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Deteccion e identificacion de eventos asociados a organismos
vivos modificados en semillas de maiz (Zea mays L.) en Venezuela
empleando métodos de inmunoensayo y analisis por PCR
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RESUMEN

Con el fin de detectar eventos asociados a organismos vivos modificados (OVM) en semillas comerciales de maiz
en Venezuela, se realiz6 un muestreo del 70% de cultivares de maiz sembrados en 2011, indicados en la lista de
cultivares elegibles del Servicio Nacional de Semillas, constituido por doce cultivares comerciales y dos cultivares
empleados por pequefios agricultores del pais. [Los ensayos se iniciaron con la aplicacién de tiras de flujo lateral para
estudiar las proteinas Cry1Ab, Cry 3Bb y CP4 EPSPS. Posteriormente, se desarrollaron los ensayos basados en
ADN, con los cuales se evalué la presencia del gen de la invertasa del maiz (control positivo interno), para después
aplicar la estrategia de deteccién primaria empleando secuencias de cebadores que anclan en la regién comiin a
varias secuencias transgénicas. Del ensayo basado en proteinas se logré detectar una muestra que contenia la proteina
Cry 1Ab, mientras que en los ensayos basados en ADN permitieron identificar, en la misma muestra, secuencias
promotoras y terminadoras de transgenes. Finalmente, se logré la identificacién del evento especifico DAS-@D15(7-1,
el cual proviene de lineas transgénicas que le confieren al cultivo de maiz resistencia a herbicida y tolerancia a insectos
lepidépteros. Se tiene asi el primer reporte en Venezuela del uso de semillas comerciales OVM en cultivos de maiz.
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Detection and identification of events associated to living modified organisms
in corn seeds (Zea mays L.) in Venezuela by immunoassay and PCR analysis

ABSTRACT

With the aim to detect DNA sequences associated to living modified organisms (LMO) in commercially available
corn seeds, it was made a sampling covering 70% of corn cultivars planted in Venezuela in 2011. This sampling
included twelve commercial materials, and two cultivars from small-scale farmers. The first detection assay applied
consisted in the application of lateral flux immune test strips to reveal the presence of the proteins CrylAb, Cry
3Bb y CP4 EPSPS. After these assays, DNA-base analysis methods were done to evaluate the presence of DNA
sequences associated, such as the maize invertase gene. The protein immune-detection assay was able to identify a
sample containing Cry 1Ab, while DNA-based PCR tests allowed us to detect, in the same sample, DNA sequences
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associated with transgenesis that finally turned out to be the specific event DAS-D15@7-1, which confers herbicide
resistance and insect (Lepidopterae) tolerance. As far as we know, this is the first report that demonstrates the use of

genetically modified corn seeds in Venezuela.

Key words: Detection, corn, living modified organisms, seeds.

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) se originé en una parte
restringida de México (Bejarano y Segovia, 2000).
De todas las plantas cultivadas, el maiz es la tnica que
presenta un elevado nivel de domesticacién, lo cual
quiere decir que es una especie totalmente dependiente
de la actividad del ser humano, pues los procesos de
seleccién y mejoramiento genético eliminaron por
completo las caracteristicas ancestrales de sobrevivencia
en la naturaleza (Paterniani, 2000).

El maiz es un alimento basico para muchas
poblaciones en el mundo, especialmente en México,
América Central, Venezuela y Colombia (Cartay,
2000). En nuestro pais, esta especie es empleada
mayormente para la obtencién de la harina precocida,
de la cual se elaboran las “arepas”, consideradas como
un plato tipico nacional. Por ello, la produccién de
este rubro en Venezuela deberia cubrir al menos la
necesidad basica nacional establecida por la demanda
de la poblacién.

Como es bien sabido, todo sistema de produccién
agricola debe contar con un adecuado suministro de
semillas, pues de ella depende una buena produccién
(Oropeza et al., 2000). Para el afio 1988, el pais
se abastecia de la semilla hibrida nacional que iba a
emplearse en sus campos de produccién; sin embargo, a
partir de esa fecha se inicié un proceso de desequilibrio
en el abastecimiento de este insumo, lo cual trajo como
consecuencia, desde el ano 2005, la importacién de la
mayor parte de la semilla hibrida de maiz que se cultiva
en los campos venezolanos.

