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RESUMEN

Se analizé maiz criollo de tres regiones representativas
de produccion del estado de Oaxaca (Sierra Norte, Valles
Centrales y Costa), con el fin de establecer la presencia de
secuencias transgénicas. Las estrategias empleadas fueron:
1) busqueda del promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor por medio de PCR cualitativo, 2) deteccion
inmunoldgica de la actividad de la enzima fosfinotricin
acetil transferasa (PAT) que confiere resistencia a herbicida
3) deteccion de resistencia a la aplicacion de glufosinato en
plantas, 4) deteccion molecular del transgen bar, mismo
que codifica la proteina fosfinotricin acetil transferasa, 5)
determinacion del contenido transgénico de las muestras
positivas por PCR en tiempo real y 6) secuenciacion de las
bandas especificas de amplificacion. Como resultado de
la primera estrategia se detecto la secuencia del promotor
35S en plantas de cinco parcelas de maiz de la Sierra Norte,
pertenecientes al distrito de Ixtlan. Este promotor no se
detectd en el resto de las muestras colectadas de lasregiones
Valles Centrales y Costa. La deteccion inmunolégica de la
proteina PAT fue negativa en todas las muestras analizadas.
De 1435 plantas sometidas a laaplicacion de glufosinato, 23
resistieron la actividad del herbicida; sin embargo, ninguna
evidencio amplificacion del fragmento del transgen bar. Las
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cinco plantas inicialmente positivas para PCR cualitativo
se redujeron a tres muestras positivas por PCR cuantitativo
y secuenciacion. En conclusion, las muestras amplificadas
parael promotor 35S no evidenciaron presencianiactividad
del gen bar; sin embargo, podria ser otro el origen del
promotor 35S y lanaturaleza de laresistencia al glufosinato
en los maices criollos de la Sierra Norte.

Palabrasclave: ZeamaysL., fosfinotricin acetil transferasa,
glufosinato de amonio, PCR tiempo real, promotor 35S,
virus del mosaico de la coliflor.

ABSTRACT

Maize landraces from three regions: Sierra Norte, Valles
Centrales and Costainthe state Oaxaca, were sampled looking
for transgenic sequences. The strategies to accomplish this
goal were: 1) search for 35S promoter of the cauliflower
mosaic virus by qualitative PCR, 2) immunological detection
of phosphinotricin acetyl transferase (PAT) enzyme activity,
which confers resistance to the herbicides glufosinate, 3)
detection of resistant plants to glufosinate, 4) detection
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of the transgene bar by PCR, 5) assessment of transgenic
content by quantitative PCR and 6) sequencing of specific
amplified fragments. The use of the first technique allowed
for the detection of the 35S promoter sequence in plants
from five plots from the Sierra Norte region, in the district
of Ixtlan. The 35S promoter was not detected in samples
from the other two regions. Immunological detection for
the phosphinotricin acetyl transferase protein was negative
for all samples analyzed. Twenty-three plants out of 1435
were resistant to the herbicide glufosinate; however, none
showed amplification of the bar transgene. Out of five
initial samples only three were confirmed positive for 35S
promoter by quantitative PCR and sequencing. The 35S
positive samples did not test positive for the bar transgen;
therefore, the detected 35S promoter sequence might have
a different origin as well as the herbicide resistance present
in these maize landraces from the region Sierra Norte.

Key words: Zea mays L., cauliflower mosaic virus,
glufosinate-ammonium, phosphinothricin acetyl transferase,
real time PCR, 35S promoter.

INTRODUCCION

México es reconocido como el centro de origen del maiz
(Zea mays L.). La arqueologia demuestra que los restos
mas antiguos provienen de los estados de Oaxaca y Puebla,
donde existe una gran variedad de especies criollas y
parientes silvestres (Benz, 2001; Piperno y Flannery, 2001).
La diversidad genética del maiz es patrimonio nacional y
mundial, y una fuente importante para los programas de
mejoramiento genético en este cultivo (FAO, 1995).

Labiotecnologia ha producido cultivos de maiz modificado
genéticamente con la introduccién de genes que codifican
pararesistir a diferentes factores: por ejemplo, los genes cry
(cristal de proteina insecticida, de Bacillus thuringiensis) le
confieren resistencia al ataque por lepidopteros; los genes
pat (fosfinotricin N-acetiltransferasa, de Streptomyces
viridochromogenes) y bar (resistencia a bialafos, de
Streptomyces hygroscopicus) proveen resistencia a los
herbicidas glufosinato, bialofos y fosfinotricina; el gen
cp4 epsps (3-enol piruvil siquimato 5-fosfato sintasa,
de Agrobacterium tumefaciens) proporciona resistencia
al glifosato (James, 2005). De los materiales de maiz
comerciales patentados, 69% poseen resistencia a insectos
y a herbicidas simultaineamente: predomina el resistente a
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glufosinato, en 60% de los tipos de resistencia a herbicidasy
los resistentes a glifosato representan 24% (James, 2005).

