muestras M1, M2 y M3 reflejaron una baja concentracién de ADN.
Los cocientes Azeo/Azs0 Y A 260/ A 230 registrados en el espectrofotdmetro fueron
muy bajos lo que indicd que las muestras aun contenian proteinas, hidratos de
carbono, péptidos, compuestos aromaticos y todo tipo de residuos (Kosem et
al.2008; James, 2012). Esta fue la causa de que se decidiera hacer modificaciones

al método para obtener una mayor cantidad de ADN sin residuos.

En la figura 9 (resultado del método de extraccion 2) se observa que la muestra
control fue la Unica donde se pudo obtener ADN dado que esta porcidn contenia
mayor cantidad de granos con respecto a las demas. Lo cual indica que el
protocolo donde se usé el amortiguador de CTAB con un lavado previo de las
muestras con Tritdbn X-100 al 10% ayuda a extraer ADN a partir de polen de maiz
ya que el detergente disolvié algunas proteinas y asi fue mas facil que se separara

la molécula.
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A pesar de que en el primer ensayo se logré obtener ADN, el objetivo principal del
trabajo era establecer un sistema de captura de granos que se encontraran en el
aire entre campos de maiz vecinos. Por ello, en el segundo ensayo de colecta de
polen, se utilizaron trampas Hirst para capturar polen y se decidio realizar la
extraccion con el equipo Fast-Prep. La tabla 12 muestra la razon de por qué se
eligieron tres periodos de agitacion y las condiciones del equipo para hacer la
extraccion. Se eligio como adhesivo a la mezcla la silicona con tetracloruro de
carbono porque el limite de deteccion fue de 50 granos de polen por cinta (figura
13). En cuanto al tipo de muestreador, se utilizaron trampas Hirst porque eran con

las que se contaba en ese momento.

Generalmente, las trampas Hirst se utilizan en muestreos de Aerobiologia para
identificar, monitorear y detectar granos de polen en la atmésfera para estimar su
distribucion, concentracion, impactos potenciales en la salud humana y determinar
su potencial como bioindicadores de contaminacion ambiental (Calderon, 2008;
Belmonte, 2003). También se emplean para capturar, contar y reconocer esporas

de hongos que afecten a diferentes cultivos (Gonzalez, 2013).

Con las condiciones establecidas anteriormente, durante el tercer ensayo de
colecta se examinaron las muestras DF1, DF2, DF3 y DF4, con el material de
referencia certificado del evento TC1507 al 10%, y se observé que solo

amplificaba la curva estandar (figura 15). Se hizo una nueva extraccion de ADN
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pero modificando ese protocolo para tener una amplificacion positiva con |0 granos
de polen. Las modificaciones consistieron en aumentar el volumen de mezcla
fenol-cloroformo para precipitar las proteinas; isopropanol para acidos nucleicos;
acetato de amonio para, ADN, y glicogeno para favorecer la precipitacion de toda
la solucién.

Las muestras DF1-DF4 de la segunda semana se sometieron a la prueba de
gPCR (figura 17) y solo cuatro de ellas amplificaron para el gen HMG. Estos
resultados muestran que la modificacion del protocolo ayudé a la extracciéon de
ADN; aunque no todas las muestras dieron un resultado positivo (figura 18) dado
que las trampas se colocaron cuando la floracion estaba en su parte final y esto
contribuyé a que la cantidad de granos que se capturaron fuera poca. Las
muestras positivas (tabla 11) corresponden a los sitios donde las trampas estaban
a 10 metros de los campos de maiz y sobre una superficie de cinco metros de
altura, aproximadamente, por lo cual el viento pudo favorecer la dispersién de los

granos y en consecuencia, que se pegaran a la cinta con mayor facilidad.