El conocimiento de la agronomia y otras ciencias
relacionadas, logré desarrollar procesos y productos
capaces de aumentar la eficiencia en la produccién de
alimentos. Es asi como la biotecnologia moderna ha
acelerado los procesos en el mejoramiento genético de
especies vegetales, permitiendo la insercién de genes
entre especies evolutivamente distintas y generando
nuevos materiales que mediante las técnicas de
mejoramiento genético tradicional no hubiese sido
posible. En maiz, se han utilizado las técnicas de

infeccién con Agrobacterium tumefaciens (Ishida et
al., 1996), bombardeo de particulas (Klein et al.,
1989), corrientes eléctricas de bajo voltaje (Murry et
al., 1989) y electroporacién (Huang y Dennis, 1989),
entre otras. lales modificaciones siempre han estado
centradas en la obtencién de plantas con caracteristicas
que van desde la resistencia a herbicidas, plagas y
enfermedades hasta aquellas relacionadas con mayor
calidad nutricional o mejor calidad alimentaria (Lentini,
2000). El primer maiz transgénico fue desarrollado por
Gordon-Kamm et al. (1990), el cual era resistente a
herbicida. Posteriormente, se han ido agregando otros
rasgos y caracteristicas a este cultivo, y con ello ha ido
aumentado la aceptacién por parte de los productores
agricolas, no solo de maiz sino de otros cultivos como
soya, alfalfa, remolacha azucarera y lechosa, entre otros

(James, 2013).

En Venezuela, segiinla Leyde Tierrasy Desarrollo
Agrario (2001), la Ley de Semillas y Material para
la Reproduccién Animal e Insumos Biolégicos
(2002), la Ley Orgéanica de Seguridad y Soberania
Agroalimentaria (2008), el Acuerdo con Motivo del
Dfa Internacional de la Diversidad Biolégica (2008) y
de la Ley de Gestién de la Diversidad Biolégica (2008)
no esta permitido el uso de OVM, por lo que se debe
determinar que los hibridos y cultivares que ingresan al
pais con fines de investigacién o para uso comercial, no

sean OVM.

Por las consideraciones expuestas anteriormente,
con este trabajo se planteé evaluar por primera vez en
Venezuela la presencia de organismos vivos modificados
(OVM) susceptibles de ser introducidos en el ambiente,
empleando como blancos de deteccién semillas
comerciales de maiz, aplicando métodos moleculares
basados en proteinas y ADN.

MATERIALES Y METODOS

Seleccién y obtencién de las semillas objeto de
estudio

Para la seleccién de los materiales comerciales de
maiz, se empleé la lista de cultivares elegibles del Servicio
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Nacional de Semillas (Senasem), del Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA), Ministerio del
Poder Popular para la Agricultura y Tierras, para el
periodo de siembra 2010-2011 en Venezuela, las cuales
representaron al 70% de los cultivares sembrados en
las zonas productoras de maiz (Cuadro 1). Como una
forma de aplicacién de la norma bioética venezolana
no se revelan los nombres de los cultivares comerciales
evaluados en esta investigacién (Bricefio et al., 2003).

LLas muestras del control negativo, asi como los
materiales comerciales 1, 2 y 3 se obtuvieron de la
Unidad de Produccién Socialista de Semillas- INIA,
en Maracay, estado Aragua, las cuales se produjeron
en Venezuela. Las muestras comerciales dela4 ala9y
la 12 fueron obtenidas en una empresa gubernamental y
fueron importadas. LLas muestras 10 y 11 se obtuvieron
de una empresa productora de semillas privada, de
caracter nacional. Las muestras categorfa “comin”
son semillas empleadas por pequefios productores
y fueron donadas por la Unidad de Recursos
Fitogenéticos (URF) del INIA. Para el muestreo, se
aplicé un procedimiento propuesto por la Asociacién
Internacional de Pruebas en Semillas (ISTA, 2003),
para lo cual se procedié a la seleccién aleatoria de los
sacos, los cuales se encontraban debidamente sellados
y etiquetados con su respectiva identificacién (ISTA,

2003; ISO, 2006a), organizados sobre estibas. Se

muestrearon de cinco a seis sacos por cultivar comercial
y por estiba, los cuales fueron seleccionados en forma de
zigzag. En cada uno de ellos se introdujo un calador,
previamente limpio de restos de granos/semillas de otras
especies y de otros lotes de maiz muestreados, con el
orificio hacia abajo, por una de las esquinas. Se traté,
en todos los casos, de alcanzar la otra esquina del saco,
en forma diagonal, y en direccién ascendente formando
un angulo aproximado de 30°. Posteriormente, se giré
lentamente hasta presentar los orificios hacia arriba y
se golpe6 suavemente para facilitar la entrada de las
semillas. Finalmente, se extrajo el calador, teniendo la
precaucién de evitar derramar la muestra. Cada vez que
el calador era introducido, se extraian muestras de 500
a 600 g por saco, con las cuales se conformaron lotes de
semillas de 3 kg aproximadamente que se empacaron
en bolsas de papel con su debida identificacién. Los
orificios abiertos con el calador fueron sellados con
ayuda de una etiqueta.