Estos maices modificados se han aprobado y liberado
comercialmente en Estados Unidos de América, China,
Canadd y Argentina. Sin embargo, en muchos otros paises
aun existen dudas e inquietudes respecto al riesgo sobre la
salud delos seres humanos y animales. Asimismo, preocupan
las posibles modificaciones de los ecosistemas al introducir
estos organismos, aun cuando no se ha reportado algiin
efecto dafino. Por lo tanto, es importante establecer si
existen maices modificados en areas de cultivo en México,
para aclarar los temores de su posible riesgo ambiental y
de consumo.

En el marco de la moratoria de facto al maiz transgénico,
se publico en el afio 2001 un reporte que muestra la
presencia de dos secuencias de ADN en la construccion de
organismos transgénicos, inexistentes en forma natural
en el maiz convencional (Quist y Chapela, 2001). Este
reporte provocd mucha incertidumbre y preocupacion a
nivel internacional, tanto en la comunidad cientifica como
en la sociedad civil, debido al flujo de genes del maiz
transgénico hacia los parientes silvestres y maices criollos.
Preocupa, principalmente, que los transgenes del maiz
resistente a herbicidas se desplacen hacialamaleza, situacion
naturalmente indeseable (Altieri, 2002).

Ante este escenario, se analizaron las secuencias del
promotor 35S del CaMV y del gen bar, asi como laexpresion
yactividad delaproteina PAT, en plantas de maiz tomadas de
un nimero mayor de parcelas de las que se han estudiado a
la fecha. Ademas, se utilizo un mayor nimero de estrategias
de deteccion, con el objetivo de analizar globalmente la
situacion actual de la presencia de los genes pat/bar y del
promotor 35S del CaM V.

MATERIALESY METODOS
Zona de Muestreo

Las muestras de maiz criollo se colectaron en las regiones
Sierra Norte (Distrito de Ixtlan), Valles Centrales (Distritos
de Tlacolula, Ocotlan, Ejutla de Crespo y Etla) y Costa
(Distritos de Pochutla, Juquila y Jamiltepec) del estado
de Oaxaca, abarcando todas las formas y colores de grano
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Procedencia del maiz criollo colectado en el estado de Oaxaca.

No. de localidades

No. de parcelas No. de productores

Region seleccionadas seleccionadas donantes
Costa 22 106 95
Valles Centrales 8 91 83
Sierra Norte 14 162 95
Total 44 309 273

Tipo de Muestreo

En cadaregion se seleccionaron al menos ocho localidades
y en cada una de éstas al menos cuatro parcelas, de las que
secolectaronde 10 a20 mazorcas de maiz. De cadamazorca
se desgrano 50% y el grano se concentro por parcela, cuyo
tamafo de muestra consistio en laagrupacion de 400 semillas
seleccionadas arbitrariamente.

Sensibilidad del tamafio de muestra

El grado de sensibilidad del tamafio de muestra se definié
con la ecuacion:

r=(1-(p/100))"x 100
donde:

r= Probabilidad de que exista un porcentaje maximo
de semillas transgénicas igual a p, atn sin detectar
transgenes.

p=Porcentajede GMO enel lote (0.9%, European Parliament
and Council Regulation 1829/2003).

n= Tamafio de muestra [Numero de semillas (Dodd,
2002)].

Dado que se seleccionaron 400 granos de maiz por parcela,
la ecuacion anterior quedo de la siguiente forma: r= (1-
(0.9/100))*° x 100. Como resultado se obtuvo un valor de
=2.7%.

La probabilidad de que exista un porcentaje maximo de
semillas transgénicas igual a 0.9% aun si no se detectan
transgenes, fue de 2.7%. En otras palabras, existe un nivel
de confianza del 97.3% de encontrar 0.9% de semillas
transgénicas en las muestras analizadas.

Germinacion de semillas y procesamiento de muestras

Las400 semillas de cada parcela se trataron con una solucion
de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex ®) al 5% por 10
min, y se lavaron, al menos tres veces, con agua destilada-
estéril; para su germinacion se colocaron en papel de estraza
previamente humedecido con agua destilada-estéril y se
depositaron dentro de una bandeja cubierta con plastico en
unaincubadoraa20-25 °Cportres a cuatro dias en oscuridad,
hasta el desarrollo del epicétilo.

Los epicotilos se disectaron de los granos germinados
y se colocaron en bolsas de malla, distribuidos en tres
submuestras de cada parcela. Lasbolsas se colocaron sobre
hielo, para congelarse posteriormente con nitrogeno liquido.
Finalmente, se conservaron en un ultracongelador REVCO
a-41 °C hasta su liofilizacion.

Las muestras congeladas se liofilizaron a 20 milibares de
presiony a-48 a-50°C de temperatura por tres dias; después
semolierony seles extrajoel ADN, de acuerdo conlatécnica
modificada de Dellaporta et al. (1983).

Deteccion molecular del promotor 35S del CaMV

Lasmezclas del PCR se prepararon enun volumende 25 uL,
combinando el ADN blanco (150-300 ng/ul), iniciadores
(0.2 uM; sentido: 5’-gCACCTACAAATgCCATCA-
3’, antisentido: 5’-gATAgTgggATTgTgCgTCA-3’, de
PROMEGA, Corp.); ANTP’s (0.25 mM), Taq Polimerasa (1.5
U), cloruro de magnesio (2mM), solucion salinareguladora
(buffer; 1X), y agua destilada estéril. El fragmento esperado
fue de 195 pb.

