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RESUMEN

La tortilla de maiz es un alimento basico de la dieta de los mexicanos y
fuente importante de calorias y nutrientes, con un consumo diario per capita
elevado, por lo que la presencia de secuencias recombinantes derivadas de
maices genéticamente modificados puede ser problematico al representar
una amenaza a la diversidad genética de este cultivo, la salud humana y la
soberania alimentaria. El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia
de las secuencias recombinantes promotor 35S (P35S CaMV) y terminador
NOS (t-NOS) en muestras de masa para tortillas producidas durante 2018
en poblados urbanos y rurales de los municipios de Uruapan y Paracho en
Michoacan, México. La hipotesis fue que tortillas producidas en poblados
urbanos contendrian una mayor frecuencia de secuencias recombinantes
que las producidas en poblados rurales, pues se asume un mayor uso de
harina industrializada, donde previamente se ha documentado presencia de
transgenes. Se obtuvieron muestras de masa de 92 tortillerias y se realizaron
encuestas para conocer la procedencia del grano y posible uso de harina
industrial en la elaboracion de tortillas. Las muestras se agruparon en una
zona urbana con siete sub-zonas y cuatro zonas rurales. Se analizaron 63
muestras de ADN a partir de masa para determinar la presencia de secuencias
recombinantes mediante RT-PCR. Los resultados de las encuestas indicaron
que el grano usado provino mayoritariamente (52 %) de Sinaloa (noroeste
de México), mientras que la mayoria de productores (86.6 %) usan harina
industrializada. Se detectaron transgenes en 20 de 63 muestras (32 %), con
t-NOS como la secuencia mas frecuente. EI mayor porcentaje de muestras
positivas se presentd en la zona urbana de Uruapan (80 %) y s6lo hubo 5 % de
positivos en zonas rurales. Esta diferencia podria deberse a un mayor uso de
grano externo o harina industrializada en las zonas urbanas, mientras que en
zonas rurales se utiliza grano de maices nativos locales.

Palabras clave: Zea mays L., Michoacan, P35S CaMV, PCR en
tiempo real, t-NOS, tortillas.

SUMMARY

Corn tortillas are a staple food for Mexican people, providing a large
proportion of the daily intake of calories and nutrients, with a high per
capita daily consumption; thus, the presence of recombinant sequences
from genetically modified corn can be problematic as it represents a threat
to the genetic diversity of this crop, human health and food sovereignty. The
objective of this study was to evaluate the presence of the recombinant 35S
promoter (P35S CaMV) and NOS terminator (t-NOS) sequences in dough
samples for tortillas produced in 2018 in urban and rural communities of the
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municipalities of Uruapan and Paracho in Michoacan, Mexico. The hypothesis
was that tortillas from urban localities would contain a higher frequency of
recombinant sequences than those produced in rural localities, as greater
use of industrialized flour is assumed, where the presence of transgenes has
previously been documented. Dough samples were obtained from 92 tortilla
makers, and surveys were conducted to determine the origin of the grain and
the possible use of industrial flour in the preparation of tortillas. The samples
were grouped into an urban area with seven sub-areas and four rural areas.
Sixty-three samples of DNA from the dough were analyzed for the presence
of recombinant sequences using RT-PCR. Survey results indicated that the
grain originated mainly (52 %) from Sinaloa (Northwestern Mexico), while
the majority of producers (86.6 %) use industrialized flour. Transgenes were
detected in 32 % of the samples, with t-NOS as the most frequent sequence.
The highest percentage of positive samples (80 %) came from the Uruapan
urban area, while only 5 % of positives were detected in rural areas. These
differences could be due to the greater use of external grain or industrialized
flour in urban areas, while local native corn is used in rural areas.

Index words: Zea mays L., CaMV P35S, Michoacan, real-time PCR,
t-NOS, tortillas.