Las semillas muestreadas se trasladaron al
Laboratorio de Deteccién y Cuantificacién de
Organismos Modificados Genéticamente (OMGQG),
adscrito a la Direccién de Agricultura y Soberania
Alimentaria del Instituto de Estudios Avanzados
(IDEA), en donde se inici6 la aplicacién de los
métodos de deteccién molecular de transgénicos. La
confirmacién del evento especifico de transformacién

Cuadro 1. Cultivares elegibles de maiz de mayor comercializacién en Venezuela (2009/2010).

Categoria de clasificacion en el laboratorio Tipo Color del grano Origen Afio de liberacion
Control negativo Variedad Amarillo Venezuela 1980
Control positivo Hibrido Amarillo Argentina 1996
Muestra comercial 1 Variedad Amarillo Venezuela 2009
Muestra comercial 2 Variedad Amarillo Venezuela 2009
Muestra comercial 3 Variedad Blanco Venezuela 2005
Muestra comercial 4 Hibrido Blanco México 2003
Muestra comercial 5 Hibrido Amarillo Tailandia 2001
Muestra comercial 6 Hibrido Blanco Meéxico 2008
Muestra comercial 7 Hibrido Blanco México 2011
Muestra comercial 8 Hibrido Amarillo México 2005
Muestra comercial 9 Hibrido Amarillo EEUU 1999
Muestra comercial 10 Hibrido Blanco Venezuela 2005
Muestra comercial 11 Hibrido Blanco Venezuela 2005
Muestra comercial 12 Hibrido Blanco México 2006
Muestra comun 1 Variedad Blanco URF-INIA No determinado
Muestra comun 2 Variedad Amarillo URF-INIA No determinado
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transgénica, se realizé en el Laboratorio de Deteccién
de OMG, del Centro de Investigaciones Veterinarias
y Agronémicas del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Argentina, para lo cual se
solicitaron los respectivos permisos en Venezuela, con el
fin de transportar las muestras de ADN fuera del pais.

Preparacién de las muestras de laboratorio

Para la preparacién de las muestras de laboratorio,
se conté con un molinillo eléctrico comercial de café,
marca Moulinex®, cuya capacidad del recipiente de
molienda es de 300 g. La labor se inicié con la limpieza
del molinillo con un pafio humedecido con una solucién
de etanol al 70% (tres veces), y una vez con hipoclorito de
sodio al 3,5%. Este protocolo de limpieza se realizé entre
muestras y al finalizar la molienda, tal y como lo sugieren

Di Bernardo et al., (2007).

LLa molienda se realizé6 por tandas en funcién de
la capacidad del molinillo, iniciAindose con el control
negativo, para posteriormente moler las
problema. En cada tanda se colectd, en un vaso pléstico
descartable, el polvo que quedaba adherido a las paredes
del equipo y fue removido con ayuda de una espétula
esterilizada, se homogeneizé y se almacené en un tubo de
50 mL esterilizado. De ahi se separaron cinco muestras
de laboratorio, dos sub-muestras con 5 g de harina de
maiz se colocaron en vasos plasticos descartables con el
fin de realizar los inmunoensayos de evaluacién directa,
dos fueron colocadas en dos viales de 1,5 mL., llenando
los mismos hasta la marca de 100 uL., con las cuales
se realizaron las pruebas de deteccién de transgénesis
basadas en ADN. Un vial totalmente lleno se constituyé
en la muestra de existencia de laboratorio, la cual se
almacené a 4°C.

muestras

Aplicacién de las tiras de flujo lateral

En este ensayo se utilizaron las tiras de flujo
lateral (Trait®) desarrolladas por la empresa Strategic
Diagnostics Inc. (SDI, EUA), con el fin de evaluar las
siguientes proteinas transgénicas: CrylAb, Cry3Bb, y
CP4 EPSPS, las cuales detectan en grupo los rasgos
asociados con resistencia a Insectos lepidépteros y
tolerancia al herbicida Round up Ready®. Las muestras
de analisis para esta metodologia se obtuvieron agregando
a las muestras de laboratorio, 7 mL. de agua destilada
estéril, agitando vigorosamente hasta obtener una mezcla.
Adicionalmente, se realizé una prueba, la cual consistié
en germinar 50 semillas de cada cultivar en bandejas de
plastico con papel de filtro comiin, regadas diariamente con

agua durante una semana, bajo extremas condiciones de
seguridad biolégica. Luego todas las plantas germinadas
fueron maceradas vigorosamente, eliminando los restos de
papel, en morteros frios hasta obtener la mayor cantidad
de zumo de las plantulas.