Como control interno se amplificé la secuencia
16S ribosomal con los iniciadores, sentido: 5’-
TgAgAATggATAAgAggCTC-3" y antisentido: 5°-
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TgTTgTTCCCCTCCCAAggg-3' (Rivera-Bustamante',
comunicacion personal). Las concentraciones de los
componentes para cadareaccion de PCR fueron las mismas
que las del promotor 35S. El fragmento esperado fue de

315 pb.

Lasreacciones anteriores se amplificaron enuntermociclador
(Techne, TC-412) bajo las mismas condiciones:
desnaturalizacion a 95 °C por 4 min durante un ciclo y 30
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, alineamiento
a 54 °C por 1 min, y extension a 72 °C por 1 min; y una
extension final a 72 °C por 7 min durante un ciclo. Los
fragmentos amplificados se separaron en geles de agarosa
al 2% y tefiidos con bromuro de etidio (5 ng/100 ml), para
visualizar el producto de la amplificacion.

Bioensayo para la deteccion de resistencia a
fosfinotricina

La seleccion de muestras para este experimento se baso en
los resultados de la deteccion por PCR del promotor 35S,
por lo cual se trabajé con muestras que revelaron indicios
de contener dicho promotor.

Seprobaronuntotal de 1435 plantas de cinco parcelas, cuyas
semillas se obtuvierondelasmazorcas desgranadas deorigen,
y 50 controles positivos que consistieron en 50 semillas T3,
producto de dos retrocruzas parentales transformadas con
el promotor 35S y el transgen bar. Ademas, se probaron
20 controles negativos de maiz hibrido de Michoacan y 20
controles negativos de maiz de la Sierra Norte.

Las semillas se colocaron en una camara de crecimiento
sobre bandejas germinadoras, usando, para germinacion,
el sustrato Sunshine No. 3® a 25+1 °C; las plantulas se
sometieron a un fotoperiodo de 12 h luz-12 h oscuridad
¢ iluminacion de 20 000 luxes, después de 15 dias, se
trasplantaron a vasos de 355 ml, y se trasladaron a un
invernadero con medidas de bioseguridad denivel 1 (Traynor
etal.,2001) y mantenidas a 30-32 °C, hasta obtener plantas
con cuatro hojas verdaderas. La solucion de fosfinotricina
(BASTA®™) se aplico a una hoja por planta, mediante un
hisopo que absorbi6é un volumen aproximado de 130 puL
de una solucién, con una concentracion de 0.75% (De la
Fuente?, comunicacion personal). El hisopo se froto tres
veces a lo largo de la hoja, dentro de un area de 5 cm entre
dos lineas delimitadas con un marcador. Los resultados se

'Rivera-Bustamante, R. CINVESTAV-Campus Irapuato.
2 De la Fuente, J. M., Monsanto-México
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evaluaron diariamente durante 15 dias. Se analizo el area
marcada con base en seis niveles de dafio (0, 5, 25, 50, 75
y 100%), en funcién del grado de avance de toxicidad en
el tejido del control negativo susceptible a fosfinotricina.
Después 24 h de la inoculacion, se inicié una observacion
(considerada dia 1) del nivel de dafio sobre las hojas
inoculadas con fosfinotricina. A partir de la aplicacion del
herbicida se realizaron tres mediciones cada tres dias, por
un periodo de 15 dias.

Deteccion del transgen bar por PCR

Las muestras sometidas a este analisis provinieron de
las plantas resistentes a la fosfinitosina en el bioensayo.
La secuencia del transgen bar se detect6é con iniciadores
barl (sentido: 5’-TgCACCATCgTCAACCACTA-3) y
bar2 (antisentido: 5’-CACgCgACCACgCTCTTgAA-3’)
(Spangenbergetal., 1994), y los iniciadores patjv1 (Sentido:
5’-CAggAACCGCAggAgTggA-3")y patjv2 (antisentido:
5’-CCAgAAACCCACgETCATgCC-3") (Vickers et al.,
1996). Las concentraciones del resto de los componentes de
la reaccion de amplificacion del gen bar fueron similares a
las empleadas para amplificar el promotor 35S. El tamafio
de fragmento esperado para cada par de iniciadores fue
de 310 pb y 372 pb, respectivamente. Las condiciones de
amplificacién para ambos pares de iniciadores fueron:
desnaturalizaciéninicial a 95 °C por 2 min durante 1 ciclo; 30
ciclos de desnaturalizaciéna 95 °C por 45 seg, alineamiento
a 58 °C por 30 seg y extension a 72 °C por 1 min y una
extension final de un ciclo a 72 °C por 7 min. Los productos
delasreacciones de amplificacion fueron corridas en geles de
agarosa a 2% con TBE 1X tefiidos con bromuro de etidio.

Deteccién inmunoldgica de la actividad de la enzima
PAT

Se empleo el paquete comercial Trait LL Lateral Flow
(Strategic Diagnostics Inc.), para detectar la expresion de la
proteina PAT producida porlos genes bar y pat derivados de
S. hygroscopicusy S. viridochromogenes, respectivamente.
Se molieron 400 semillas por muestra y se tomaron 10 g
de polvo. Cada muestra se coloco en pequefios recipientes
y se agregaron 10 ml de buffer del kit; se introdujo una tira
reactivay se incubo a temperatura ambiente por 10-15 min.
Transcurrido el tiempo, se verifico la presencia de la banda
de prueba que indica el resultado positivo.