INTRODUCCION

En México, las tortillas son la preparacion mas comun en
la que se consume la mayoria del maiz (Zea mays subsp.
maysL.). Enlas zonas urbanas, este alimento generalmente
se elabora industrialmente con maiz blanco hibrido, que
es nixtamalizado para obtener la masa, que a su vez se
combina con harinas industrializadas o usando las harinas
solas (CEDRSSA, 2014); en contraste, en las zonas rurales
un porcentaje importante de la tortilla es elaborada de
manera artesanal, a partir de la nixtamalizacion de maices
nativos producidos por las comunidades campesinas
para el autoconsumo. Estas comunidades comercializan
sus excedentes en mercados regionales, tianguis o en el
comercio ambulante local (CEDRSSA, 2014; Colin-Chavez
et al, 2020). Otra modalidad son las tortillerias rurales,
gue comunmente usan grano local y lo nixtamalizan para
producir tortillas con el uso de maquinaria (Arnés y Astier,
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2019; CEDRSSA, 2014). La diversificacion de maices para
la elaboracion de tortilla en las localidades rurales ha
existido histéricamente, y se ha derivado de conocimientos
transmitidos de generacion en generacion (Vizcarra, 2018).

La tortilla tiene gran importancia en la alimentacion en
México, puesto que provee del 38.8 % de proteinas, 45.2
% de calorias y 49.1 % del calcio en la dieta diaria de la
poblaciéon mexicana (Bourges, 2013; CEDRSSA, 2014). En
las zonas rurales aporta aproximadamente 70 % del total
de calorias y 50 % de las proteinas ingeridas diariamente
por la poblacion (CEDRSSA, 2014; Trejo-Pastor et al,, 2021).
Dados los cambios demograficos ocurridos alolargo de los
ultimos 25 afos, donde ha habido una migracion sostenida
de campesinos hacialas urbes nacionalesy extranjeras, asi
como una mayor incorporacion de las mujeres en trabajos
remunerados, la mayoria de las tortillas consumidas en las
ciudades de México es elaborada en tortillerias (CEDRSSA,
2014). Asi mismo, en el medio rural se ha incrementado la
compra de tortilla preparada en tortillerias locales, donde
se usa grano de maices nativos locales o en combinacion
con grano importado o harina industrializada (CEDRSSA,
2014, Vizcarra, 2018). Estudios recientes han mostrado
que la calidad nutrimental de tortillas preparadas con
maiz nativo de manera artesanal y de tortillas elaboradas
con harina industrial en tortillerias es muy distinta. En un
estudio reciente realizado por Colin-Chavez et al. (2020)
con tortillas de la region de Patzcuaro, Michoacan, México,
se comparé el contenido nutricional y compuestos
bioactivos de tortillas elaboradas de manera industrial vs.
artesanal y se encontro que las tortillas artesanales tienen
mayor cantidad de proteina, calcio y fibra que las tortillas
industrializadas, por lo que representan un excelente
recurso de nutrientes y fitoquimicos para una alimentacién
saludable.