En cada mezcla se introdujo una tira de flujo lateral,
se esperd a que fluyera el liquido por la tira hasta observar
que la banda control se coloreara. Luego se extrajo de la
mezcla, dejando secar en papel secante y finalmente se
compar6 con el patrén de referencia que posee el kit. La
aparicién de una linea (control) indica que la prueba se
desarroll6 de manera adecuada, y que el cultivar puede
considerarse negativo para los eventos antes mencionados,
mientras que la aparicién de una o dos bandas, adicionales
a las del control, indica un resultado positivo (Chen Lin et

al., 2001; Quirasco et al., 2004).
Pruebas de deteccién basadas en ADN
Todas las pruebas de deteccién basadas en ADN

se realizaron por duplicado, empleando métodos no
normalizados por la ISO (ISO, 2005a). Las pruebas
se realizaron en dos repeticiones con el fin de evaluar la
reproducibilidad de los ensayos de laboratorio. En todas
las pruebas de este tipo, se utiliz6 un control negativo
del transgen, que se corresponde con un cultivar de maiz
producido por mejoramiento genético tradicional en
Venezuela, un control negativo de PCR (reemplazando el
ADN molde por agua), un control negativo de la especie
especifica (ADN de soya) para el caso del gen endégeno
de la invertasa y un control positivo del transgénico, el cual
provino de un ADN extraido a partir de una harina de
maiz que posefa el Laboratorio del IDEA, donada por
el Laboratorio de Deteccion de OMG del INTA de
Argentina.

Extraccién y cuantificacién del ADN

La extraccién del ADN de las muestras se realizé
mediante el uso del kit comercial Nucleospin (Macherey
Nagel, Alemania). Una vez realizado el proceso de
extraccién, se comprobé la cantidad y calidad del ADN
segtin lo descrito por Tengel et al. (2001).

Aplicacién de la PCR convencional para la
amplificacién del gen de la invertasa de maiz y
la deteccién primaria de P35S, Tnos, Pat y Bar

Se aplic6 una prueba de deteccién para amplificar
por PCR convencional, un fragmento de ADN asociado
con el gen de copia tnica de la invertasa de maiz, con el
fin de evaluar la calidad del ADN extraido y la presencia

www.revistaagronomiaucv.org.ve



REV. FAC. AGRON. (UCV) 40 (1). 2014 41

de inhibidores. Luego se estudié las secuencias de
varios eventos de transformacién transgénica, evaluando
aquellas relacionadas con el P35S del virus del mosaico
de la coliflor y del Tnos de Agrobacterium tumefaciens,
por PCR en tiempo final (Cuadro 2). Las condiciones de
reaccién de la PCR y los programas del termociclador se
variaron de acuerdo con el blanco de deteccién de interés
(Cuadros 3 y 4). Los productos de PCR se separaron
en geles de agarosa al 2,5% (m/v), preparados con bufer
TBE al 1%, pH 8,3, se observaron y fotografiaron en
un sistema de fotodocumentacién GelDoc (BioRad®).

La evaluacién de las secuencias de los genes de la
fosfinotricina acetiltransferasa aislados de Streptomyces
viridochromogenes (Pat) y de S. hygroscopicus (Bar) se
realiz6 por PCR en tiempo real, en el INTA Argentina
utilizando los cebadores indicados en el Cuadro 2. Se
us6 el kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green I (Roche Diagnostics®). Las condiciones del
programa de PCR fueron las sugeridas por el manual de
procedimientos del kit antes mencionado. Se reportaron
como detectadas aquellas muestras que presentaron un
temperatura de Melting en el rango esperado para el
producto de amplificacién y con un valor de Ct < a (Ct
del control +2) de acuerdo a lo sugerido por Hernandez

et al. (2003) y Corbisier et al. (2005).

Deteccién de los eventos T25, Bt-11 y TC1507
por PCR en tiempo real

Para identificar los eventos especificos de

transformacién 125, Bt-11 y TC1507 se procedié a

realizar las respectivas PCR en tiempo real, segiin lo
descrito, s6lo en aquellas muestras que se detectaron
para P35S, Tnos, Pat y/o Bar, utilizando las secuencias
de los cebadores que se indican en el Cuadro 5.