Esto contrasta con las muestras DF3 y DF4 (figura 6): la DF3 se encontraba a una
altura similar y los campos de maiz estaban lejos; pero en este caso, la dispersion
no fue favorecida por el viento. En la muestra DF4 aunque el muestreador Hirst
estaba rodeado por varios cultivos de maiz, no se captur6 polen, posiblemente

porque la etapa de floracion estaba por concluir.
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Hasta ahora ha sido un problema determinar las distancias de aislamiento entre
cultivos de maiz no modificado y maiz GM. Sanvido (2008) propone un area de 20
metros para el silaje del maiz y 50 para el almacenamiento de los granos con el fin
de evitar la fecundacion cruzada en los bordes de los campos de maiz. Con el
tercer ensayo de colecta se percibe que aungue la distancia es importante para el
movimiento del polen, las condiciones topogréficas y climaticas también influyen
en la dispersion, por lo que el objetivo de Ryffel (2011) de cultivar platas GM que
produzcan polen "no funcional”, para que estas puedan crecer sin riesgo de

fertilizacién a otras, en este caso seria innecesario.

Este ensayo nos sirvio para hacer dos consideraciones: comprobar la efectividad
del método de extraccion 4 para establecerlo como el definitivo para el analisis de
muestras posteriores y para estimar las condiciones meteoroldgicas y de ubicacion

para las trampas en otros campos de maiz.

El establecimiento de las trampas, en el cuarto ensayo de colecta, fue en
diferentes direcciones y en tres de los cuatro lados del campo de maiz Bt con el fin
de capturar el mayor numero de granos (figura 8) segun la direccién del viento. Se
esperaba que entre mas cercano estuviera el muestreador mayor cantidad de

polen se atraparia, pero no fue asi.
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En la tabla 12 se puede observar la relacién de la distancia con la concentracion
de polen que se cuantifico en cada muestra. Con la cuantificacion de ADN
procedente de polen de maiz y la técnica de amplificacion PCR para identificar al
componente transgénico se reduce la posibilidad de no deteccién del material

genéticamente modificado.

Las muestras con mayor nimero de granos de polen se obtuvieron de las trampas
2y 6 (durante la primera y segunda semana) las cuales se encontraban a 856
metros y 380 metros, respectivamente, y de la 3 (en la semanas 3 y 4) que estaba
a 145 metros. Las trampas mas cercanas al cultivo de maiz fueron 1 (57 metros),
3 (145 metros) ,4 (160 metros) y 5 (185 metros) (figura 8). De todas, solo la
muestra S11b correspondiente a la trampa 3, que estaba préxima al cultivo
durante la tercera y cuarta semana, presentd una concentracion alta de ADN
(Tabla 13). Con estos resultados, se puede pensar que en este trabajo la direccion
del viento tuvo un papel importante, por lo cual no se pudo corroborar lo
establecido por Hofmann (2009) y Folloni (2012) quienes sugieren que la porciéon

de polen capturado decrece con la distancia.

Con respecto a la trampa mas cercana y con gran niamero de granos se puede
decir que la direccién del viento tenia una ligera predominancia hacia la direccion
S-SE y cuando los vientos dominantes van en esa direccion, se afecta a la fuente

de emision de polen a través por la presencia de vientos cruzados, que intervienen
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en un rapido deterioro de la potencia de dispersién con respecto a la distancia de
la fuente (Chamecki, 2011). Esto es importante dentro de la polinizacién entre
cultivos de maiz GM y maiz convencional que se encuentren alejados entre si.
Garcia, et al. (1998) y Luna et al. (2001) mencionan que una polinizacion efectiva
puede ocurrir hasta 200 metros de distancia de la fuente emisora de polen y que a
partir de 300 metros se puede detectar entrecruzamiento, pero mientras se

controle el flujo de polen el nivel de riesgo es cercano a cero (Ripplinger, 2009).

El tiempo de captura también pudo influir en la colecta. Mientras que en los
estudios de Europa, las trampas estuvieron entre 25 y 29 dias (Hofmann, 2010) y
de 21 a 39 dias (Folloni, 2012) en el trabajo en Sinaloa solo permanecieron cuatro
semanas (28 dias) y cada cinta tenia la muestra de 14 dias. Aunado a esto, la
forma del campo, un poligono irregular (Figura 7), pudo interferir en la cantidad de
polen colectado porque el perfil de la parcelas de maiz GM influyo en la distancia a

la que llegaron los granos (Chamecki, 2011).