Aunado a una menor calidad nutricional de las tortillas
industrializadas en relacién con las artesanales, las
primeras pueden contener secuencias recombinantes
derivadas del uso de grano genéticamente modificado,
el cual a su vez puede presentar residuos de herbicidas
como glifosato, herbicida que ha sido recientemente re-
clasificado como un potencial carcindgeno en humanos
(Guyton et al,, 2015; IARC, 2017). La presencia de estas
secuencias o moléculas puede tener consecuencias
negativas para la salud, ya que el consumo de alimentos
transgénicos ha sido relacionado con alteraciones
endocrinas, cancer, neurotoxicidad, toxicidad reproductiva
y del desarrollo (Guyton, 2015; Lépez-Revilla y Martinez,
2013; Zhang et al, 2019). En México, estos fendmenos
podrian incrementarse por el consumo cotidiano
durante el ciclo de vida de los individuos, debido a que
se consumen alrededor de 12.3 millones de toneladas
de maiz en forma de tortilla; de éstas, 64 % se elaboran
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a través del método tradicional de maiz-masa-tortilla y
36 % a través de la industria harinera (Sierra-Macias et al.
2010). El consumo per cépita de tortilla se estima en 79.5
kg al afio en éareas rurales y en 56.7 kg en areas urbanas
(Astier et al, 2019). Los eventos transgénicos de maiz
que ocupan el primer lugar a nivel mundial son el NK603
y GA21 (ambos con tolerancia al herbicida glifosato), asi
como los eventos BT11 y TC1507 (resistentes a insectos
lepiddpteros y tolerantes a glufosinato de amonio) (BCH,
2022). Estos forman parte de los més de 238 eventos
especificos de maiz transgénico aprobados a nivel mundial
(ISAAA, 2021). Muchos de estos eventos contienen el
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (P35S
CaMV) y/o el terminador de la nopalina sintetasa (t-NOS)
de Agrobacterium tumefaciens (Gonzalez-Ortega et al,
2017). Estas dos secuencias reguladoras, por tanto, han
sido utilizadas como marcadores de transgénesis en
esfuerzos de biomonitoreo (Gonzalez-Ortega et al., 2017).
Para el terminador t-NOS se han determinado 54 eventos
especificos que lo poseen (BCH, 2022), incluidos GA21 y
Bt11, mientras que en el evento TC1507 esta presente
el P35S CaMV y en el NK603 estan ambos marcadores
(Alvarez-Buylla, 2017).

Los maices con estas modificaciones genéticas
son utilizados principalmente como forraje y para
suplementos alimenticios para el ganado, asi como en
una amplia gama de productos industrializados (Gonzélez
y Avila, 2014), aunque se han detectado en alimentos
para consumo humano derivados de maiz (Gonzalez-
Ortega et al., 2017). Su trazabilidad se dificulta, ya que el
etiquetado de alimentos o grano transgénico no ha sido
implementado en México, como si lo estd en Japdn
y Nueva Zelanda, donde es obligatorio el etiquetado
de alimentos que contienen mas de 1 % de material
modificado (Magafia-Gomez et al., 2003). A nivel mundial,
EUA, Brasil y Argentina son paises donde mas del 90 %
del cultivo de maiz es genéticamente modificado, y este
grano eventualmente puede destinarse para siembra en
México, debido a la falta de etiquetado como transgénico
y ala nula trazabilidad una vez que entra el pais (CEDRSSA,
2014; Trejo-Pastor et al., 2021). Este escenario puede ser
favorecido en situaciones de escasez de semilla para
siembra, puesto que este grano es biolégicamente viable y
su siembra podria dispersar transgenes a través del polen,
al coincidir con maices nativos en su ciclo reproductivo
(Carredn-Herrera et al.,, 2011), pues recientemente algunos
de los eventos transgénicos mencionados, y algunos otros,
se detectaron en el grano importado que aln conservaba
viabilidad (Trejo-Pastor et al., 2021).

En el estudio de Gonzalez-Ortega et al. (2017) se reportd
la presencia de los marcadores para eventos transgénicos
P35S CaMV y t-NOS en alimentos procesados derivados
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de maiz, donde el 82 % de los alimentos analizados
amplificaron al menos un inserto transgénico y de 209
muestras de tortillas analizadas, 175 (83.7 %)y 189 (30.4 %)
fueron positivas paraP35S CaMVyt-NOS, respectivamente;,
ademas, estos autores encontraron trazas de glifosato
0 su metabolito (dcido aminometilfosfénico, AMPA, por
sus siglas en inglés) en un subconjunto de las muestras
analizadas.

