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ABSTRACT

Because of their specificity and high throughput, real-time
PCR-based methods are suitable for the monitoring of
genetically modified (GM) organisms at field level or in the
grain trade, in order to comply with federal regulations on
biosafety. In the first part of this study, DNA extracted from
different maize (Zea mays L.) tissues using several commercial
purification protocols available in Mexico were evaluated in
terms of DNA quality as substrates for end-point PCR. In
this second part, DNA preparations obtained from grain,
by means of the same commercial protocols, were tested in
quantitative PCR (qPCR), using TagMan and SYBR Green
protocols. Linear dynamic range, amplification efficiency
and method accuracy were assessed using recommended
qPCR criteria for validation purposes. Results showed that
the chemical complexity of plant tissues, such as grains,
require an efficient purification protocol for consistent and
reliable PCR quantification. The ratio A,gy/,50 and DNA
visualization in agarose gels are recommended as preliminary
—but not exclusive— criteria of DNA quality because DNA
amplification capability is not evinced with these procedures.
Two of the methods tested yielded good-quality DNA as
revealed by the linear dynamic range analysis. The third
method analyzed rendered inaccurate results due to the
presence of grain endogenous PCR inhibitors that did not
allow a proper DNA quantification. As conclusion, TagMan
chemistry showed to be more sensitive to the presence of
impurities than SYBR Green, even though amplification

could be achieved in the latter, quantification may not be
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RESUMEN

Por su especificidad y alta capacidad de procesamiento, los
métodos basados en PCR en tiempo real son adecuados para
el monitoreo de los organismos genéticamente modificados
(GM) en el campo o en el comercio de granos, para cumplir
con las regulaciones federales sobre bioseguridad. En la pri-
mera parte de este estudio, el ADN extraido de diferentes
tejidos de maiz (Zea mays L.) mediante varios protocolos
de purificacién comerciales disponibles en México, se eva-
lud en términos de calidad como sustrato molde para PCR
en punto final. En esta segunda parte, las preparaciones de
ADN obtenidas de granos, por medio de los mismos proto-
colos comerciales, se probaron en PCR cuantitativa (qPCR)
usando las técnicas TagMan y SYBR Green. El rango di-
ndmico lineal, la eficiencia de amplificacién y la precision
se evaluaron usando criterios qPCR recomendados para
validacién. Los resultados mostraron que la complejidad
quimica de los tejidos vegetales, como los granos, requiere
un protocolo de purificacién eficaz para la cuantificacién
consistente y confiable por PCR. La relacién A,gg/250 ¥ €l
andlisis del ADN en geles de agarosa se recomiendan como
criterios preliminares —pero no exclusivos— de la calidad
del ADN porque la capacidad de amplificacién del ADN no
se evidencia con estos procedimientos. Dos de los métodos
probados produjeron ADN de buena calidad como lo revela
el anilisis de rango dindmico lineal. El tercer método anali-
zado dio resultados inexactos debido a la presencia de inhi-
bidores de la PCR endégenos de los granos que impidieron
una cuantificacién adecuada del ADN. Como conclusién, la
quimica TagMan mostré ser mds susceptible a la presencia
de impurezas que SYBR Green, a pesar de que la amplifica-
cién podria lograrse con esta tltima, la cuantificacién pue-

de ser inexacta. Las membranas de unién al ADN de silica
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accurate. Silica DNA-binding membranes yield the most
suitable DNA preparations for PCR quantification of GM

maize grains.

Keywords: quantitative PCR, PCR inhibition, GM maize,
genetically modified organism (GMO), DNA quality.

INTRODUCTION

exico is the second maize (Zea mays L.)
importer from the USA where transgenic
maize hybrids occupy about 27x10° ha
(GMO Compass, 2010; U.S. Grains Council, 2013).
Yellow maize imported from the USA is used for
food, feed and processing purposes, but escapes and
misuse of this grain in maize-producing regions might
constitute an environmental risk. Another potential
source of genetically modified (GM) sequences in
Mexican fields is grain brought from USA farms by
migrant workers. In such cases, gene flow may occur
if farmers use this grain as seed, because seed exchange
in local communities affects the evolution of farmer’s
varieties (landraces) in Mexico (CEC Report, 2004;
Cleveland et al., 2005). Moreover, since 2009, Mexico
has authorized the experimental and pilot field
trials for various GM maize varieties (CIBIOGEM,
2012a). Considering that these trials are performed in
facilities with containment measures, gene flow from
biotech hybrids into native open-pollinated landraces
is expected to be a low frequency event; nevertheless,
it is an issue of environmental concern. Therefore,
molecular methods to trace transgenic events in the
field must include GM sequence quantification using
highly sensitive, specific and reliable methods, such
as quantitative real-time PCR (qPCR). Mexico, as
a Party of the Cartagena Protocol, is legally bound
to comply with international regulations such
as labeling and identification of living modified
organisms in intentional trans-boundary movements
of grains (Secretariat of the Convention on Biological
Diversity, 2000). In Europe or Japan, laws enforce
labeling and identification of imports when GM
levels are higher than 0.9 and 5 %, respectively.
Therefore, those imports are carefully verified to
avoid labeling and possible rejection from the public.
For these purposes, specific detection of very low
levels of GM sequences must be achieved (Anklam
et al., 2002).
In order to respond to this situation, Mexican
government agencies face the challenge of
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generaron las preparaciones de ADN mis adecuadas para la

cuantificacién por PCR de los granos de maiz GM.

Palabras clave: PCR cuantitativa, inhibicion de PCR, maiz
GM, organismos genéticamente modificados (OGM), calidad
de ADN.