El tamafio de las parcelas experimentales pudo ser otro factor que influyé en la
cantidad de granos capturados. A pesar de que el campo de cultivo era grande,
las plantas de maiz GM estaban en pequefios bloques por lo tanto, la cantidad de
polen GM era menor en comparaciéon con la de polen proveniente de plantas no
modificados genéticamente, lo cual disminuy6 la probabilidad de atrapar algun

grano con material GM.
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El polen de maiz mide en promedio 90-100u de diametro (Raynor et. al., 1972) lo
gue origina que la cantidad de polen en la atmésfera se reduzca rapidamente ya
gue la dispersién de esta particula depende del movimiento del aire y al ser un
grano pesado, en relacion con otras gramineas, se limita su movimiento en la
atmosfera (Sabban, 2011). Esto explicaria que la cantidad de granos en el

ambiente fuera baja.

El andlisis de las muestras en el laboratorio para la deteccion de maiz GM se hizo
con base en las etapas que sugiere Rimachi (2011) pero se modificaron algunos:
1) Exploracion o deteccidn a través de la técnica de PCR para el gen
endégeno del maiz (ADH o HMG) esto con la finalidad de corroborar que el
método de extraccion fuera el adecuado y para saber que las condiciones de las
trampas en campo eran optimas.

2) Identificar los eventos transgénicos especificos que fueron reportados en
analisis anteriores. En este caso no existian reportes previos por ello se eligieron

eventos comunes con antecedentes de liberacidn en la zona (Senasica, 2011).

En las muestras de Sinaloa, correspondientes a cuatro semanas, se logro
identificar el gen enddgeno del maiz con la técnica de qPCR y asi se corroboro
gue si se capturd polen de maiz. Y con la adicion de albumina se mejor6 la

amplificacion (figura 21 y tabla 17). Una vez que se tenia la certeza de contar con
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ADN de maiz, el objetivo era detectar algun evento transgénico. Para lo cual, se
hicieron los analisis para MON88017 y MON89034 pero no se logro identificar
alguno (figura 21-figura 24) esto pudo deberse a que no eran los eventos que se
habian sembrado ahi o las trampas Hirst no capturaron la suficiente cantidad de
granos para que la probabilidad de atrapar polen de plantas GM fuera mayor o
porque la fuente emisora de polen (parcelas con maiz GM) no fue lo

suficientemente grande.

Para la identificacién de transgenes en muestras de maiz, principalmente semillas,
se utiliza comunmente la técnica de PCR y la de ELISA para tener un menor grado
de incertidumbre que si solo se usara una; aungque, sea mayor el costo en tiempo

y econdémico (Vides, 2006).

La técnica de PCR tiempo real ayuda a la amplificacion de productos por las
sondas y cebadores especificos que se utilizan y que puede duplicar la cantidad
de ADN detectado en cada ciclo y durante muchos ciclos (Castillo, 2012). Dadas
estas caracteristicas se puede observar que si se colecté polen de maiz y el que
no se haya podido encontrar transgenes se debe a que se tenia poca

concentracion de ADN molde (ADN transgénico) por la poca cantidad de ADN.

Otra posible causa de no tener un resultado positivo, probablemente, se debid a

que la secuencia del gen enddgeno se encontraba en mayor proporcion de

Facultad de ciencias, UNAM. 80


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Monitoreo de secuencias transgénicas

namero de copias que la secuencia del evento especifico. Esto se presentd en
muestras de hojas de maiz (Castillo, 2012) las cuales tienen un tamafio mayor a
los granos de polen, por lo que el nimero de copias del gen endégeno puede ser
proporcional al tamafio de la muestra. Para cuantificar organismos genéticamente
modificados con PCR tiempo real, los ciclos iniciales no son exponenciales, por
ello la baja concentracion de una secuencia blanco (en este caso, el evento

transgénico) no pueden ser detectadas.

La deteccién de secuencias transgénicas esta en relacion con la cantidad de
granos de polen capturados. Esto se puede afirmar al comparar los resultados
este estudio con los obtenidos por Hofmann (2009) y Folloni (2012) que reportan

haber atrapado miles de granos de polen.