Dada la falta de informacion sobre la posible presencia
de secuencias recombinantes en tortillas vendidas en
localidades alejadas del centro del pais, el presente
estudio se enfocd en evaluar la presencia de secuencias
recombinantes en masa de tortilla obtenida de tortillerias
de poblados urbanos y rurales de los municipios de
Uruapan y Paracho, estado de Michoacan, México. Estos
poblados forman parte de la regién conocida como
Meseta Purépecha, zona biocultural con tradiciones
agroalimentarias milenarias, generadora de razas vy
variedades de maiz nativo. En este sentido, Michoacan
forma parte del centro de origen y domesticacion del maiz
debido a que en el rio Balsas se ha encontrado teocintle
(Carrera-Valtierra, 2013), ademas de una gran diversidad
de variedades y razas nativas de maiz, por lo que cuenta
conunnumero similar al de estados como Chiapas, Oaxaca
y Jalisco (Orozco-Ramirez y Astier, 2018). En el estado de
Michoacan se reportan 25 de las 59 razas registradas
en México (Turrent et al, 2012), de las cuales se han
formado 11 variantes por cruzamientos interraciales entre
maices locales e introducidos y una por posible mutacion
(maiz Rosa). De estas variantes interraciales, cuatro son
originarias de la Meseta Purépecha (Tsiri Uaruti, Tsiri
Chardpiti, Tarasco y Chalquefio Colorado (Carrera-Valtierra,
2013); a su vez, el maiz es el principal cultivo del estado,
tanto por superficie sembrada como por su importancia
social, ya que involucra actividades que forman parte de
un sistema alimentario local que integra a casi todas las
comunidades de la region (Astier et al., 2019).

La hipdtesis que se planted para este estudio fue que
las tortillas producidas en tortillerias de poblados urbanos
presentarian mayor porcentaje de muestras positivas
para secuencias recombinantes que las producidas en
poblados rurales, debido al uso de maices procedentes
de otras regiones del pais, asi como a la utilizacién de
harina industrializada. Los objetivos especificos fueron i)
conocer la procedencia del maiz y harinas industrializadas
a través de encuestas a los productores de tortilla de los
municipios de Uruapan y Paracho, Michoacan, y ii) detectar
la presencia de las secuencias recombinantes P35S
CaMV y t-NOS en ADN purificado en muestras de masa
colectadas en poblados urbanos y rurales en estos dos
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municipios. La informacion generada ayudara a vislumbrar
un panorama mas amplio del grado de presencia de
secuencias recombinantes en masa de maiz utilizada para
la elaboracion de tortillas, asi como brindar informacién
gue pueda coadyuvar en la toma de decisiones por parte
de las autoridades competentes en la implementacion de
medidas de bioseguridad para salvaguardar la calidad
genética y nutricional del grano de maiz, que es la base de
la alimentacion en México.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras

El drea de estudio se localizd en los municipios de
Uruapany Paracho, estado de Michoacan, México, entrelas
coordenadas geograficas 19° 11' - 19° 43' de latitud Norte
y 101° 55'- 102° 25' de longitud Oeste. En 2018 se colectd
masa en 92 tortillerias, las cuales fueron georreferenciadas
con el uso de un GPS mediante coordenadas UTM NAD
27. Las tortillerias se ubicaron en cinco zonas; la zona de
Uruapan, clasificada como urbana, debido a su extension,
fue dividida en siete sub-zonas. Las cuatro zonas restantes
fueron clasificadas como zonas rurales e incluyeron a los
poblados de San Lorenzo, Angahuan, Capacuaroy Paracho
(Figuras 1y 2), en cada zona y sub-zona se colecté masa
de una a 16 tortillerias, de acuerdo con el nimero de
establecimientos existentes. El tamafio de muestra fue de
uno en la localidad de Capacuaro debido a que sdlo en una
de las tortillerias se logré obtener muestra. De cada sitio
(tortilleria) se colectaron 100 g. de masa (obtenida de la
tolva de la tortilladora mecanica), que fueron guardados
en bolsas plasticas y etiquetadas; paralelamente, en
cada una de las tortillerias se hicieron encuestas sobre
la procedencia del maiz y el uso de harina industrializada
(masa de maiz mezclada con harinas) para la elaboracion
de la masa.

Extraccion de ADN

Las muestras colectadas por dia se colocaron
en hieleras con congelantes y se transportaron al
laboratorio de Genética de la Facultad de Agrobiologia
"Presidente Juarez", UMSNH, donde se almacenaron
en ultracongelador (-80 °C) hasta su procesamiento y
extraccion de ADN.