RESULTADOS Y DISCUSION
Tiras de flujo lateral

En la Figura 1 se observa que todas las tiras se
colorearon a nivel del control de deteccién, es decir, que
la prueba se aplicé6 de manera correcta. También puede
observarse que cuando se aplicaron las tiras directamente
sobre la harina de semillas de maiz, ninguno de los
cultivares de maiz resulté detectado para los eventos de
transformacién que se estaban evaluando (Figura 1a).
En contraste, cuando se aplicé la prueba en semillas
germinadas por una semana, se logré observar que el
cultivar comercial 12 fue detectado para la caracteristica
resistencia a insectos lepidépteros, pues se colores la
tira a nivel de la proteina CrylAb (Figura 1b). El
resultado falso negativo se debié en buena parte a que
las semillas son sometidas a temperaturas que superan
los 50°C, con el fin de disminuir la humedad de campo
a la humedad apropiada de comercializacién (AOSA,
1985), por lo que en este tipo de fraccién de analisis,
la proteina transgénica es desnaturalizada y no es
reconocida en su sitio en la banda. Cuando este tipo de
ensayos es realizado en granos, si es posible la deteccién
de la proteina transgénica, por lo que se recomienda
usar la misma en aduanas para la deteccién temprana

de OVM (Lipp et al., 2000; Van Duijn et al., 2002).

Cuadro 2. Cebadores empleados para evaluar las secuencias asociadas con el gen endégeno de maiz y las secuencias

asociadas con el P35S, Tnos, Pat y Bar.

Blanco Cebador Secuencia 5> — 3’ TA! TPA? Referencia
) Ivr-1 CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC Ehlers ef al.
Endégeno 60 226
Ivr-2 GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC (1997)
P35S-U  GCTCCTACAAATGCCATCAGATAGT Lipp et al.
P35S 58 195
P35S-L GATAGTGGGATTGTG CGTCA (1999)
NOS-A GAATCCTGTTGCCGGTCTTGCG Thion et al.
Tnos 63 127
NOS-D GCGGGACTCTAATCATAAAAACCC (2002)
PatF2 GAAGGCTAGGAACGCTTACG Permingeat ef al.
Pat 62 262
PatR2 GCCAAAAACCAACATCATGC (2002)
BarF2 GCACAGGGCTTCAAGAGCGTGGTC James ef al.
Bar 62 177
BarR2 GGGCGGTACCGGCAGGCTGAA (2003)

'"TA: Temperatura de alineamiento (en °C).
2TPA: Tamaiio del producto amplificado (en pares de bases).
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Cuadro 3. Condiciones de reaccién de la PCR en Cuadro 4. Programas de la PCR en tiempo final
tiempo final segln el blanco de deteccién. Volumen segin el blanco de deteccién.

final: 25 uL..

Ciclo Temperatura ~ Tiempo
Componente Blanco de deteccion oC .
min
Endogeno P35S
g Tnos Desnaturalizacion inicial 95 3
Bifer X D lizaci 95 0,75
esnaturalizacion )
MgCl, mM 4 4 1,25 58 Ivr!
Cebador, uM 0,2 0,5 0,5 Alineamiento 60 P35S 0,75
dNTP, uM 0,2 JU—— 63 Tznos .
Taq, U 0.625 mplificacion 7 5
DMSO., % 5 Amplificacion final 72 5
ADN, ng =200 ' Tvr: endogeno, P35S: promotor 35s, Tnos: Terminador NOS.

Cuadro 5. Promotores empleados para evaluar las secuencias asociadas con los eventos 125, Bt-11 y TC1507.

Blanco Promotor Secuencia 5° — 3’ TA! TPA? Referencia
T25 T25-1F CAGCGACAATGGCGGAACGACTCAA 65 225 CRL (2008)
T25-2R CCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCA
Bt-11 Btl1-1 TATCATCGACTTCCATGACCA 63 207 Zimmermann et
Bt11-2 AGCCAGTTACCTTCGGAAAA al. (2000)
TC1507 MaiY-F1 TAGTCTTCGGCCAGAATGG 60 58 CRL (2005)
MaiY-R3 CTTTGCCAAGATCAAGCG

' TA: Temperatura de alineamiento (en °C).
2 TPA: Tamaiio del producto amplificado (en pares de bases).