INTRODUCCION

éxico es el segundo importador de maiz

(Zea mays L.) desde los EE.UU., donde

los hibridos de maiz transgénico ocupan
alrededor de 27X10° ha (GMO Compass, 2010; USA
Grains Council, 2013). El maiz amarillo importado
de los EE.UU. se usa en alimentos, piensos y con
fines de procesamiento, pero los escapes y mal uso de
este grano en las regiones productoras de maiz podria
constituir un riesgo ambiental. Otra fuente poten-
cial de secuencias modificadas genéticamente (GM)
en campos mexicanos es el grano traido de granjas
de EE.UU. por los trabajadores migrantes. En tales
casos, el flujo de genes puede ocurrir si los agricul-
tores usan este grano como semilla, ya que el inter-
cambio de semillas en comunidades rurales afecta la
evolucién de las variedades nativas en México (CEC
Report, 2004; Cleveland ez al., 2005). Ademds, des-
de 2009, México ha autorizado pruebas de campo
experimentales y piloto para diversas variedades de
maiz GM (CIBIOGEM, 2012a). Considerando que
estas pruebas se realizan en instalaciones con medi-
das de contencidn, se espera que el flujo de genes de
los hibridos transgénicos a las variedades nativas de
polinizacién abierta sea un evento de baja frecuen-
cia, pero es un tema de preocupacién ambiental. Por
tanto, los métodos moleculares para rastrear eventos
transgénicos en el campo deben incluir cuantifica-
cién por secuencia GM usando métodos altamente
sensibles, especificos y confiables, como el cuantitati-
vo PCR en tiempo real (QPCR). México, como Parte
del Protocolo de Cartagena, estd legalmente obligado
a cumplir con regulaciones internacionales, como
el etiquetado e identificacién de organismos vivos
modificados en movimientos transfronterizos inten-
cionales de granos (Secretariat of the Convention on
Biological Diversity, 2000). En Europa o Japén, las
leyes imponen el etiquetado y la identificacién de las
importaciones cuando los niveles GM son superiores
a 0.9 y 5 %, respectivamente. Por tanto, estas im-
portaciones se verifican cuidadosamente para evitar
el etiquetado y el posible rechazo por el publico. Para
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implementing the monitoring of grain in trading,
for the detection as well as the quantification of GM-
related sequences (Mexican Biosafety Law, 2005;
Mexican Regulation on the Biosafety Law, 2009;
CIBIOGEM, 2012b). Inspection for quantification
purposes is usually made in grains in field surveys as
well as in grain shipments. Therefore, the aim of this
investigation was to test different DNA extraction
methods, commercially available in Mexico, using
grains as testing material, in order to further verify
the DNA extract performance in qPCR analysis,
with TagMan and SYBR Green chemistries. In the
first part of this study, the performance of several
DNA extraction methods was assessed by end-
point PCR. The objective of the second part of
this study was to assess the impact of DNA quality
on qPCR analyses, considering that quantification
of low concentrations of GM sequences in grain
is necessary. These results are to be shared with

the Mexican Network for GMO Monitoring
(CIBIOGEM, 2012b).

MATERIALS AND METHODS
Plant material

GM reference material, MONS8IO and Btll GM hybrid
maize varieties, were provided by Genetic ID NA, Inc. (Fairfield,
IA, USA). Non-GM grain from an open-pollinated white corn
(Chalqueno landrace) was obtained from a local grower in
Chalco, Mexico. GM grains were ground separately in a high-
speed blender to obtain a <1 mm particle size and were mixed
thoroughly with ground non-transgenic white corn grain at
different ratios to obtain blends containing 10 %, 1 % and 0.1 %

(w/w) of transgenic material.
Genomic DNA extraction

Genomic DNA was extracted from Chalquefio, MONBS810
and Btll grains by triplicate, using three commercial methods:
1) Fast DNA® kit (Qbiogene, Carlsbad, CA, USA), 2) DNeasy
plant kit (Qiagen, Inc. Germantown, MD, USA), and 3) Fast
DNA extraction kit (Genetic ID NA, Inc. Fairfield, IA, USA).
For all kits, manufacturer instructions were followed. The other
DNA extraction methods analyzed in the previous part of this
study, namely DNAzol® and Easy-DNA™, both from Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA), were not assayed for qPCR because they
did not yield good-quality DNA for amplification purposes, as
evaluated by end-point PCR.

estos propositos, se debe lograr la deteccién especifica
y cuantitativa de niveles muy bajos de secuencias GM
(Anklam et al., 2002).

Para responder a esta situacion, las agencias gu-
bernamentales mexicanas enfrentan el reto de imple-
mentar el monitoreo de granos en el comercio para
la deteccién y la cuantificacién de secuencias GM
(Mexican Biosafety Law, 2005; Mexican Regulation
on the Biosafety Law, 2009; CIBIOGEM, 2012b).
La inspeccién cuantitativa se hace generalmente en
granos en los estudios de campo, asi como en los
cargamentos de granos. Por tanto, el objetivo de esta
investigacién fue probar diversos métodos de extrac-
cién de ADN, disponibles comercialmente en Mé-
xico, usando granos como material de prueba para
verificar més la respuesta de extraccién de ADN en
andlisis por qPCR, con las quimicas de TagMan y
SYBR Green. En la primera parte de este estudio se
evalué por PCR punto final el desempeno de varios
métodos de extraccién de ADN. Debido a que es ne-
cesaria la cuantificaciéon de bajas concentraciones de
secuencias GM, el objetivo de la segunda parte de
este estudio fue evaluar el impacto de la calidad del
ADN en los anilisis por qPCR. Estos resultados se
compartirdn con la Red Mexicana de Monitoreo de

OGM (CIBIOGEM, 2012b).
MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material GM de referencia, variedades de maiz hibrido
GM MONSIO0 y Btll, fueron proporcionados por Genetic ID
NA, Inc. (Fairfield, IA, USA). Los granos no GM de un maiz
blanco de polinizacién abierta (Chalqueno nativo) se obtuvie-
ron de un productor de Chalco, México. Los granos GM se
molieron por separado en un mezclador de alta velocidad para
obtener un de tamano de particula <1 mm y se mezclaron com-
pletamente con granos molidos de maiz blanco no transgénico
en diferentes proporciones para obtener mezclas que contenfan

10 %, 1 % y 0.1 % (p/p) de material transgénico.
Extraccién de ADN genémico

El ADN genémico se extrajo de granos Chalqueno,
MONB8I0 y Btll por triplicado, usando tres métodos comer-
ciales: 1) Kit Fast DNA (Qbiogene, Carlsbad, CA, USA), Kit
DNeasy para planta (Qiagen, Inc. Germantown, MD, USA),
y 3) Kit Fast DNA (Genetic ID NA, Inc. Fairfield, IA, USA).

ACATZI et al. 37
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Spectrophotometric and electrophoretic

analyses of genomic DNA

A UV scan from 200 to 380 nm was performed for
DNA  extractions using a Shimadzu UVI160U UV/visible
spectrophotometer. Genomic DNA concentration was estimated,
considering that a value of Aygy of 1.00 corresponds to 50 ng
,I/LL_1 of double-stranded DNA (Sambrook and Russell, 2001).
Genomic DNA samples (approximately 125 ng lane™) were
resolved by horizontal gel electrophoresis in 0.8 % agarose gels in
1X Tris-Acetate-EDTA buffer. Gels were stained with ethidium
bromide (0.5 ug mL™") and photographed under UV light.

Quantitative real-time PCR (qPCR)