Laextraccion de ADN de las muestras de masa colectada
se realizd de acuerdo con el protocolo de Doyle y Doyle
(1990); sin embargo, sdélo 63 muestras presentaron la
calidad y concentracion suficiente de ADN para los analisis
moleculares (Gallagher y Desjardins, 2011; PGpping, 2001).
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Figura 1. Ubicacién geografica de las cinco zonas de colecta en los municipios de Uruapan y Paracho, Michoacan, México.

Analisis por RT-PCR

Las muestras de ADN se almacenaron en microtubos
de 2 mL y fueron transportadas con congelantes a los
laboratorios de Genética Molecular, Desarrollo y Evolucion
de Plantas del Instituto de Ecologia, Departamento de
Ecologia Funcional del Instituto de Ecologia, UNAM
y al laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion,
Departamento de Produccion Agricola y Animal de la UAM-
Xochimilco, donde serealizé la identificacion de secuencias
recombinantes P35S CaMV (F-GCCTCTGCCGACAGTGGT,
R- AAGGCGTGGTTGGAACGTCTT) y t-NOS
(F- CATGTAATGCATGACGTTATTTAT, R-
TTGTTTTCTATCGCGTATTAAATGT), mediante la técnica
de RT-PCR, utilizando como fluorocromo SYBR Green®,
de acuerdo con lo reportado por Gonzalez-Ortega et al.
(2017). Las reacciones de RT-PCR se efectuaron con
un volumen total de 7 pL [2 yL de ADN molde (50 ng
pL™"), 3 yL de SYBR® Green, PCR Master mix con ROX
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) y
5 UM de cada cebador]. Los ensayos se llevaron a cabo
con termocicladores comerciales (StepOne Real-Time
PCR System® y StepOne Plus Real-Time PCR System®,
Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA). Cada
muestra de ADN purificado se analizé por triplicado (63 x
3 =198 reacciones), como controles se usaron materiales
de referencia certificados (MRC) del Institute for Reference
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Materials and Measurements (IRMM, Bélgica) y por el
European Reference Materials (ERM), con tres controles
positivos, negativos y de Mock (control de reactivos),
respectivamente. El programa de ciclado se realizd de 40
ciclos, un unico ciclo de activacion de la enzima polimerasa
por 2mina 50 °Cy 10 mina 95 °C, seguido de 40 ciclos de
amplificaciéon de 15 s a 95 °C (desnaturalizacion), T min a
60 °C (alineamiento y extension), finalmente, 15 s a 95 °C,
Tmina60°Cy15sa95°C.

La lectura de los datos se hizo a través de la
cuantificacion directa de la presencia de una o ambas
secuencias transgénicas usadas (P35S CaMV y t-NOS)
en cada una de las réplicas experimentales de las 63
muestras, categorizadas como presencia (1) o ausencia
(0) del amplificado transgénico.

Analisis estadistico y cartografico

Para los datos de la procedencia de maiz con que se
elabord la masa colectada, del posible uso de harinas
industrializadas y de la deteccion de secuencias de origen
recombinante (CaMV P35S y/o t-NOS) se obtuvieron los
porcentajes y frecuencias para cada una de las zonas de
estudio y se elaboraron gréaficos con el uso del programa
PAST ver. 3.04 (Hammer et al, 2016). Los mapas de
distribucion de las zonas de estudio y de la presencia
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Figura 2. Distribucion de frecuencias de las tortillerias participantes en el estudio y su georreferenciacién en cada una de
las localidades de los municipios de Uruapan y Paracho, Michoacan, México.

de muestras positivas para las sub-zonas de Uruapan
fueron elaborados con el programa QGIS ver. 3.16.5 (QGIS
Development Team, 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestras por zona, procedencia de maiz y mezcla de
harinas