a) Repeticion 1: harina b) Repeticion 2: plantulas
Banda Control Cry1Ab Banda control
____—> Control negativo '—» Control negativo
— 1 - —
— —
_—»3 0 —3 o
_ —> 4 & N 4 2
T i—. 5 B —»5 B
e N9 2 —6 £
T =7 g 7 3
e 8 ﬂ 8 g
> 9 5 . —>9 =
—»10 g —10 o
—»11 s 11 =
—»13 ——gd—>13
A—>14 — e —

Figura 1. Resultados de la aplicacién de las tiras de flujo lateral en muestras comerciales de maiz. a) en semillas;

b) en plantulas.
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El uso de las tiras de flujo lateral es recomendable
debido a su facilidad de realizacién, rapidez en la
obtencién de resultados, reproducibilidad y repetitividad
(Stave, 2002); sin embargo tienen como desventaja que
s6lo puede utilizarse en muestras con un minimo, o
ningin procesamiento previo, pues es la tinica forma de
garantizar que los resultados de la aplicacién del método
expresen los niveles de sensibilidad adecuados (L.ongo

y Galindo, 2006; Rochedo et al., 2006) , tal y como se

obtuvo en este estudio.
Extraccién de ADN de las muestras de maiz

El método de extraccién de ADN utilizado fue
adecuado, pues se desarrolls especificamente para
extraer ADN en matrices poco procesadas, asi como
en productos alimenticios con bajo contenido de lipidos
y que no han recibido intensos tratamientos térmicos
(Cazzola y Petrucelli, 2006). De esta manera, debido
al poco procesamiento de las muestras se recomienda
utilizar el kit comercial desarrollado por Macherey
Nagel, ya que asi se estandarizan las condiciones entre
laboratorios en cuanto a la extraccién de ADN (Thion
et al., 2002; ISO, 2005b; Di Bernardo et al., 2007)

como se muestra en la Figura 2.
Evaluacién del gen endégeno

Mediante esta estrategia se logré amplificar
de manera especifica y adecuada el gen endégeno de
referencia asociado con la invertasa de maiz, tal y como

3 4 5 6 7 8 910

11 12 13

14 15 16 17

Figura 2. Anilisis de la extraccion de ADN de
las muestras de soya objeto de estudio, mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carriles: 1:
Marcador de ADN 1kb plus (Invitrogen), 2: Control
negativo: maiz nacional, 3: Control positivo: Harina
de maiz modificado genéticamente, 4 al 15: Muestras
comerciales 1 al 12. 16 y 17: Muestras comunes 1 y 2.

se esperaba sé6lo en las muestras de maiz y no en los
controles de reaccién de la PCR, las cuales fueron
muestras contentivas de agua y ADN de soya (James
et al., 2003; Cazzola y Petruccelli, 2006); también
se estableci6 que los reactivos de PCR funcionaron
de manera adecuada (Figura 3). Resultados similares
fueron obtenidos por Quirasco et al. (2004) al evaluar
tortillas mexicanas de maiz elaboradas de diferentes
formas, donde los mejores resultados de la evaluacién
del gen endégeno se obtuvo en las tortillas preparadas
con granos de maiz con poco procesamiento, tal y como
se obtuvo en esta investigacién.

Por otra parte se puede asegurar que el
procedimiento de extraccién permitié obtener un ADN
de longitud, pureza e integridad estructural suficiente
para ser amplificado por PCR (Tengel et al., 2001).
Se concluye que tanto la extraccién de ADN, asi como
la PCR para evaluar la identidad del maiz, se realizé
de forma correcta ya que los resultados obtenidos de
manera independiente son similares entre si, lo cual
le da el caracter de reproducibilidad al ensayo (ISO,
2005¢). Resultados similares fueron observados por

Cazzola y Petrucelli (2006).
Aplicacién de la estrategia general primaria

Evaluacién de la presencia del promotor
35S del virus del mosaico de la coliflor y del
Terminador NOS de A. tumefaciens

Los resultados de la Figura 4 (a y b) indican que
la muestra comercial 12 presenté la banda esperada de
195 pb (linea 16), la cual esta asociada con la existencia
del P35S, pudiendo encontrarse inserto desde una
copia hasta un niimero variable de copias en el genoma
de la planta de maiz (Hemmer, 1997; Pietsch et al.,
1997; Zhang y Guo, 2011). Por su parte, con respecto
al Tnos de A. tumefaciens, los resultados indican que
la muestra comercial 12 (linea 16) contenia ADN
amplificable de una fuente similar o igual al Tnos,
generando una banda en el tamafo esperado y similar
al producto del control positivo de amplificacién (Figura

4cyb).