Quantification of target DNA was performed on an
ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems Inc.
Foster City, CA, USA). DNA target sequences for primer and
probe design were retrieved from the Joint Research Centre
— European Commission data base (JRC-EC) (Bonfini ez
al., 2007). Unless otherwise stated, oligonucleotides and
TagMan probes were ordered as customized assays at Applied
Biosystems, Life Technologies (ABI, Foster City, CA, USA),
which uses proprietary algorithms that generate primers-
probe designs for qPCR applications. The 20 uL reaction
volume contained 10 uL of TagMan® Universal PCR Master
Mix or SYBR Green PCR Master Mix (ABI, ibid), both
with ROX as internal standard for data normalization. The
concentrations of probe and primers were adjusted to 0.2 and
0.8 uM, respectively, in order to maintain a 1 to 4 ratio per
reaction. For SYBR Green reactions, primers were adjusted
to 0.35 uM. The housekeeping gene starch synthase (255/76)
was used as target endogenous gene for amplification with
TagMan chemistry, as used in certified methods by JRC-
EC. For the construct-specific detection of MONSIO, the
forward primer (ST2 F) corresponds to the 3’-end of the hsp70
intron, the reverse one (ST2 R) to the cryld gene, whereas
the FAM-tagged probe corresponds to the junction between
both genes. As for the Btll construct-specific set, the forward
primer (ST1 F) corresponds to the enhancer element of the
maize alcohol dehydrogenase 1 gene (adhl), the reverse one
to the phosphinothricin N-acetyl transferase gene (paz), and
the FAM-tagged probe to the junction of both transgenic
sequences. As for SYBR Green chemistry, invertase was used
as the endogenous gene; construct specific primers M810
2-5" and M810 2-3’, and IVS2-2 and PAT-B, were used for
the amplification of MONSIO0 and Btll events, respectively,
as established by the JRC-EC methods (Bonfini ez /., 2007).
Cycle conditions for TagMan were: 2 min at 50 °C, followed
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Para todos los kits se siguieron las instrucciones del fabricante.
Los otros métodos de extraccién de ADN analizados en la pri-
mera parte de este estudio, especificamente DNAzol® y Easy-
DNA™, ambos de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), no fueron
probados para qPCR porque no produjeron ADN de buena
calidad para fines de amplificacién, como se evalto por PCR

punto final.

Anlisis espectrofotométrico

y electroforético del ADN genémico

Para las extracciones de ADN se realizé un barrido UV de
200 a 380 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV160U UV/
visible. La concentracién de ADN gendmico se estimé conside-
rando que un valor de A, de 1.00 corresponde a 50 nguL ™" de
ADN de doble cadena (Sambrook y Russell, 2001). Las muestras
de ADN genémico (aproximadamente 125 ng carril ™) se anali-
zaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0.8 %
en amortiguador 1X Tris-acetato-EDTA. Los geles se tifieron con

bromuro de etidio (0.5 g mL™") y se fotografiaron bajo luz UV.
PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR)

La cuantificacién del ADN blanco se realizé en un equipo
ABI 7500 de PCR en tiempo real (Applied Biosystems Inc.
Foster City, CA, USA). Las secuencias de ADN blanco para el
disefio de iniciadores y sonda se obtuvieron de la base de datos
del Centro de Investigacién Conjunta — Comisién Europea
(JRC-EC) (Bonfini ez al., 2007). A menos que se indique lo
contrario, los oligonucledtidos y sondas TagMan se ordena-
ron como ensayos personalizados en Applied Biosystems, Life
Technologies (ABI, Foster City, CA, EE.UU.), que usa algo-
ritmos propios que generan disenos de iniciadores y sondas
para aplicaciones de qPCR. Los 20 #L de volumen de reaccién
contenfan 10 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix o
SYBR Green PCR Master Mix (ABI, ibid), ambos con ROX
como estdndar interno para la normalizacién de datos. Las
concentraciones de sonda e iniciadores se ajustaron a 0.2 y
0.8 uM, respectivamente, para mantener una relacién de 1 a
4 por reaccién. Para reacciones SYBR Green, los iniciadores
se ajustaron a 0.35 uM. El gen de mantenimiento almidén
sintasa (25571b) se usé como gen endégeno blanco para la am-
plificacién con quimica TagMan, como se usa en los métodos
certificados por JRC-EC. Para la deteccidn construccién—espe-
cifica de MONBSIO, el iniciador directo (ST2 F) corresponde
al extremo 3’ del intrén hsp70, el reverso (ST2 R) para el gen
crylA, mientras que la sonda marcada con FAM corresponde
a la unién entre ambos genes. Para la deteccién construccién-

especifica de Btll, el iniciador directo (ST1 F) corresponde
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by 10 min at 95 °C, and 40 cycles at 95 °C for 15 s and 60 °C
for 1 min. And for SYBR Green were: 2 min at 50 °C, followed
by 10 min at 95 °C, and 40 cycles at 94 °C for 40 s, 60 °C for
45 s and 72 °C for 40 s. Non-template controls were included
in each plate and all samples were run in triplicate.

The inhibition tests were run in duplicate, TagMan and SYBR
Green chemistries were used on genomic DNA obtained from a
100 % MONSI10 and Btll reference materials. Calibration curves
were constructed by making a two-fold dilution series ranging
from 20 to 0.156 ng of genomic DNA. Amplification efficiency
was calculated with the following equation, considering the slope

(m) of the inhibition curve:

Efficiency = [0 ]=1x100

Dynamic linear range was evaluated by amplification with
the event-specific primers and probe of 10-fold diluted DNA
samples to construct a standard curve. In order to study the
effect of DNA quality preparations on quantification, 40 ng of

genomic DNA per reaction was used. DNA was obtained from

al elemento potenciador del gen de alcohol deshidrogenasa 1
(adhl) de maiz, el reverso para el gen de fosfinotricina N-acetil
transferasa (paz), y la sonda marcada FAM a la unién de las
dos secuencias transgénicas. Para la quimica SYBR Green se
usé invertasa como el gen enddégeno; se emplearon los iniciado-
res construccion-especificos M810 2-5" y M810 2-3’, e IVS2-2
y PAT-B, para la amplificacién de eventos MONBS10 y Btll,
respectivamente, segtin lo establecido por los métodos del JRC-
EC (Bonfini ez al., 2007). Las condiciones de ciclo para Tag-
Man fueron: 2 min a 50 °C, seguido por 10 min a 95 °C, y 40
ciclos a 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 1 min. Para SYBR
Green fueron: 2 min a 50 °C, seguido por 10 min a 95 °C, y
40 ciclos a 94 °C por 40 s, 60 °C por 45 s y 72 °C por 40 s.
Testigos sin ADN molde se incluyeron en cada placa y todas las
muestras se corrieron por triplicado.

Las pruebas de inhibicién se corrieron por duplicado, se
usaron las quimicas de TagMan y SYBR Green con el ADN
genémico obtenido de materiales de referencia al 100 %
MONSI0 y Bell. Las curvas de calibracién se construyeron
haciendo una serie de diluciones a la mitad que variaban des-
de 0.156 ng hasta 20 ng de ADN gendémico. La eficiencia de

Table 1. PCR primers used for amplification of specific DNA sequences.
Tabla 1. Iniciadores PCR usados para la amplificacién de secuencias especificas de ADN.

s s Amplicon

Target Name 5’ — 3’ sequence size (bp) Reference
TaqMan primers and probes
Btl1 construct — specific (adh1/pat)

ST1F gggCAgACTCCCgTgTTC

ST1R CTgTAgCTggCCTAATCTCAACTg 75  This study

ST1 M1 FAM-CTCggATCTCgACATgTC-TAMRA
MONB810 construct —specific (hsp/0/crylA)

ST2F AgTgTTACTCACATAGTCTTTgCTCATT

ST2 R CACTCgTTgATgT TTgggTTgT 84 This study

ST2 M1 FAM-CAAgCggCCATggACA-TAMRA
Zea mays starch synthase IIb (285176) gene

GEF CATCAgCTCCTgTCACCAAgAg

GER gCgggCTCTggCTTCA 58  This study

GE M2 FAM-ACTggCATCgATTTCT-TAMRA
SYBR Green primers
Btl1 construct — specific (adh1/pat)

IVS2-2 Fw CTgggAggCCAAgg TATCTAAT .