En el cuarto ensayo de captura de polen, la cantidad de granos es muy poca
porque las trampas Burkard atrapan menos polen. Ademas, debido a su tamafio,
la superficie de la cinta no fue suficiente para capturar a una gran cantidad.
Incluso, durante las dos primeras semanas de este ensayo se pudieron sumar,
aparte de polen de maiz, insectos y particulas del suelo, y lo disminuy6 el area de
contacto para atrapar polen. También, tenemos que considerar que a partir de la

tercera y cuarta semana la cantidad de polen en el ambiente habia disminuido.
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El uso de una técnica mas precisa pudo haber arrojado mejores resultados. Una
posible alternativa hubiera sido la PCR digital (dPCR) que permite medir con
precisién concentraciones pequefias de ADN en una muestra contando
amplificaciones desde una sola repeticion de esta molécula (Corbiser et. al.,
2010). Con esta técnica se han cuantificado secuencias genéticamente
modificadas en hojas de maiz alcanzando valores mas altos a los que se

obtuvieron con PCR tiempo real.

La PCR digital es una nueva herramienta que se recomienda sea implementada al
hacer detecciéon de OGM en granos de polen de maiz porque permite cuantificar la
cantidad de ADN en una muestra desde una sola copia de ADN (Gutiérrez, 2012)

como lo que se presentd en esta investigacion aunque por el costo econémico que

representa es poco probable que se utilice en este tipo de estudios.

Si partimos del hecho de que se tenia polen de maiz pero que no se pudo
identificar ningln evento transgénico porque la cantidad de ADN era muy poca
para ser detectada, la baja proporcién pudo ser afectada por la tasa de viabilidad
del grano y la tasa de asentamiento, que a su vez estan influidas por la presién de
vapor de la atmdsfera y esto en el medioambiente afectaria la fertilizacion entre

individuos (Marceau, 2012).
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Otra causa de que los resultados del monitoreo no fueran los esperados,
probablemente, fue que no se tuvo un control total del estudio. Dado que los
campos se encontraban en Sinaloa, sitio poco seguro, el viaje no fue facil para
trasladarse, por lo menos una vez a la semana para cambiar las cintas, por ello
cada cinta se utilizé6 dos semanas. A pesar de las diferentes ventajas que ofrece
este método (buena observacion de granos de polen y el muestreo diario) no fue
el mas optimo porque al requerir de energia eléctrica para trabajar y dado que la
fuente mas proxima estaba por lo menos a 104 metros, la compra de cable
eléctrico fue un gasto econémico muy alto y su instalacion dentro del campo
resulté complicada. Sin contar la compra de material para el establecimiento de

cada una de las trampas.

A pesar de no haber detectado, se pueden hacer deducciones acerca de como se
da la dispersién de polen de maiz. Un hecho fundamental para estudios de
deteccion y monitoreo de OGM en el ambiente. Hasta ahora, este ha sido el punto
de muchos debates porgue no se sabe como se presenta la fertilizacion entre

cultivos GM y cultivos de maiz convencional.

Para que se produzca la hibridacion entre cultivos GM y no GM, que crecen cerca
o dentro uno del otro, se requiere de varios factores: que los dos tipos de plantas
sean sexualmente compatibles; que las flores estén presentes al mismo tiempo y

gue su polen sea viable, para poder utilizarse en la estigmatizacién; una
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fertilizacion exitosa del embridn; la formacién de un cigoto y una semilla;
germinacion de la semilla; sobrevivencia de los hibridos fértiles, por lo menos un
ciclo de vida, y por ultimo que las nuevas generaciones mejoren en su rendimiento

hasta incorporar el transgen en su genoma (Sanvido, 2006).

Otros factores que pueden influir en la fecundacion cruzada son la distancia entre
parcelas, la direccion de las corrientes de viento, la orografia y las condiciones
agroecologicas (Alvarez-Buylla, 2008) por lo que es necesario un trabajo
experimental para establecer el flujo de genes del maiz transgénico al
convencional, las medidas para su gestidén y su potencial impacto a largo plazo
dentro de las razas nativas (Acevedo, et al. 2011). Con la captura de pocos
granos, se puede plantear que la autofecundacién y la fecundacién cruzada
dependen, en gran parte, de las caracteristicas fisiol6gicas de los granos y su
abundancia en el ambiente. Ademas no se conoce cuantos granos eran viables.
lvanovska et. al. (2009) indica que para predecir la fecundacion cruzada entre
campos cercanos se tienen que relacionar las distancia y el viento como

parametros esenciales.