Caracterizacion molecular y biologica de genes recombinantes en maiz criollo de Oaxaca 271

Contenido transgénico por PCR en tiempo real

Muestras, iniciadores y sondas. Se utilizoé el mismo
ADN empleado para los andlisis por PCR cualitativo.
Los iniciadores y sonda del gen 35S se disefiaron en
el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Unidad de Biotecnologia del Bajio del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP). Los iniciadores sentido fueron: MORASEQ
SF (5’-gACAgTggTCCCAAAgATggA-3’) y antisentido
MORASEQSR (5’-TgCTTTgAAgACgTggTTggAA-3’),y
lasondaMORASEQ SM1FAM5’-CCCACgAggAgCATC-
3’ 5NFQ marcada con el fluor6foro FAM en su extremo 3"y
el apagador NFQ (non fluorescent quencher) en su extremo
5.

El control interno (18S) pertenece a un kit, predisefiado por
Applied Biosystems (Applied Biosystems Lincoln, USA)
marcado con el fluor6foro VIC y el terminador NFQ. Las
reacciones se amplificaron en un volumen total de 25 pl
(2.5 ul de sonda, 0.25 uM) y oligos (2.0 ul, 0.9 uM), 12.5
ul de Master Mix (Taq DNA polimerasa, ANTP’s y buffer;
Applied Biosystems Lincoln, USA)yde ADN (25 ng). Cada
reaccion de amplificacidon para el promotor 35S y el gen
18S se desarrolld por separado (single) y en forma conjunta
(multiplex).

Se gener6 una curva estandar de calibracion para determinar
elumbral critico Ctde deteccion, utilizando concentraciones
de ADN conocido, correspondiente al maiz MON
810 en concentraciones de 0, 0.1, 0.5, 1, 2 vy 5% de
contenido transgénico (IRMM 413; Institute for Reference
Materials and Measurements, Fluka). Las condiciones de
amplificacion se desnaturalizaron inicialmente a 94 °C por
9 min, posteriormente a 95 °C durante 20 seg, alineacion
a 60 °C por 1 min y extension a 72 °C por 30 seg durante
40 ciclos (PCR tiempo real Applied Biosystems 7000). El
promedio de los valores ACt se calcularon para determinar
el porcentaje de contenido transgénico de cada muestra. Los
valores comparativos de Ct (AACt) se calcularon restando
los valores ACtdel gen end6geno marcado con el fluoréforo
VICalosvalores ACtdel transgen marcado con el fluoréforo
FAM. Los datos se analizaron calculando el logaritmo de
la tendencia de los valores AACt (calculada con el método
de minimos cuadrados) con respecto a los valores de los
estandares definidos y analizados previamente.

Clonaciony secuenciacion de fragmento amplificado

Se purificaron tres fragmentos amplificados a partir de
las bandas aisladas de agarosa, con el kit de extraccion
QUIAquick (QIAGEN Inc. CA, USA). La concentracion
de estos productos se cuantifico mediante fluorémetro
(Minifluorometer, TBS-380 TURNER Biosystems, Inc.),
utilizando el kit de medicién PicoGreen (Molecular Probes
ds DNA Quantitation Reagent and Kits, USA).

El ADN purificado fue precipitado (NaOAc 3M y etanol
absoluto) para eliminar trazas de ANTP s e iniciadores. Los
controles de amplificacion fueron los plasmidos pCAMBIA
y pUC. El fragmento amplificado se clono en el vector
pGEM®-T Easy Vector Systems (PROMEGA, Madison, W1,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los posibles transformantes se seleccionaron en medio LB,
adicionado con ampicilina (100mg/1), IPTG (0.5 mM), X-
Gal (40 pg/ml). En un proceso aleatorio se selecciond un
total de 158 colonias, en su mayoria bacterias blancas, que
indican una transformacion positiva.

La transformacion se verific6 mediante amplificacion
del fragmento insertado en el vector. Se realizé una
lisis bacteriana en 50 pl de agua desionizada estéril, se
administré choque térmico en termobafio a 95° C por 10
miny posteriormente se coloco lamuestra en hielo por otros
10 min. Se tomaron 3 pl de muestra para la verificacion por
amplificacion, empleando los iniciadores de PROMEGA.

De la amplificacion se definieron las colonias que dieron
positivoparael fragmentodeinterés,deellasseextrajoplasmido
mediante la técnica de minipreps (Qiagen Spin Miniprep
QIAGEN, USA), siguiendo el protocolo de extraccion. La
calidad de los pldsmidos se visualiz6 en un gel de agarosa al
1% con buffer TAE 1 Xy se cuantificaron con el fluorémetro.