En la actualidad la mayoria de los cultivos
transgénicos comercializados contienen las secuencias de
estas sefiales de inicio y fin de la expresién del transgen,
motivo por el cual es frecuentemente utilizado en
ingenieria genética para lograr tal fin (Hemmer, 1997;
Pietschetal., 1997). E1 P35S se encuentra comunmente
en los siguientes eventos de transformacién de maiz: Bt-
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123 45 67 8 91011 1213141516 17 1819

1 23 45 67 &8 91011 121314 1516 17 18 19

226ph
200pb—>

Figura 3. Amplificacién del gen de la invertasa en muestras comerciales de semillas de maiz. Carriles: 1: Marcador
de ADN 1kb plus (Invitrogen), 2: Control negativo de transgénico, 3: Control negativo de reaccién, 4: Control
negativo de endégeno, 5: Control positivo de transgénico, 6 al 17: Muestras comerciales 1 a la 12, 18 y 19:

Muestras comunes 1 y 2.

176, Bt-11, MONB810, TC1507, DAS59122, T25,
MONS88017, MONB863 y NK603, siendo detectable
a limites de 0,1% en granos de maiz, empleando
como materiales de referencia aquellos que han sido
certificados por la Joint Research Center (ISO, 2006b).

El Tnos puede detectarse en los siguientes eventos:

12 3 456 7 8 910 1121314151617 18

a)

200pb
195pb—

1 23 4 5678 9 10 1112 13 1415 16 17 18

c)

127pb
100pb

Btl1, TC1507, MON88017, MON863, NK603 y
GA21 a limites de 2%. Finalmente se resalta que sélo
los eventos Bt 11, TC1507, MON88017, MON 863
y NK603 son los que tienen en la misma construccién
transgénica a ambos reguladores de la expresién del
transgen en maiz (Zhang y Guo, 2011).

1 2 3 45 6 7 8 910 1121314151617 18

b)

200pb
195ph

1 2 3 45 6 78 9 10 11 12 13 1415 16 1718

d)

127pb
100pb

Figura 4. Productos de amplificacién del P35S (ayb) y del TNOS (c y d) en muestras comerciales de semillas de
maiz. Carriles: 1: Marcador de ADN kb plus (Invitrogen), 2: Control negativo de transgénico, 3: Control negativo
de reaccién, 4: Control positivo de transgénico, 5 al 16: Muestras comerciales 1 al 12, 17 y Muestras comunes: 1y 2.
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Evaluacién de la presencia de los genes Pat y

Bar

Mediante la aplicacién de la PCR en tiempo
real se logré detectar la proteina Pat, con valores de
Ctde 22,04 y 22,26 (ACt<0,5) coincidiendo con lo
reportado por la CRL (2005) de la Unién Europea,
con diluciones del ADN de la muestra de 1:1. Por otra
parte, se senala que la proteina Bar no fue detectada.

En el entendido de que ninguna de las pruebas
antes aplicadas es concluyente para indicar si un cultivar
es 0 no transgénico, se procedié a aplicar una prueba
adicional con el fin de confirmar el origen transgénico de
la muestra 12 y la identificacién exacta de la secuencia
modificada genéticamente. Previo a la aplicacién de
la prueba, se hizo una biisqueda en los portales de
Shangai GMO plataform (www.shgmo.org), del
Centro de Intercambio de Informacién sobre Seguridad
de la Biotecnologia del Convenio de Diversidad
Biolégica (www.bch.cdb.int), asi como en el Center for
Environmental Risk Assessment (www.cera-gmo.org),
tomando como criterios que la muestra comercial 12 fue
detectada para P35S, Thnos y Pat. De tal bisqueda se
desprendié que los eventos Bt-11, T25y TC1507 tienen
una mezcla de estos promotores y terminadores; de ellos,
el dnico que cumple perfectamente con la existencia
de los tres elementos es el evento TC1507, registrado

con el identificador tnico de la OECD (2006) como
DAS-D)15(7-1, el cual fue registrado por las empresas
Pioneer Hi-Breed International y Mycogen Seed. Sin
embargo, se hizo la prueba empleando los cebadores
también para los eventos Bt-11 y T25, con el fin de
descartar que posiblemente hubiese algunos de estos dos
eventos de transformacién.