PAT-B  Rev GCTgCTgTAgCTgeCCTAATCT 189 Bonfini eral, 2007
MONB810 construct — specific (hsp70/crylA)

MS810 2-5° gATgCCTTCTCCCTAgTgTTgA .

M810 2-3' e ATeCACTCgTTgATgT T Ty 113 Bonfini et al, 2007
Invertase (7vrl) gene

IVRI1-F CCgCTgTATCACAAggeCTgegTACC

IVR1-R ggAgCCCgTgTAgAgCATgACGATC 225 Bonfini ez al., 2007

ACATZI et al. 39
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grain blends containing 10, 1 and 0.1 % (w/w) MON810. GMO
concentration, expressed as percentage (w/w), was calculated

with the following equation:

Percentage GMO = (ng transgene)

X(ng endogenous gene)_1 X100

REsuLrs AND DiscussioNn
DNA purity and integrity

In GMO detection by means of PCR, the
performance of the DNA extraction method ina given
matrix is of crucial importance, due to the fact that
the quality of the DNA obtained may significantly
affect the final result. DNA integrity, as well as the
presence of co-purified inhibitors from the matrix or
the extraction reagents can reduce the amplification
efficiency, by interacting with the DNA template,
or by interfering with the DNA polymerase activity
(Gryson, 2010; ENGL, 2011). In the first part of this
study, genomic DNA was extracted from various
maize tissues (e.g. leaves, grains, pollen) using five
different commercial purification kits available in
Mexico, and DNA suitability for amplification was
assessed by end-point PCR. The methods including
DNA binding to a silica-based membrane followed
by several washing steps in the purification protocol
(methods 2 and 3), showed to be more efficient to
eliminate PCR inhibitors such as polyphenolic and
phenolic compounds from green leaf tissues, as well
as polysaccharides, in the case of grains. Such plant
compounds exert their inhibitory activity through
the formation of complexes with DNA strands thus
hindering DNA amplification (ENGL, 2011). These
results indicated that a high DNA extraction yield
does not reflect its amplification quality. For the
analysis by means of qPCR, besides testing DNA
extraction methods 2 and 3, method 1 was also
evaluated, considering that the quality of DNA was
sufficient to render reliable amplification for the
case of grain tissue. Quirasco er al. (2004) applied
method 3 to quantify CBH351 Starlink corn in
highly processed Mexican corn-based foods ranging
from alkaline-cooked corn (nixtamal) to cooked
and deep-fried tortillas; a progressive degradation of
genomic DNA during processing was observed, but
GMO was detected by qPCR up to 0.1% (w/w) in

most products.
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amplificacién se calculé considerando la pendiente (72) de la

curva de inhibicién:

Eficiencia = 10" ]—1x100

El rango dindmico lineal se evalué mediante la amplifica-
cién con los iniciadores y sonda evento especificos en muestras
de ADN en diluciones decimales. Para estudiar el efecto de la
calidad de las preparaciones de ADN sobre la cuantificacién,
se usaron 40 ng de ADN genémico por reaccién. EIl ADN se
obtuvo de mezclas de granos que contenfan MONSI0 al 10,
1y 0.1 % (p/p). La concentracién de OGM, expresada como

porcentaje (p/p), se calculé con la siguiente ecuacidn:

Porcentaje OGM = (ng transgen )
x(ng gen endégeno) ! X100

REesurLrapos Y DiscusioN

Pureza e integridad de ADN

El desempeno del método de extraccién de ADN
de una matriz dada es de crucial importancia en la
deteccién de OGM por medio de PCR, debido a que
la calidad del ADN obtenido puede afectar significa-
tivamente el resultado final. La integridad del ADN,
asi como la presencia de inhibidores copurificados de
la matriz o los reactivos de extraccién pueden reducir
la eficiencia de la amplificacién, mediante la interac-
cién con el ADN molde, o al interferir con la activi-
dad de la ADN polimerasa (Gryson, 2010; ENGL,
2011). En la primera parte de este estudio se extrajo
ADN gendmico a partir de diversos tejidos de maiz
(por e¢jemplo, hojas, granos, polen) con cinco dife-
rentes kits comerciales de purificacién disponibles en
México, y la idoneidad del ADN para la amplifica-
cién se evalué por PCR punto final. Los métodos
que involucran en el protocolo de la purificacién la
unién del ADN a una membrana silica y lavados sub-
secuentes (métodos 2 y 3) fueron los mds eficientes
para eliminar inhibidores de PCR, como fenoles y
polifenoles en los tejidos de hoja verde, asi como po-
lisacdridos en los granos. Tales compuestos vegetales
ejercen su actividad inhibidora a través de la forma-
cién de complejos con cadenas de ADN, lo que di-
ficulta su amplificacién (ENGL, 2011). Los resulta-
dos del presente estudio indican que un rendimiento
alto de extraccién de ADN no refleja su calidad de
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The other DNA extraction methods analyzed
in the first part of this study were not assayed for
qPCR because end-point PCR results showed that
they did not yield amplifiable DNA. As for DNA
quality evaluated by UV absorbance, the ratios of
Aygoraso were 2.10.02, 4.0+0.72 and 1.77+0.03,
for methods 1, 2 and 3, respectively. The absorbance
scan from 200 to 380 nm for each DNA preparation
is shown in Figure 1. It is noticeable that DNA
preparation obtained with method 1 rendered
DNA with impurities that absorb at 230 nm,
which could come from residual compounds in the
extraction buffer, such as EDTA or guanidine-HCI
or both (Demeke and Jenkins, 2010). The DNA ratio
Ayg0/280 is not an absolute criterion of DNA purity
because DNA rendered with method 2 showed a
value that indicated a low purity preparation, which
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amplificacién. Para el andlisis por medio de qPCR,
ademds de probar los métodos de extraccién 2 y 3,
también se probé el método 1, considerando que la
calidad del ADN fue suficiente para dar una amplifi-
cacién confiable para el tejido de grano. Quirasco ez
al. (2004) aplicaron el método 3 para cuantificar el
maiz Starlink CBH351 en alimentos mexicanos alta-
mente procesados elaborados a base de maiz, desde el
maiz cocido en condiciones alcalinas (nixtamal) hasta
tortillas cocidas y fritas; se observé una degradacién
progresiva de ADN genémico durante el procesa-
miento, pero se detecté OGM por qPCR hasta un
0.1 % (p/p) en la mayoria de los productos.

Los otros métodos de extraccién de ADN anali-
zados en la primera parte de este estudio no se pro-
baron en qPCR porque los resultados de la PCR
punto final mostraron que no produjeron ADN
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Figure 1. Wavelength scans (200-300 nm) of genomic DNA
prepared from maize grain using the following
purification methods. 1: Qbiogene Fast DNA kit;
2: Qiagen DNeasy plant kit; 3: Genetic ID Fast
DNA kit.