Para México es esencial implementar un sistema de muestreo de transgenes en el
ambiente para acatar lo establecido por la Ley de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados. Europa tiene hasta ahora las regulaciones mas

estrictas respecto a los Organismos Genéticamente Modificados (Davison, 2010).
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La regulacion contempla que el andlisis de bioseguridad de un organismo
genéticamente modificado especifico debe hacerse en varios niveles y
minimamente debe incluir las caracteristicas bioldgicas de la proteina o las
proteinas recombinantes, su toxicidad para el hombre y los animales, la posibilidad
de transferencia horizontal de los (trans) genes que las codifican hacia otros
organismos Yy los posibles riesgos de su liberacidén al ambiente en diversos

contextos (Alvarez-Buylla, 2008).

El maiz GM podria aumentar o disminuir la diversidad de razas nativas a través
del flujo de genes y reducir la superficie de los cultivos tradicionales porque el flujo
de transgenes incluye el gen de interés, el promotor, terminador, los genes
marcadores y los genes no transgénicos ligados al genoma que viajan junto con
los transgenes. Todo esto puede tener efectos sobre la frecuencia alélica en las
variedades criollas al aumentar la diversidad cualitativa, ya que afiade uno o mas
genes (Soleri, 2006; Bellon, 2006).Asimismo, el polen GM impactaria en el
ambiente y sobre especies no blanco (Aylor, 2003), que comparados con las
consecuencias de aplicar pesticidas a cultivos no GM son menores (Sparrow,
2010), y presentar repercusiones legales en el comercio internacional, y su uso
como un vehiculo de bioprocesamiento dicta las politicas estrictas de aislamiento
para garantizar la contencién de rasgos transgénicos no aprobados para la

alimentacién humana o animal.
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Si el material genético del maiz GM se llegara incorporar al del maiz no GM, la
introgresion depende principalmente de dos fuerzas evolutivas: la deriva genética

y la seleccion natural.

La deriva puede perder o fijar los transgenes y el impacto de la seleccién
dependera de las condiciones fisiologicas y de la producciéon de polen y semillas.
Si los transgenes y los genes vinculados a ellos, reducen la aptitud entonces
disminuye su frecuencia dentro de la poblacién y persistir en forma neutral hasta
gue se pierdan por deriva genética (especialmente en poblaciones pequefias) o
perderse totalmente porque las semillas que los contienen tendran menos
probabilidad de ser seleccionadas para que el agricultor las siembre al afio

siguiente.

Por el contrario, si estos genes incrementan las condiciones de supervivencia de
la planta entonces, es muy probable que la cantidad de transgenes aumente con
el tiempo (Mercer, 2008) y que se establezcan en las poblaciones por lo que sera
muy dificil eliminarlos (Soleri, 2006). Sin olvidar que la seleccion de granos hecha

por los agricultores es primordial en este escenario.

Se debe investigar el efecto de la acumulacion de transgenes en las razas nativas

de maiz a través de un plan de cruzamientos de poblaciones nativas y poblaciones
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con transgenes con el fin de evaluarlas de forma fenotipica y gendémica (Turrent,
2009). Para acotar la dispersion de transgenes se evalla el movimiento del polen.
Una herramienta para ello es delimitando distancias de aislamiento entre campos
vecinos. Las longitudes ideales estan basadas en estudios experimentales para
estimar la situaciéon de coexistencia entre campos de maiz vecinos, que algunas
veces estan separados por otros cultivos o por estructuras (Sanvido, 2008). Se ha
observado que distancias de mas de 500 metros son necesarias para reducir la
exposicidn a insectos, y espacios de mas de 1000 metros, para prevenir hasta un

90% el depdsito de polen de maiz en otras plantas (Hofman, 2010).
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Conclusiones

La problematica acerca de la siembra de maiz GM en el ambiente y sus
repercusiones por el flujo génico hacia las variedades nativas de México solo se
puede resolver con varios estudios de este tipo para establecer un protocolo
adecuado que permita hacer una correcta y oportuna deteccion de secuencias

transgénicas.

El monitoreo de polen en el ambiente es una alternativa para el rastreo de OGM
ya que, proporciona la ventaja de, en comparacién con colecta de semillas y hojas,
abarcar una mayor cobertura geogréfica, lo que aumenta la probabilidad de
detectar secuencias de modificadas genéticamente y esto estéd estrechamente

vinculado con la necesidad de capturar gran namero de granos de polen.