En la zona urbana de Uruapan se recolectd el mayor
numero de muestras de masa para tortilla (75), debido a la
extension de la ciudad y nimero de tortillerias; en segundo
lugar estuvo la localidad de Paracho (7), sequida de San
Lorenzo (5), Angahuan (4) y Capacuaro (1). Las tres Ultimas
pertenecen al municipio de Uruapan (Figura 2 y Material
suplementario ). EI maiz para la elaboracion de tortillas
fue reportado como proveniente de seis sitios, agrupados
como: Sinaloa, F. Barragan, Jalisco, Bajio, Uruapan vy
Paracho. Sinaloa fue la procedencia mas mencionada para
el grano utilizado, tanto en la zona urbana como en la rural

287

(52 %), sequida de F. Barragan y Bajio, con porcentajes
iguales (20 %) (Material suplementario I1).

Dentro de las siete sub-zonas en que se dividi6 la
ciudad de Uruapan se reporté mayor frecuencia de maiz
procedente de Sinaloa, sequido de F. Barragan y Bajio
(Material suplementario Ill). Maiz proveniente de Jalisco
Unicamente se reporto en dos tortillerias en las sub-zonas
de Uruapan | y IV, las cuales se ubican cerca de la parte
centro-sur de la ciudad (Figura 3). Para los poblados rurales
los resultados fueron mas heterogéneos; en Paracho
y Angahuan se encontraron valores mas altos de maiz
procedente de Sinaloa; sin embargo, para San Lorenzo, de
las cinco tortillerias que se estudiaron, en tres de ellas el
maiz fue reportado como procedente de Uruapan, una de
Paracho y una de Sinaloa (Material suplementario I1). Este
caso podria ser un abastecimiento secundario, pues varias
de las tortillerias de Uruapan compran el grano a una
forrajera (Barragan), que a su vez lo adquiere de Sinaloa.
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El uso de harinas industrializadas en la elaboracion de la
masa para tortilla fue muy alto, con 86.6 %. De este total,
la zona de Uruapan presenté el mayor porcentaje (82.05
%), sequida de Paracho y San Lorenzo (6.41 %), Angahuan
(3.85 %) y Capacuaro (1.28 %) (Material suplementario I1).

Deteccion de secuencias transgénicas

De las 63 muestras analizadas por RT-PCR, 20 fueron
positivas a la presencia de una o ambas secuencias
transgénicas estudiadas. Como se indica en el Cuadro 1, la
mayor cantidad de positivos se presenté en Uruapan, que
es la zona mas urbanizada.

A nivel de sub-zonas de la ciudad de Uruapan, el mayor
numero de muestras positivas correspondieron a la sub-
zona IV, con un registro para P35S CaMV, dos para t-NOS
y dos con ambos marcadores, sequido de la sub-zona |,
con dos registros para t-NOS, uno para P35S CaMV y una
muestra con ambos marcadores. La sub-zona Ill sélo tuvo
un registro de t-NOS y dos con ambos marcadores . La
sub-zona IV corresponde a la parte norte y centro de la
ciudad y colinda hacia el sur con la sub-zona | hasta la
colonia de la Zapata. La sub-zona Ill se encuentra en la
parte este de la ciudad y abarca la region de Constituyentes
hasta la Presa de Santa Catarina (Figura 3).

Los datos obtenidos no permiten visualizar un patron
de distribucion claro, debido probablemente a que varias
tortillerias pertenecen a una misma asociacion productora
o sucursal, como son los casos de las tortillerias Andrea | y
Andrea ll, La Popular (2 tortilladoras) de la sub-zona |, San
Juditas Tadeo en la sub-zona IV y La esperanza, con tres
tortillerias dispersas en dos sub-zonas de Uruapan (I, V)
y en Paracho (Figura 3). Como se puede observar, varias
de las tortillerias que presentaron mayor frecuencia de
transgenes son sucursales, algunas de las cuales también
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estan presentes en zonas rurales.