Barridos de longitud de onda (200-300 nm) de
ADN genémico preparado de granos de maiz
con los siguientes métodos de purificacién. 1: Kit
Qbiogene Fast DNA; 2: Kit Qiagen DNeasy para
planta; 3: Kit Genetic ID Fast DNA.

Figura 1.
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does not correspond to results obtained by means
of end-point PCR. The electrophoretic pattern of
this preparation (data not showed) presented some
degradation, and this could cause a hyperchromic
effect at 260 nm (mainly due to single-stranded
DNA and shorter oligonucleotides) that in turn
contributes to overestimate DNA concentration
(Demeke and Jenkins, 2010). For quality of the DNA
obtained with method 3, A,5y/250 is just below the
expected values, 1.9 to 2.0. However, the absorbance
scan showed the optimal shape with a maximum at
260 and an inflection point around 230 nm, which
corresponds to a ratio Ay(/239 of 1.0. DNA obtained
with kits 2 and 3, rendered the best proficiency in
end-point PCR (data not showed). The assessment
of the performance of DNA extraction protocols is a
continuous process because methods applied to one
matrix may not be suitable for others. Experimental
approaches similar to the present study were used
to test corn products, such as starch and extruded
products, and other crops and foods, like soybean
and derived products, including protein isolates,
soybean based drinks and tofu (Murray ez al., 2007;
Smith and Maxwell, 2007; Mafra et al., 2008).
Besides testing commercial kits, like the ones used
in this study, those authors evaluated the CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide) method.
Their results indicate that the latter is particularly
useful to extract good quality DNA for PCR from
highly processed food, although it rendered low
yields. Besides, for the extraction of DNA from
grains, methods like those based on DNA binding
to resins, membranes or magnetic particles are less
laborious and time consuming, and render good
amplification quality DNA. Practicability is one of
the method acceptance criteria to be considered,
especially, in regard to the high throughput needed
(ENGL, 2008).

DNA as substrate for quantitative
real-time PCR amplification:
inhibition tests

Quantitative PCR relies on the ability of an
efficient amplification, which means that the reaction
should be performed in the absence of inhibitory
molecules and that it should be specific enough in
order to avoid the generation of fluorescence from
non-target DNA templates. In order to assess DNA
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amplificable. Para la calidad del ADN evaluada por
absorbancia UV, las relaciones de A,g,/550 fueron
2.1%0.02, 4.0+0.72 y 1.77%£0.03, para los méto-
dos 1, 2 y 3, respectivamente. El barrido de la ab-
sorbancia de 200 a 380 nm para cada preparacién
de ADN se muestra en la Figura 1. Es notable que
la preparacién de ADN obtenida con el método 1
proporcioné ADN con impurezas que absorben a
230 nm, lo que podria provenir de compuestos resi-
duales en el amortiguador de extraccidn, tales como
EDTA o hidrocloruro de guanidina o ambos (De-
meke y Jenkins, 2010). La relacién de A,gq/250 N0
es un criterio absoluto de pureza del ADN porque
el ADN obtenido con el método 2 mostré un valor
que indicaba una preparacién de baja pureza, que
no corresponde a los resultados obtenidos por me-
dio de PCR de punto final. El patrén electroforético
de esta preparacién (datos no mostrados) presentd
cierta degradacién, y esto podria causar un efecto
hipercrémico a 260 nm (debido principalmente a
ADN de una sola cadena y oligonucleétidos cortos),
que a su vez contribuye a sobreestimar la concen-
tracién de ADN (Demeke y Jenkins, 2010). Para
la calidad del ADN obtenido con el método 3, la
Ayg0/280 estd justo debajo de los valores esperados,
1.9 a 2.0. Sin embargo, el escaneo de absorbancia
mostrd la forma éptima, con un mdximo a 260 y
un punto de inflexién alrededor de 230 nm, que
corresponde a una relacién A,g(/»39 de 1.0. ELADN
obtenido con los kits 2 y 3, proporcioné la mayor
eficiencia en PCR punto final (resultados no mos-
trados). La evaluacién del desempeno de los proto-
colos de extraccién de ADN es un proceso continuo
ya que los métodos aplicados a una matriz pueden
ser inadecuados para otras. Métodos experimentales
similares a los del presente estudio se han usado para
probar productos de maiz, como almidén y pro-
ductos extruidos y para otros cultivos y alimentos,
como la soya y productos derivados, incluidos los
aislados proteinicos, bebidas a base de soya y tofu
(Murray et al., 2007; Smith y Maxwell, 2007; Ma-
fra et al., 2008). Ademds de probar kits comerciales,
como los usados en este estudio, dichos autores eva-
luaron el método de CTAB (bromuro de hexade-
ciltrimetilamonio). Sus resultados indican que este
tltimo es particularmente ttil para extraer ADN de
buena calidad para PCR desde alimentos altamente
procesados, aunque presentd bajos rendimientos.
Ademds, para la extracciéon de ADN de granos,
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purity, an inhibition curve must be performed. In this
curve, a series of DNA target dilutions are run and
the Ct value is registered. If the dilutions are two-fold,
the ACt is expected to be of one cycle. Besides, the
slope of the curve, that in turn reflects the efficiency
of amplification, should be within —3.6 and —3.1
(ENGL, 2008; Holden et 4l., 2010). An inhibition
test was performed for MONS810 and Btll with DNA
obtained with methods 1, 2 and 3, whose results are
shown in Tables 2 and 3, respectively. Regarding
TagMan results, in the case of MONS810, methods
2 and 3 rendered DNA extracts free of inhibitory
compounds that led to high amplification efficiency
calculated from the standard curve, as shown by values
0f99.3 and 98.4 %, respectively. For DNA extracted
with method 1, its UV analysis and visualization in gel
indicated an acceptable purity and integrity; besides,
reliable amplification was achieved by end-point
PCR. However, real-time results showed that this
preparation is not suitable for quantitative analysis,
as an efficiency value of 292 % was calculated from
the standard regression curve. Similar results were
obtained for the construct-specific analysis of the Btll
event. For methods 1, 2 and 3 the slope values were
—1.39, —3.28 and —3.46. The amplification curves
obtained with TagMan chemistry, corresponding to
the inhibition test of MONSI0 grains, are shown in
Figure 2. DNA preparations obtained with methods
2 and 3 led to the amplification down to 57 target
molecules, thus, they are suitable to perform sensitive
and reliable detections (Hiibner ez a/., 2001; Kay
and Van den Eede, 2001). In contrast, amplification

métodos como los basados en la unién del ADN a
las resinas, membranas o particulas magnéticas son
menos laboriosos y consumen menos tiempo, y pro-
porcionan buena calidad de amplificacién de ADN.
Lo prictico es uno de los criterios de aceptacién del
método a tener en cuenta, sobre todo, respecto a la
alta capacidad de procesamiento necesaria en andli-

sis rutinarios (ENGL, 2008).