Se seleccionaron tres muestras para secuenciarse (dos
controles positivos pCAMBIA y pUC y un producto
de PCR purificado conteniendo el fragmento 35S)
mediante la reaccion de PCR, en base a los protocolos de
iniciadores marcados de Sequi Therm EXCEL™ (Epicentro
Technologies, Madison, WI, USA). Los productos del
PCR anterior se amplificaron a partir de 400 fmoles del
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vector pPGEM®-T, conteniendo el fragmento 35S de 195
pb, utilizando 1.5 pmoles de iniciadores universales M13
(-29) sentido (5'-CACgACgTTgTAAAAcgAC-3") y
M13 antisentido (5 -ggATAACAATTTCACACAgg-
3") marcados con fluoroforos infrarojos por los canales
de 795 nm (IRD800 heptametino alanina) y 685 nm
(IRD 700 pentametino carbocianina), respectivamente,
desarrollados por Li-cor (Li-cor Lincoln, USA). El
programa de amplificacion consistio en un ciclo inicial
de desnaturalizacion de 92 °C por 2 min, seguido de 30
ciclos de 92 °C de desnaturalizacion por 30 seg, 54 °C por
30 seg de alineamiento especifico de los iniciadores y 70
°C por 1 min de extension. Finalmente, las reacciones se
mantuvieron a 4 °C para conservar estable la reaccion.

La reaccion de secuenciacion se analizé directamente con
el secuenciador automatico de ADN Li-cor Global Edition
IR? System Modelo 4200 (Li-cor Inc., Lincoln, USA),
a través de la secuenciacion simultanea bidireccional
previamente desnaturalizada a 95 °C por 3 min, con 3 ul de
amortiguador de carga a base de formamida, y colocados
en el sistema de gel vertical de 41 cm de poliacrilamida
KB plus 5.5% y 1X TBE KB plus [0.89 M Tris base,
0.89 M acido borico, 0.02 M EDTA, agua desionizada
(18 MQ) pH 8.3] de Li-cor a 55 °C y 1200 voltios.

Lassecuencias obtenidas se analizaron con el programae-Seq
3.0.9 (DNA Sequencing and Analysis Software, Copyright
1999-2003, Li-corInc., Michigan Technology University), las
cuales finalmente se compararon con secuencias conocidasy
reportadas en labase de datos NCBI mediante Blast (Altschul
etal., 1997)y Blast2 sequences (Tatusovay Madden, 1999).

RESULTADOSY DISCUSION
Resultados

Deteccion del promotor 35S del CaMV por PCR. En
cinco parcelas de la Sierra Norte (SN-18, SN-28, SN-30,
SN-70 y SN-153) se identificaron plantas que mostraron
evidencia de amplificacion del promotor 35S, mediante la
técnica de PCR, obteniéndose un fragmento esperado de
195 pb (Figura 1). Por otro lado, en ninguna de las parcelas
de las regiones Valles Centrales ni Costa se amplifico la
secuencia del promotor de las plantas analizadas. Las
muestras positivas representan 3.1 del namero total de
parcelas analizadas de la region Sierra Norte. Asimismo,
representan 1.62% de las regiones Sierra Norte, Valles
Centrales y Costa con un nivel de confianza de 97.3%.
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Carril 1=Escalera de 50 pb; Carril 2= Control negativo sin ADN con componentes
de la reaccion; Carril 3= Control negativo con ADN de maiz no modificado
genéticamente con componentes de la reaccion; Carril 4= Control positivo;
Carriles 5-9= Plantas de parcelas (SN-18, SN-28, SN-30, SN-70 y SN-153
respectivamente).

Figura 1. Productos de amplificacion parael fragmento
35S del CaMV visualizados en gel de agarosa
a2%.

El fragmento de 315 pb de la secuencia 16S ribosomal,
usado como control interno, se amplificé con plantas
de todas las parcelas, demostrando que el protocolo de
amplificacionserealiz6 eficientemente (datos no mostrados).

Deteccion inmunoldgica de la actividad de la enzima
PAT. Ladetecciondelaexpresion de la proteina fosfinotricin
acetil transferasa (PAT) por medio de tiras de flujo lateral,
resultd negativa para las plantas de todas las parcelas de las
tres regiones sometidas a esta prueba (datos no mostrados).

Deteccion de resistencia a fosfinotricina: bioensayo.
La observacion de dafio de las plantas indic6 que al tercer
dia entre 65y 93% de las plantas presentaron 25% de dafio
(Figura2). Al sexto dia, del 89 al 98% de las plantas estaban
totalmente cloroticas en el area marcada en las hojas; para
el noveno dia, del 93 al 99.4% de las plantas mostraban
dafio en 100% de la superficie de la hoja inoculada; el
dia 12, 98.4% las plantas mostraron toxicidad en 100%
de la planta y para el dia 15, habian muerto todas las
plantas que mostraron alto nivel de toxicidad (98.4%).

El nivel de dafio ocasionado por el herbicida indica que
la muestra SN-18 presentd una incipiente resistencia al
herbicida durante los primeros tres dias del bioensayo;
sin embargo, a partir del dia seis se aproximo a la media
de respuesta del resto de las muestras (Figura 3). Solo 23
plantas que representan a las cinco parcelas, resistieron
la accion del herbicida sin ningun sintoma de toxicidad.
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Figura 2.Porcentaje de avance de dafio en hoja de maiz en planta control susceptible a fosfinotricina inoculada con

0.75% de BASTA®.
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Figura 3. Porcentaje de dafio en plantas de maiz de
la Sierra Norte (SN) de Oaxaca inoculadas
con fosfinotricina a lo largo de los 15 dias
de duracion del bioensayo (positivas en la
amplificacion del CaMV 35S) y de plantas
control conysin el gen bar.