Identificacién del evento especifico TC1507

Se pudo confirmar mediante PCR en tiempo real,
que la muestra comercial 12 es un cultivar de maiz que
contiene el evento de transformacion DAS-D150)7-1,
asociado a la resistencia a herbicidas y tolerancia a in-
sectos lepidépteros. Dicho evento fue desarrollado en la
linea de maiz 1507 y transformado mediante el uso de
la tecnologia de aceleracién de particulas empleando el
fragmento de ADN PHI8999A, que presenta dos ca-
setes de modificacién. El primero presenta una versién
truncada de CrylF derivada de Bacillus thuringiensis
subsp. aizawai que le confiere resistencia a los insectos
plaga Ostrinia nubilis, Spodoptera frugiperda, Agrotis
sp. y Diatraea sp., bajo la regulacién del promotor ubi-

quitin ubiZM1(2) derivado de maiz y del terminador
ORF25polyA de A. tumefaciens pT15955. El segundo
posee una versién sintética de Pat derivado de S. vi-
ridochromogenes que le confiere tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio, bajo la regulacién del P35S, que
actia como promotor y terminador de esta secuencia

modificada genéticamente (CEC, 2005).

Dicho evento de transformacién ha sido aprobado

en EEUU (Shananhan, 2000), Canadid (CFIA,
2002), Argentina (MPAG, 2005), Colombia (Invima,
2006), Europa (CEC, 2005) y Brasil (CTNBio,
2008). Como se observa, dicho cultivar esta aprobado
en todos los paises de la regién y en la Unién Europea,
quizas por el hecho de presentar conjuntamente dos
caracteristicas agronémicas Importantes para los
agricultores, ademas de no tener mayores inconvenientes
desde el punto de wvista ambiental (Dubelman, et

al., 2005; Buntin, 2008), nutricionales y de salud
(Mackenzie et al., 2006).

Segtinlosresultadosderivadosenestainvestigacién,
se obtuvo que de doce materiales comerciales de maiz
evaluados, uno es un OVM, lo que quiere decir que
en Venezuela ya se estan comercializando semillas de
OVM. También resulta interesante citar que el evento
DAS-(15(7-1 proviene de lineas o hibridos de color
amarillo, resultado que no concuerda con la muestra
obtenida en esta investigacién, en donde la muestra es
de color blanco. Esto puede explicarse por el consumo
preferencial del maiz blanco como harina precocida,
materia prima para la elaboracién de las arepas. Es
conocido que en Colombia esta linea de maiz si es de
color blanco, y que en la vecina repiblica también es
comiin el consumo de arepas (Cartay, 2000).

Dicho cultivar fue comprado y distribuido por
el gobierno nacional mediante una empresa agricola
gubernamental que adquirié dicho material a finales del
afio 2010. Venezuela ha suscrito diferentes convenios
de cooperacién agricola con paises donde esta aprobado
el uso de este evento de transformacién. También
se resalta el hecho innegable de que en la practica el
pais no aplica ningin tipo de pruebas para conocer el
estatus de modificacién genética del material sujeto de
introduccién al pais, siendo de particular importancia
para el Estado Venezolano la ejecucién de esta labor.

También resulta interesante resaltar que muchos
eventos apilados poseen este evento transgénico, entre

los cuales se pueden mencionar DAS-Q150)7-1 x
MON-OP6()3, DAS-D150)7-1 x DAS-59122-7 y
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DAS-D1507-1 x MON-OD6(3 x DAS-59122—
7, entre otros, motivo por el cual no solo podria hablarse
del evento DAS-@D15(A7-1, sino de cualquiera de
estas combinaciones que podrian estar expendiéndose
en casas comercializadoras de semillas de Venezuela.

CONCLUSIONES

Se considera que las tiras de flujo lateral no son
un método de deteccién recomendable de aplicar a
las semillas, dado que el procesamiento térmico para
disminuir la humedad de las mismas compromete la
estructura de la proteina transgénica y por tanto no es
reconocida de manera especifica en el sitio de la banda
disefiado para ello. Sin embargo, cuando no se dispone
de otro método, pero si de tiempo, se pueden hacer
germinar las semillas y realizar este tipo de pruebas,
dado que se activa la maquinaria celular, se inicia la
produccién de proteinas en las plantulas y alli si son
detectadas las proteinas modificada genéticamente.

De la aplicacién de la estrategia de deteccién
primaria, se logré la deteccién del P35S, Tnos y Pat
en una de las muestras comerciales, lo que condujo
a la deteccién del evento de transformacién DAS-
D15@7-1 asociado con la resistencia a herbicida y
tolerancia a insectos lepidépteros.

Con esta investigacién se establece por primera
vez el uso de OVM en semillas comerciales de maiz
en Venezuela, por lo que se sugiere a las autoridades
respectivas sincerar la situacién nacional, mediante la
aplicacién de las leyes en la materia o actualizando
la posicién nacional en cuanto al uso de las nuevas
tecnologia en la agricultura.
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