Para varias tortillerias no se contd con informacion
suficiente para saber si pertenecen a una misma casa
matriz o sucursal; no obstante, la presencia de sucursales
de una misma tortilleria podria ser una fuente de
introduccion de transgenes a través del uso del mismo
tipo de grano o harina en diversos locales, un fendmeno
importante a considerar en estudios futuros.

Si se compara el porcentaje de muestras positivas
obtenidas en el presente estudio en relacion con el reporte
de Gonzalez-Ortega et al. (2017), éste fue relativamente
menor (32 vs. 90.4 %), con mas muestras positivas para
presencia de transgenes en las muestras procedentes
de zonas urbanas que de zonas rurales, tendencia que es
similar en ambos estudios. La diferencia en el porcentaje de
muestras positivas encontradas en el estudio mencionado
y el presente estudio puede deberse a que en este Ultimo
no se pudo analizar el 31 % de las muestras colectadas
por baja calidad del ADN extraido; de haberse logrado,
cabe la posibilidad de haber obtenido un mayor nimero de
muestras positivas procedentes de la ciudad de Uruapan,
dada la tendencia encontrada en este reporte. De manera
adicional, es posible que en las localidades estudiadas
haya mayor diversidad de fuentes de grano (de produccién
local, nacional y posiblemente importado), mientras que en
el estudio de Gonzalez-Ortega et al. (2017) se colectaron
muestras en zonas urbanas, la mayoria asociadas con la
zona metropolitana del Valle de México.

Otro aspecto en linea con el estudio previo es que de
las 20 muestras que resultaron positivas para presencia
de transgenes (Cuadro 1), un mayor numero fue para
el marcador de t-NOS, el cual amplifico solo, o en
combinacion con P35S CaMV en 85 % (n = 17) de las
muestras, mientras que el P35S CaMV amplificé solo o en
combinacion con t-NOS en 45 % (n = 9) de las muestras

Cuadro 1. Relacion de secuencias transgénicas detectadas en masa de tortilla en los municipios de Uruapan y Paracho,

en la Meseta Purépecha, Michoacan, México.

Total P35S P35S Total de Porcentaje Porcentaje del

Zona t-NOS CaMV/T- muestras deltotalde  total de muestras

muestreo CaMV iy .

NOS positivas muestras positivas

Uruapan 48 3 7 6 16 25.6 80
San Lorenzo 4 0 1 0 1 1.6 5
Angahuan 0 1 0 1 1.6 5
Capacuaro 1 0 1 0 1 1.6 5
Paracho 6 0 1 0 1 1.6 5
Total 63 3 11 6 20 320 100
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(Gonzélez-Ortega et al., 2017). Aunque en este estudio no
se determinaron eventos especificos relacionados con los
marcadores usados, es deseable que en estudios futuros
las muestras positivas sean analizadas para los eventos
mas comunes a nivel mundial, como son NK603, GA21,
BT11, TC1507 (BCH, 2022), entre otros que contienen uno
o los dos marcadores moleculares aqui utilizados. En este
sentido, se esperaria encontrar una frecuencia mayor de
eventos con el marcador t-NOS, dado que es la secuencia
recombinante mas utilizada para la generacién de maices
genéticamente modificados disponibles en el mercado
internacional y sembrados en EUA. En el estudio de
Gonzélez-Ortega et al. (2017) se analizaron ocho eventos
diferentes, encontrando que los mas frecuentes eran
NK603, TC1507 y MON810.

t-NOS y P35S
t-NOS
P35S
Sin presencia de
transgenes

Sub-Zona

|| . Aeropuerto

# Area Natural Protegida

[_ Central de Autobuses
[ Hospital

|| M Panteén Mpal.

l ® Unidad Deportiva - e ‘%

i

1 4% =

S
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Origen de las secuencias recombinantes y sus
implicaciones para la bioseguridad