Los controles negativos exhibieron dafio en la misma
proporcion que las plantas bajo estudio. Los dafios y
numero de plantas afectadas cayeron dentro del margen
esperado. En el caso de los controles positivos, el nimero

de plantas dafadas también estuvo dentro del rango de
los controles negativos y de las muestras. Ninguna de
las plantas utilizadas como control positivo sobrevivio,
lo cual impidié compararlas con las plantas resistentes.

Deteccion del transgen bar por PCR. Se analiz6
el ADN extraido de las 23 plantas que resistieron el
efecto del herbicida fosfinotricina en el experimento
anterior. Los resultados de la amplificaciéon con los
iniciadores patjv1l-patjv2 y barl-bar2, fueron negativos
para todas las plantas; ninguna de las 23 present6 las
bandas esperadas de 375 pb y 310 pb, respectivamente,
las que se observaron en el control positivo (Cuadro 2).

PCR en tiempo real. Se realiz6 un rango dinamico de
la concentracion del control positivo para determinar la
curva estandar y definir el rango de deteccion confiable y
consistente. El rango dinamico consistié en cuatro diluciones
seriales de ADN, manejadas al 50% en cada etapa. El rango
dinamico para el gen 35S y el gen 18S muestran una alta
eficiencia, de acuerdo a las curvas de cada concentracion
en las que en puntos equidistantes y paralelos se duplica
la concentracion de ADN de una dilucion (Figura 4). La
curva estandar define el umbral de deteccion (Ct), donde se
observa una relacion lineal entre los productos de PCR y la
concentracion de ADN durante la fase exponencial (Figura
5). Lacorrelacion del 98.5%, proporcionada en este analisis,
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Cuadro 2. Resultados de los diferentes métodos de deteccion de los eventos transgénicos del promotor 35S del CaMV

y del gen/proteina bar/PAT.

Parcela Comunidad  Deteccion Nuam. de bar 35S % Contenido
proteina plantas (PCR) (PCR) transgénico
PAT resistentes a PCR tiempo real
Fosfinotricina
SN-18 La Neveria
17° 07" 30" . 5(2.1)° - +
LN, 96° 2.1 0.00000000143
31'49”'LW
SN-28 Latuvi
17° 117 01" i 4(1.4 . +
LN, 96° 30" (1.4) 0.00000023
46" LW
SN-30 Latuvi
17° 117 46" B} 4(1.3 _ +
LN, 96° 30° (1.3) 0.000016
48" LW
SN-70 Santiago
Comaltepec
17° 33" 54”'LN - 2(0.61) - + 0.000012
96° 32" 54"
LW
SN-153 Santiago
Xiacuil
17°17° 25" - 8(2.9) - + 1.038404
LN, 96° 257
117" LW
Control
pOSitiVO N/A - 0(00) + + 1’ 2 y 3
Control N/A . 0(0.0) - - -
negativo

N/A=No aplica; += Resultado positivo; -= Resultado negativo; °= Porcentaje de plantas resistentes a glufosinato, con respecto a la poblacion total evaluada.

indica que es posible detectar organismos genéticamente
modificadosenunrangoentre 100ngy 12.5ngde ADNinicial.

Los estandares de referencia se ajustaron a 12.5
ng. Los estandares de contenido transgénico de 0.1
y 0.5% fueron inconsistentes en su amplificacion,
por lo que se desecharon en los siguientes analisis.

Unicamente se analizaron los estandares representados
por las plantas que contenian 1, 2 y 5% de contenido
transgénico.

Elpatrén de comportamiento de las curvas de amplificacion
en cada caso corresponde a una distancia equivalente a un
ciclo, definiéndose como el doble de contenido transgénico
en cada caso (2n). En todos los casos, el control interno
amplifico (datos no mostrados).

Las plantas de tres parcelas del distrito de Ixtlan (Figura 6 y
Cuadro 2), amplificaron el fragmento 35S, correspondientes
a SN-153 de la localidad de Santiago Xiacui, SN-30 de la
localidad de Latuvi y SN-70 de la localidad de Santiago
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Figura 4. Rango de deteccién de amplificacion del
promotor 35S.

Comaltepec. Todas las muestras amplificaron el gen 18S
(datos no mostrados).

Secuenciacion de fragmento amplificado. De las tres
secuencias analizadas, dos coincidieron con la secuencia del
vector pGem7ZF, una correspondid en 100% a la secuencia
del promotor 35S del CaMV en ambas secuenciaciones
(700 y 800 nm). La secuencia correspondiente al 35S tuvo
alta similitud con la p35S-GFP (NCBI U28417) en 95%,
evidenciando la presencia del promotor 35S en el maiz
de la muestra SN-30, correspondiente a la Sierra Norte de
Oaxaca.

De 354 nucledtidos de la secuencia (NCBI X04879) del
promotor reportada por Sanders etal. (1987), hubo similitud
al 100% en la secuencia amplificada en el material de maiz
SN-30 (Figura 7).