ADN como sustrato para la amplificacién
cuantitativa de PCR tiempo real:
pruebas de inhibicién

La PCR cuantitativa depende de la capacidad de
una amplificacién eficiente, lo cual significa que la
reaccién debe efectuarse en ausencia de moléculas
inhibidoras y deberfa ser suficientemente especifi-
ca para evitar la generaciéon de fluorescencia desde
ADN molde no blanco. Para evaluar la pureza del
ADN, se debe realizar una curva de inhibicién en la
cual se corre la qPCR de una serie de diluciones de
ADN blanco y se registra el valor de Ct. Si el factor
de dilucién es dos, se espera que el ACt sea de un
ciclo. Ademds, la pendiente de la curva, que a su vez
refleja la eficiencia de la amplificacién, deberia estar
dentro de —3.6 y —3.1 (ENGL, 2008; Holden ez
al., 2010). Una prueba de inhibicién se realiz6 con
ADN de los eventos MONS8I10 y Btll obtenido con
los métodos 1, 2 y 3, cuyos resultados se muestran
en los Cuadros 2 y 3, respectivamente. Respecto a
los resultados de TagMan, en el caso de MONSI0,
los métodos 2 y 3 proporcionaron extractos de ADN

Table 2. Effect of DNA quality on the standard curve parameters of a construct specific amplification of

different events. TagqMan chemistry.

Cuadro 2. Efecto de la calidad del ADN en los pardmetros de la curva estindar de una amplificacién
construccién-especifica de diferentes eventos. Quimica TagMan.

Event Btl1

Event MONS810

Standard curve

Extraction metods

Extraction methods

parameters

1 2 3 1 2 3
Slope —1.39 —3.28 —3.46 —1.68 —3.34 —3.36
Intercept 33.68 30.47 29.66 32.98 30.64 28.85
R? 0.826 0.997 0.988 0.841 0.997 0.997
Efficiency (%) 4247 101.8 94.6 292.2 99.3 98.4

Methods: 1 Qbiogene Fast DNA kit; 2 Qiagen DNeasy plant kit; 3 Genetic ID Fast DNA kit < Métodos: 1 Kit
Qbiogene Fast DNA; 2 Kit Qiagen DNeasy para planta; 3 Kit Genetic ID Fast DNA.
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Table 3. Effect of DNA quality on the standard curve parameters of a construct specific amplification of

different events. SYBR Green chemistry.

Cuadro 3. Efecto de la calidad del ADN en los pardmetros de la curva estindar de una amplificacién
construccién-especifica de diferentes eventos. Quimica SYBR Green.

Event Btl1

Event MONS810

Standard curve

Extraction method

Extraction method

parameters
1 2 3 1 2 3
Slope —3.40 —3.34 —3.44 —3.31 —3.44 —3.52
Intercept 30.39 29.02 28.35 30.49 29.08 27.86
R? 0.977 0.991 0.998 0.994 0.998 0.99
Efficiency (%) 96.8 99.3 95.1 100.6 95.2 92.3

Methods: 1 Qbiogene Fast DNA kit; 2 Qiagen DNeasy plant kit; 3 Genetic ID Fast DNA kit < Método: 1 Kit
Qbiogene Fast DNA; 2 Kit Qiagen DNeasy para planta; 3 Kit Genetic ID Fast DNA.

results of DNA obtained with method 1 showed no
relation with respect to the DNA template quantity
in the reaction, which explains their non-linear
behavior. The copy number of transgenic sequences
was calculated considering the hemizygous nature
of MONBI0 hybrid (Charels ez al., 2007; Holden
et al., 2010) and a 1C value of 2.725 pg (Trifa and
Zhang, 2004; Murray ez al., 2007; Paterno et al.,
2009; Scholdberg ez al., 2009); therefore, the average
number of transgenic copies in a solution containing
100 ng of DNA is 36 697.

The inhibition test results using SYBR Green are
shown in Table 3. The amplification efficiencies for
both GM events, with any of the extraction kits, are
acceptableinall cases corresponding to values between
92.3 % and 100.6 %, according to what is established
by the European Network of GMO Laboratories
(ENGL, 2008). The amplicons obtained were
subjected to dissociation analyses, which showed
one amplification product for each event, with Tm
values of 78.8 °C and 82.9 °C, specific for MON810
and Btll, respectively. Multiple products, evinced by
several peaks in melting curves, are detrimental to
amplification efficiency, with the concomitant error
in target DNA quantification (Holden ez 4/, 2010).
A representative dissociation curve is shown for
the amplicon synthesized with primers MONGS810
2-3’ and MONBSI0 2-5" for detection of MON®810
maize (Figure 4A). The inhibition curves obtained
with the three DNA preparations show a ACt
close to one cycle, as expected, and it was possible
to amplify down to 57 target molecules (results
not shown).
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libres de compuestos inhibidores que llevaron a una
eficiencia alta de amplificacién, calculada de la cur-
va estdndar, que correspondi6 a valores de 99.3 y
98.4 %, respectivamente. El andlisis de UV y la vi-
sualizacién en gel del ADN extraido con el método 1,
indicaron una pureza e integridad aceptable; ademds
se obtuvo una amplificacién confiable por PCR en
punto final. Sin embargo, los resultados en tiempo
real mostraron que esta preparacién es inadecuada
para el andlisis cuantitativo, ya que se calculé un va-
lor de eficiencia del 292 % de la curva de regresién
estandar. Resultados similares se obtuvieron para el
andlisis construccién-especifica del evento Btll. Para
los métodos 1, 2 y 3 los valores de las pendientes fue-
ron —1.39, —3.28 y —3.46, respectivamente. En la Fi-
gura 2 se muestran las curvas de amplificacién obte-
nidas con la quimica de TagMan correspondientes a
la prueba de inhibicién de granos MONS8I0. Las pre-
paraciones de ADN obtenidas con los métodos 2y 3
condujeron a la amplificacién de hasta 57 moléculas
blanco; asi, son adecuadas para realizar detecciones
sensibles y confiables (Hiibner ez al., 2001; Kay y
Van den Eede, 2001). En contraste, los resultados de
la amplificacién de ADN obtenido con el método 1
no mostraron relacién con respecto a la cantidad de
ADN molde en la reaccién, lo que explica su com-
portamiento no lineal. El nimero de copias de se-
cuencias transgénicas se calculé considerando la na-
turaleza hemicigota del hibrido MONS810 (Charels
et al., 2007; Holden ez al., 2010) y un valor 1C de
2.725 pg (Trifa y Zhang, 2004; Murray ez al., 2007;
Paterno et al., 2009; Scholdberg ez al., 2009); por

tanto, el ndmero promedio de copias transgénicas
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Delta Rn vs. Cycle
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Figure 2. TagMan chemistry. Construct specific amplification of event MONS8IO0 in real-time PCR, serial dilutions from 100 %
GM grain, containing 7339 (A), 3670 (B), 1835 (C), 917 (D), 459 (E), 229 (F), 115 (G) and 57 (H) target molecules.
DNA extraction methods: 1 Qbiogene Fast DNA kit; 2 Qiagen DNeasy plant kit; 3 Genetic ID Fast DNA kit.