En este trabajo el problema para detectar los eventos transgénicos se debi6 a la
poca cantidad de granos que se capturd. Esto se puedo deber a varios factores: el
establecimiento de las trampas no fue el 6ptimo, ya que esto dependié de la
distancia a la que encontraba la fuente de energia eléctrica mas cercana; no se
pudo tener un control total del estudio para modificar las variables necesarias
cuando se observara en el muestreo diario la poca cantidad de polen; la poca
superficie de contacto donde el polen se podia adherir; el empleo de trampas

Burkard, las cuales no resultaron una buena opcién para polen de maiz y deben
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seguir utilizandose para estudios de calidad bioldgica del aire, y la ventana de
floracién del maiz que estaba por concluir, contribuyé a que las posibilidades de
captura de polen disminuyeran. Solo unos pocos granos se adhirieron, a pesar
que la solucion de silicona con tetracloruro fue un adhesivo adecuado que no

interfiere en la técnica de gPCR.

Seria importante probar otro tipo de muestreadores que sean especificos para
polen, como los filtros de masa [pollen mass filter (PMF)/Sigma-2] o los de
bioaerosoles, y que dentro de campos de liberacién experimental de maiz GM se
instalen varios de ellos para abarcar la mayor superficie posible y aumentar la
probabilidad de atrapar gran cantidad de polen y asi poder hacer la deteccion de
eventos transgénicos. Aunado al nimero de trampas, es necesario trabajar en

colaboracion con equipos de investigacion y trabajo confiables.

Aqui se establecen las condiciones primarias que deben considerarse para iniciar
un monitoreo de polen. Si bien es cierto que no se logré un nimero grande de
granos de polen, si se pudo identificar el gen endégeno del maiz. Lo que
demuestra que el protocolo de extraccion que se utilizd es eficiente para separa

ADN de maiz.

El protocolo donde se emplea CTAB con un lavado previo con triton y el método

con el equipo Fast-prep resultaron adecuados para una extraccion. Sin embrago,
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este segundo es mejor porque permite romper la pared exterior de la mayoria de

los granos, lo cual garantiza una mayor cantidad de ADN para la técnica de PCR.

Aunque, se logré identificar ninguno de los dos eventos de modificacion genética
gue se esperaban en las muestras, los andlisis posteriores se puede hacer con
base en este protocolo y en la técnica de gPCR se recomienda usar albamina para

mejorar la deteccion, ya que permite que diferentes moléculas no interfieran en la

deteccion.
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Anexos

Anexo | Reactivos para los métodos de extraccién 1y 2

Acetato de amonio 10 M

Triton 0.1%

Proteinasa K 20ml/pL

Solucion amortiguadora CTAB (1% CTAB, 1M Tris-7.5, 5M NaCl, EDTA-1M 8.0,

dH20, 5% SDS).
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Anexo Il Preparacién de reactivos para el Método de extraccion 3: Ruptura
de pared celular con equipo Fast-Prep

Preparacion de reactivos para extracciéon de ADN

. Acetato de amonio 6M

Se disolvieron 4.63 g de acetato de amonio en 100 ml de agua purificada y se
esterilizo en autoclave. Se mantuvo en refrigeracion.

o Etanol 70%

Se mezclaron 7 ml de etanol con 3ml de agua y la esterilizacion fue por filtracion
con un filtro de 0.22 um. La solucién se almaceno en congelador a -20°C.

o Isopropanol

No requiri6 preparacion solo se esterilizo por filtracion con filtro de 0.22 umy se
almaceno en congelador a -20°C.

o Fenol-Cloroformo

Se mezclo fenol con un volumen igual de cloroformo y se almaceno en congelador
a -20°C.

J Perlas de vidrio

Se colocaron 2.5 cm de perlas de vidrio (Ballotini beads) en un matraz y se cubri6
con HCl al 50% (50 ml H,O + 50 ml HCI). Se agregd un agitador magnético y se
revolvio durante 4 horas.

Posteriormente se lavaron abundantemente con agua destilada hasta que el pH
del agua fue de 7. Se secar en horno a 160°C otras 4 horas. Por ultimo se

colocaron en frasco y se esterilizaron en una autoclave.
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