Discusion

Todas las muestras evidentes del promotor 35S del CaMV
provienen del distrito de Ixtlan de la region Sierra Norte
del estado de Oaxaca, resultado concordante con el estudio
realizado por Quisty Chapela (2001), quienes reportaron la
presenciadel promotor 35S en el mismo estado. Elmuestreo
en cada una de las parcelas es un sistema eficiente para
detectar introgresiones del promotor 35S a los materiales
criollos de maiz. El grado de sensibilidad en el muestreo,
indica que el tamafio de muestra fue suficiente tanto para
manipular apropiadamente un numero sustancial de
muestras, como para asegurar un nivel de confianza hasta
ahora sin reportar en los analisis publicados.

En conjunto, las muestras SN-18, SN-28, SN-30, SN-70y
SN-153 representan 3.1 del nimero total de las analizadas

en la region Sierra Norte, evidencia contrastante con los
datos del reporte preliminar de Herrera et al. (2002), donde
serevelan 13 parcelas positivas (44%) con el promotor 35S,
de un analisis de 29 parcelas en el estado de Oaxaca.

Es importante resaltar que las frecuencias transgénicas (el
numero de muestras positivas y el contenido transgénico)
son bajas, ya que el porcentaje de parcelas positivas es
reducido, sin detectar inmigracion en parcelas vecinas. La
baja incidencia del promotor 35S puede deberse a varias
causas, entre las que destacan: a) las plantas hibridas (con
introgresion) tienen baja adaptacion a las condiciones
ambientales de la regidn, b) una posible asincronia en
los periodos de floracion, limitando asi la posibilidad del
cruzamiento entre la planta transgénica y el criollo, o c) la
introgresion puede encontrarse en etapa temprana, por lo
que su distribucion aun seria limitada.

Las evidencias en los analisis por PCR en tiempo real y
secuenciacion del promotor 35S, sugieren que laintroduccion
de transgenes proviene de la mezcla de grano a las parcelas
y no por polinizacion libre, en cuyo caso se esperaria un
nimero mayor de parcelas positivas en las localidades a
las cuales pertenecen. El promotor 35S resultd inexistente
en todas las parcelas de las localidades pertenecientes a las
regiones Valles Centrales y Costa.

La ausencia de amplificacion de la secuencia del gen bar
en las plantas resistentes a fosfinotricina, y de la actividad
proteica de la enzima PAT, descarta la hipotesis de la
resistencia de las plantas por el transgen 'bar. Esta prueba
puede eliminar las teorias del silenciamiento del gen bar
(Matzke y Matzke, 1995; Baulcombe, 1996; Depickery Van
Montangu, 1997) o de la baja expresion de la proteina que
impidiera detectar su actividad. Unaposible explicaciondela
resistenciaa fosfinotricina en las 23 plantas, es laresistencia
natural, tomando en cuentala amplia diversidad genéticadel
maiz en el estado de Oaxaca.

Con este estudio se descarta la presencia del transgen bar;
sin embargo, puede haber otros transgenes diferentes como
los de la delta-endotoxina de Bacillus thuringiensis (cry),
paralaresistencia a insectos. Otro evento a detectar en maiz
es la presencia del gen cp4 epsps que confiere resistencia al
herbicida glifosato; aunque con mucha menorincidenciaen
los productos biotecnologicos comerciales de maiz. Ademas,
en el andlisis realizado por Herrera et al. (2002), se reportd
sin ningun evento Cp4 epsps.
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Figura 5. Curva estandar para el promotor 35S del CaMV, muestra el log de referencias de maiz MON 810, con
cantidades conocidas de contenido transgénico versus el umbral Ct, con datos de Figura 4.
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Figura 6. Amplificacion del promotor 35S de muestras de plantas de maiz. Muestra SN-153 ubica su Cten el ciclo
26, en tanto que las muestras SN-30 y SN-70 amplificaron en el ciclo 32.



Caracterizacion molecular y bioldgica de genes recombinantes en maiz criollo de Oaxaca

a)

X04879: 58

ctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggctatcgttcaagatgcctctgccgacag 117
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B

ctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggctatcgttcaagatgcctctgccgacag 68

X04879: 118

tggtcccaaagatggacccccacccacgaggagcatcgtggaaaaagaagacgttccaac 177
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tggtéccaaagatggacccccacccacgaggagcatcgtggaaaaagaagacgttccaac 128

X04879: 178

cacgtcttcaaagcaagtggattgatgtgatatctccactgacgtaagggatgacgcaca 237
PERreeneeree e e e e e e e e et et

S.1.: 129

cacgtcttcaaagcaagtggattgatgtgatatctccactgacgtaagggatgacgcaca 188
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X04879: 238 atcccactatc 248

S.1.: 189 atcccactatc 199

b)

1 gaattccecga tectatctgt cacttcatca aaaggacagt agaaaaggaa ggtggeacta
61 caaatgccat cattgcgata aaggaaaggc tatcgttcaa gatgectctg ccgacagtgg
121 tcccaaagat ggacceccac ccacgaggag catcgtggaa aaagaagacg ttccaaccac
181 gtcttcaaag caagtggatt gatgtgatat ctccactgac gtaagggatg acgcacaatc
241 ccactatcct tcgcaagacc cttectetat ataaggaagt teatttcatt tggagaggac
301 acgctgaaat caccagtctc tctctacaag atctctagac gatcgtttcg catg

Figura 7. a) Alineacion de lasecuenciaamplificada de plantas de lamuestra SN-30, con lasecuencia del promotor 35S
de CaMV en pMON 273, vector 3[NCBI X04879; Sandersetal., (1987)]; Score=367 bits (191); Esperado=
8e-99; Idéntico=191/191 (100%); Cadena= Sentido/Sentido. b) La secuencia sombreada corresponde al
100% de similitud con la secuencia amplificada. Los iniciadores se muestran subrayados.