Figura 2. Quimica TagMan. Amplificacién construccién especifica del evento MON810 por PCR en tiempo real, diluciones
en serie a partir de grano GM 100%, con 7339 (A), 3670 (B), 1835 (C), 917 (D), 459 (E), 229 (F), 115 (G) y 57 (H)
moléculas blanco. Métodos de extraccién de ADN: 1 Kit Qbiogene Fast DNA; 2 Kit Qiagen DNeasy para planta; 3 Kit
Genetic ID Fast DNA.
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DNA as substrate for quantitative
real-time PCR amplification:
quantification proficiency

An inefficient amplification due to DNA impurity
would be reflected in the determination of an untrue
value orin noamplification atall (Cankar ezal., 2006).
Experiments were performed in order to quantify
grain samples spiked with known quantities of GM
material, namely MONBS8I10. In these experiments
TagMan and SYBR Green chemistries were tested
and quantification results from triplicated analyses
are shown in Table 4. The overall performance of
the extraction method and the real time chemistry
was evaluated by the agreement between the average
value obtained from the test and the known spiked
quantity of the transgenic material. The closeness
between these parameters is expected to be within
*25 % of the reference value (ENGL, 2008). The
content of a GMO was quantified as percentage
of transgenic DNA in relation to an endogenous
control gene, which undergoes the same treatment
as the target DNA before amplification. The choice
of the housekeeping reference gene should consider
that it has to be taxon-specific, it should be in single-
or low-copy number and should amplify consistently
across different cultivars. From the commonly used
endogenous genes in maize-zein, starch synthase
(28S11b), dehydrogenase (adhl), high
mobility group (hmg) and invertase (ivrl) genes-
the ones that show more accurate and reproducible
amplification efficiencies are hmg, 2SSIIb and ivrl
(Scholdberg ez al., 2009). In fact, the use of adhl as
reference gene led to erroncous GMO quantification.
This was explained by differences on the genotype of
the sample, the calibrant or both due to the presence

alcohol

en una solucién que contiene 100 ng de ADN
es 36 697.

Los resultados de las pruebas de inhibicién
con SYBR Green se muestran en el Cuadro 3. La
eficiencia de la amplificacién para ambos eventos
transgénicos, con cualquiera de los kits de extrac-
cién, es aceptable en todos los casos de acuerdo
con lo establecido por la Red Europea de Labo-
ratorios OGM vy corresponde a valores entre
92.3 % y 100.6 %, (ENGL, 2008). Los amplico-
nes obtenidos se sometieron a andlisis de disocia-
cién que mostraron un producto de amplificacién
para cada evento, con valores de Tm de 78.8 °C y
82.9 °C, especificos para MONS10 y Btll, respec-
tivamente. Varios picos en las curvas de disocia-
cién indican amplicones mdltiples, lo que va en
detrimento de la eficiencia de amplificacién, con el
error concomitante en la cuantificacién del ADN
blanco (Holden ez al., 2010). La Figura 4A mues-
tra una curva representativa de disociacién para el
amplicén sintetizado con los primers MONS810
2-3> y MONS8I0 2-5 para la deteccién de maiz
MONS8I10. Las curvas de inhibicién obtenidas con
las tres preparaciones de ADN muestran un ACt
cercano a un ciclo, como se esperaba, y fue posible
amplificar hasta 57 moléculas blanco (resultados
no mostrados).

ADN como sustrato para la amplificacién
cuantitativa de PCR en tiempo real:
eficiencia de cuantificacién

Una amplificacién ineficiente debido a la impu-
reza del ADN se reflejaria en la determinacién de un
valor erréneo o en ninguna amplificacién (Cankar
et al., 2006). Los experimentos se realizaron para

Table 4. Effect of DNA extraction method: maize grain analysis with known quantities of MONS810 event.
Tabla 4. Efecto del método de extraccién de ADN: andlisis de grano de maiz con cantidades conocidas del evento MON8I0.

TagMan chemistry SYBR Green chemistry
Extraction MONS810 quantity (%; w/w) MONB810 quantity (%; w/w)
method
10 1 0.1 10 1 0.1
1 13.96%0.140 No amplification ~ No amplification 48.5%0.157 53.8+0.149 0.03+0.011
2 16.15%1.118 2.11%0.154 0.12+0.016 * 10.8+0.018 * 2.3%x0.017 0.1£0.077 *
3 11.48+0.327 ¢ 0.88+0.12 ¢ 0.13+0.02 * 10.3%0.007 * 1.1£0.021° 0.25%+0.006

Samples were analyzed by triplicate. * Values within = 25 % of the spiked quantity of MONS8IO < Las muestras se analizaron por
triplicado. * Valores dentro = 25 % de la cantidad conocida de MONSI10.
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of a single nucleotide polymorphism for this gene
in maize, which in turn affects the endogenous
gene quantification by TaqgMan chemistry. This
error induces an overall miscalculation of the GMO
content (Broothaerts et /., 2008).

For both chemistries, results showed that DNA
extracted with method 1 led to a non-accurate
quantification, whereas methods 2 and 3 rendered
a high quality DNA suitable for quantification.
Method 3 gave the most accurate values for the
three GMO concentrations tested using any real
time chemistry. The Ct value for the endogenous
reference gene is expected to be the same, regardless
the method of DNA extraction. Thus, any difference
observed would indicate a non-efficient amplification
due to the presence of impurities, to the use of highly
degraded DNA or to non-accurate template DNA

estimation.
TagMan chemistry

For the quantitative analysis, the starch synthase
was used as endogenous reference gene, and its
amplification rendered an efficiency of 94 %
(slope=—3.475) from DNA extracted with method
3. As for the amplification of the endogenous
reference gene, Figure 3 shows a ACt around 0.5
cycles between DNA from methods 3 and 2 (curves
A and B) that might explain the poor quantification
values calculated for the latter. A considerable
difference of Ct, approximately 12 cycles, was
observed for DNA template prepared with method
1 (curve D). A delay in the onset of the exponential
phase of the transgene amplification curve was
observed for template DNA from method 1 vs. 2
or 3 (curves E and C, respectively); consequently,
an erroneous quantification is expected. Such a
difference in Ct values would likely be due to
non-accurate template DNA quantification, as
evinced by the absorbance spectra from this DNA
preparation (Figure 1-1), that shows the presence of
compounds with high absorbance at wave lengths
below 260, which clearly led to an overestimation
of the DNA concentration in the sample. The
mean DNA value calculated from the standard
curve showed that the actual quantity loaded as
template from method 1 was almost four orders of
magnitude lower than those with methods 2 and
3. The template under-load, plus the presence of

cuantificar las muestras de grano mezclado con
cantidades conocidas de material GM, en este caso,
MONS8I0. En estos experimentos se probaron las
quimicas TagMan y SYBR Green y los resultados de
la cuantificacién de los andlisis triplicados se mues-
tran en el Cuadro 4. El desempeno general del mé-
todo de la extraccién y la quimica en tiempo real se
evalué por la concordancia entre el valor promedio
obtenido de la prueba y la cantidad conocida del ma-
terial transgénico. La cercania entre estos parimetros
se espera encontrar dentro de * 25 % del valor de
la referencia (ENGL, 2008). El contenido del OGM
se cuantificé como porcentaje de ADN transgénico
en relacién a un gen enddgeno testigo, que tiene el
mismo tratamiento que el ADN blanco antes de la
amplificacién. La eleccién del gen referencia debe
considerar que debe ser taxén-especifico, debe estar
en una sola copia o en un bajo nimero de copias y
debe amplificar consistentemente en diferentes cul-
tivares. De los genes endégenos de uso comtn en el
maiz —zeina, almidén sintasa (255//6), alcohol des-
hidrogenasa (adhl), grupo de alta movilidad (hmyg)
e invertasa (ivr])— los que muestran las eficiencias
de amplificacién mds exactas y reproducibles son
hmg, z5511b e ivrl (Scholdberg ez al., 2009). De he-
cho, el uso de adhl como gen de referencia llevé a
la cuantificacién errénea de OGM. Esto se explica
por diferencias en el genotipo de la muestra, del gen
calibrante o de ambos, debido a la presencia de un
polimorfismo tnico de nucledtido para ese gen en
el maiz, lo que a su vez afecta la cuantificacién del
gen enddgeno por la quimica TagMan. Este error in-
duce un mal célculo global del contenido de OGM
(Broothaerts et al., 2008).