Los resultados de PCR cuantitativo reducen a tres las
muestras positivas de las cinco originalmente obtenidas por
PCR. La inconsistencia en resultados de PCR cualitativo
y PCR cuantitativo demuestran que, la deteccion por la
técnica de PCR cualitativo no necesariamente proporciona
resultados fiables respecto a las muestras positivas. Es
claro que amplicones no especificos pueden reducirse
eventualmente; sin embargo, también representa una fuente

de falsos positivos indeseables en detecciones puntuales. La
ventaja del analisis por PCR en tiempo real es la inclusion
de una sonda especifica, la cual incrementa la precision en
la deteccion.

La verificacion de las muestras positivas mediante
secuenciacion, valida los resultados de amplificacion por
PCR y PCR en tiempo real en las muestras SN-30, SN-70y
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SN-153. Laelevadaidentidad de las secuencias obtenidas y
comparadas con bases de datos de secuenciasreportadas para
el promotor 35S, confiere la presencia de este promotor en
el genoma de maiz en dos parcelas a niveles de introgresion
menor al 1% (una semilla de cada 100 tiene el promotor
359).

Respecto a la posible persistencia de los elementos
de introgresion detectados, es importante destacar su
permanencia o incremento de su frecuencia en seleccion
positiva, es decir, laasociacion de estos genes con otros genes
nativos que confieren caracteristicas seleccionadas por el
agricultor, la aplicacion de herbicidas o bien laresistencia a
plagas. Sin embargo, en laregion Sierra Norte no se reporta
laaplicacion de estos quimicos o lapresencia de plagas como
el gusano barrenador del tallo o algtin otro lepidoptero plaga
considerado blanco de la toxina Bt, por lo que el material
estaria libre a una seleccion que representara desventaja
para los materiales criollos nativos, disminuyendo asi la
frecuencia del transgen hasta desaparecer. Es importante
considerar que, dada la diversidad del maiz criollo, se han
detectado genes que de manera natural codifican para la
resistenciaa glufosinato, como lo demuestran los resultados
del bioensayo. Probablemente existen maices criollos con
resistencia natural, sin detectar por falta de seleccion. Porlo
tanto, si hubiera un maiz transgénico resistente a herbicidas
enlamismazonadonde se encuentraun maiz conresistencia
natural a herbicidas, ambos podrian coexistir sin ninguna
alteracion a la diversidad genética.

Respectoalapreocupacion delaseguridad parael consumo,
se han desarrollado protocolos de evaluacion previos a la
aprobacion del cultivo comercial de maiz genéticamente
modificado. Los protocolos contemplan analisis de
alergenicidad y toxicidad de la nueva proteina sintetizada.
Enninguno delos casos estudiados hasta ahora, relacionados
con las proteinas PAT, se ha reportado un efecto toxico.
Tampoco se ha presentado algin cuadro alergénico en
consumidores humanos (Ash et al., 2000; Khumnirdpetch
etal.,2001; Klotzetal., 2002). Por lo tanto, con respecto a
lainocuidad alimentaria, como se reportd, es improbable el
riesgo en el consumo de maiz con la proteina PAT.

Finalmente, queda abierta la posibilidad de encontrar
otros eventos transgénicos; sin embargo, la pregunta mas
importante es: ;,Cudl es la posibilidad de que esto ocurra y
sus consecuencias? posteriormente, ;Estas consecuencias
son unriesgo real y cientificamente avalado? Los esfuerzos
deben orientarse en el analisis de posibles riesgos de la
introgresion en especies de paises de origen.

Dora Alicia Landavazo Gamboa et al.

CONCLUSIONES

Existe evidencia de la presencia del promotor 35S del virus
del mosaico de la coliflor en plantas de maiz de tres parcelas
delaregion Sierra Norte de Oaxaca. Labase para detectarlo
fue la vinculacion del promotor 35S con construcciones
transgénicas, yaque lo contienen lamayoria de los materiales
comerciales de maiz genéticamente modificados. El ntimero
de parcelas positivas, asi como el porcentaje de contenido
transgénico (en relacion a las referencias internacionales)
fue bajo, por lo que se infiere que el tiempo en el que
ocurrid la introgresion es reciente. Si bien se desconoce
con toda certeza la existencia de transgenes especificos, la
evidencia paraencontrar el gen bar, que confiere resistencia
al herbicida fosfinotricina, esta ausente en las muestras
obtenidas o no fue posible detectarlo con los diferentes
métodos ensayados.
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