Para ambas quimicas, los resultados mostraron
que el ADN extraido con el método 1 condujo a
una cuantificacién imprecisa, mientras que los mé-
todos 2 y 3 proporcionan un ADN de alta calidad
adecuado para la cuantificacién. El método 3 dio
los valores mds precisos para las tres concentracio-
nes de OGM sometidas a prueba con cualquier
quimica en tiempo real. El valor de Ct para el gen
endégeno de referencia se espera que sea el mismo,
independientemente del método de extraccién de
ADN. Por tanto, cualquier diferencia observada
indicarfa una amplificacién ineficiente debido a la
presencia de impurezas, al uso de ADN altamente
degradado o a la estimacién no precisa de ADN
molde.
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Figure 3. TagMan amplification plots of 10 % MONS8I10 grains. For the PCR reaction 40 ng of
genomic DNA were employed. Plots: endogenous gene (starch synthase) amplification,
DNA extracted with method 3 (A) and method 2 (B); construct specific amplification,
DNA extracted with method 2 and 3 (C); endogenous gene amplification, DNA extracted
with method 1 (D); construct specific amplification, DNA extracted with method 1 (E). All

samples were run in triplicate.

Figura 3. Griéficas de amplificacién con TagMan de granos MONS810 al 10 %. Para la reaccién de PCR
se emplearon 40 ng de ADN genémico. Gréficos: amplificacién de gen endégeno (almidén
sintasa), ADN extraido con el método 3 (A) y el método 2 (B); amplificacién construccion-
especifica, ADN extraido con los métodos 2 y 3 (C); amplificacién de gen endégeno, ADN
extraido con el método 1 (D); amplificacién de construccidén-especifica, ADN extraido con
el método 1 (E). Todas las muestras se corrieron por triplicado.

inhibitors in DNA obtained with method 1 might
explain the failure to amplify the target sequence

when TagMan was used (Table 4).
SYBR Green chemistry

Dissociation obtained from the
amplification of invertase gene, used as the
endogenous gene, and the transgene in the reference
material showed just one amplicon (Figure 4A
and 4B), indicating primer specificity and no
primer-dimer formation. Cross reaction tests were
performed by using the construct-specific primers
with other GM events and no amplification products
were obtained. The slope values for the detection of
invertase gene and MONS810 were —3.41 and —3.52,
respectively, which correspond to an efficiency of
96.5 and 92.3 %. This chemistry is less susceptible
to the presence of inhibitors (Gonzalez-Salgado ez al.,
2009). The estimation of transgene concentration
using template DNA from methods 2 and 3 was in
general accurate and within the acceptable deviation,

curves
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Quimica TagMan

Para el andlisis cuantitativo, el gen de referencia
endégeno fue almidén sintasa y su amplificacién
tuvo una eficiencia del 94 % (pendiente=—3.475)
a partir de ADN extraido con el método 3. Para la
amplificacién del gen endégeno de referencia, la Fi-
gura 3 muestra un ACt alrededor de 0.5 ciclos entre
el ADN de los métodos 3 y 2 (curvas a y b) que
podria explicar los valores bajos de cuantificacién
calculados para este tltimo. Una diferencia consi-
derable de Ct, aproximadamente 12 ciclos, se obser-
v6 para el ADN molde preparado con el método 1
(curva D). Un retraso se observé en el inicio de la
fase exponencial de la curva de amplificacién del
transgén para el ADN molde del método 1 vs2 0 3
(curvas de E y C, respectivamente); en consecuen-
cia, se tendrd una cuantificacién errénea. Tal dife-
rencia en los valores Ct probablemente se deberia a
una cuantificacién imprecisa de ADN molde como
se evidencia por el espectro de absorbancia de esta
preparacién de ADN (Figura 1-1), que muestra la
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Figure 4. A. Thermal dissociation curve for the amplicon synthesized with primers
MONB81023 and MON81025 for detection of MON810 maize. Tm=78.8°.
B. Thermal dissociation curve for the amplicon synthesized with primers
IVRIF and IVRIR for detection of the maize invertase gene. Tm=89.1°.

Figura 4. A. Curva de disociacién térmica para el amplicén sintetizado con los
iniciadores MON81023 y MONB81025 para la deteccién del maiz MONB810.
Tm=78.8°. B. Curva de disociacién térmica para el amplicén sintetizado
con los iniciadores IVRIF e IVRIR para la deteccién del gen de la invertasa

de maiz. Tm=89.1°.

whereas results with template from method 1 are far
away from the actual GMO concentrations (Table
4). The mean Ct value for the endogenous gene
obtained from methods 2 and 3 was 20.3 in contrast
with the corresponding to method 1 (25.8). This
caused a delay in approximately six cycles, which
indicates an overestimation of the template DNA
quantity as discussed before. This problem in turn,
led to large differences on DNA content in the

presencia de compuestos con alta absorbancia a lon-
gitudes de onda por debajo de 260, lo que clara-
mente llevd a una sobreestimacion de la concentra-
cién de ADN en la muestra. El valor promedio del
ADN obtenido con el método 1, calculado a partir
de la curva estdndar, mostré que la cantidad real
cargada como molde en la reaccién fue casi cuatro
6rdenes de magnitud menor que aquella obtenida
con los métodos 2 y 3. La cantidad de ADN molde
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PCR reaction, which was very low, under the limit
of quantification, where the results precision and
accuracy were not on acceptable levels.

CONCLUSIONS

Quantitative PCR requires a highly pure DNA
preparation as template, in order to obtain reliable
quantification values of exogenous DNA in GM plant
material such as maize grains. DNA amplification
quality could be estimated by DNA visualization in
agarose gels or by ultraviolet absorbance, or both,
but these evaluations are preliminary criteria. It is
advisable to run inhibition test curves in order to
verify proper DNA amplification, which in turn
reflects template DNA purity. Besides, silica DNA-
binding membranes yielded the most suitable DNA
preparations for quantification and detection of
GM plant tissue. For qPCR, TagMan chemistry was
more accurate and more sensitive to the presence of

impurities than SYBR Green.
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