Los resultados sugieren que la presencia de secuencias
recombinantes en masa para tortilla pueden provenir
del grano utilizado para su elaboracién o para la harina
industrializada comunmente empleada, o de ambos. En
el primer caso, la mayoria de los productores de tortilla
encuestados utilizan grano proveniente del estado de
Sinaloa, lo cual es consistente con el hecho de que ese
estado es el principal productor de maiz blanco del pais,
el cual es destinado de manera primordial para consumo
humano (CEDRSSA, 2014; Cruz y Leos, 2018). Una
hipdtesis es que el grano proveniente de Sinaloa contiene
transgenes; esto es plausible, dado que en ese estado
se otorgaron permisos para la siembra experimental de
maices genéticamente modificados a campo abierto en
el periodo 2009-2013 (Sandoval, 2017), lo que pudo haber
provocado flujo génico de estos maices hacia variedades
convencionales. Esta hipdtesis fue evaluada en un estudio

5
-'l,lllll,,i'z,”",'.‘ .

4

4 (% A&

Figura 3. Distribucion de tortillerias muestreadas y de registros positivos para la presencia de secuencias transgénicas
detectadas con los marcadores P35S CaMV y t-NOS en siete sub-zonas de la ciudad de Uruapan, Michoacan.
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reciente donde se analizd la presencia de transgenes
en semilla hibrida para siembra y grano recolectado en
varios estados del pais (Trejo-Pastor et al., 2021). En este
trabajo no se encontré semilla positiva para transgenes

en la semilla hibrida colectada en Sinaloa; sin embargo,

se detectd presencia de transgenes en maiz importado
como grano y en grano de un hibrido sembrado en Jalisco
(Trejo-Pastor et al,, 2021). Con base en este reporte, asi
como en analisis de hibridos realizados por los autores
del presente estudio en material de 2017 (datos no
publicados), la hipotesis de que la fuente de transgenes
es grano proveniente de Sinaloa es poco probable. En este
sentido, si bien el estudio de Trejo-Pastor et al. (2021) es
un aporte importante, analiza pocos hibridos en pocos
estados del pais y el material analizado es del periodo
2012-2013, por lo que es importante que las autoridades
competentes SADER, SEMARNAT, en coordinacidon con
CIBIOGEM lleven a cabo monitoreos actuales y rutinarios
en semilla hibrida de diferentes partes del pais, en especial
la semilla utilizada en los estados que abastecen de grano
para consumo humano, con el fin de detectar la presencia
adventicia de transgenes, en particular en semilla

convencional producida por empresas transnacionales,

muchas de las cuales son a su vez productoras de semilla
de maiz genéticamente modificada (Syngenta Agro 2013;
Shiet al., 20710; USDA/NASS, 2020).

Si bien hay pocos elementos para afirmar que el grano
producido en el estado de Sinaloa proviene de maices
transgénicos, es sugerente que 28 de las 63 muestras de
masa analizadas fueron reportadas como derivadas de
grano proveniente de Sinaloa (44.44 %) y que 17 de las
20 muestras positivas fueron reportadas como derivadas
de grano procedente de Sinaloa (Material Suplementario
); asi mismo, las encuestas realizadas en 90 de las 92
tortillerias sobre el uso de harina industrializada para la
elaboracioén de tortillas muestran que 12 tortillerias usaron
masa artesanal (sin harinas industrializadas), de las

cuales cuatro fueron positivas a alguno de los marcadores,
lo que equivale a 21 % del total de muestras positivas (20),
mientras que 78 tortillerias usaron masa industrializada,

de las cuales 15 fueron positivas y equivalen a un 79 %
del total de muestras positivas; es decir, se presenta
una tendencia de mayor presencia de transgenes en
masa industrializada. Estos resultados son sustentados
con el estudio de Gonzalez-Ortega et al. (2017), donde
encontraron para la Ciudad de México porcentajes mas
altos de transgenes en la masa de tortilla industrializada en

comparacion con las tortillas artesanales (91.8 % y 73.3 %,

respectivamente). De manera complementaria, se podrian
haber detectado secuencias recombinantes derivadas del

uso de grano de maiz importado, primordialmente de EUA,
donde 95 % del maiz sembrado es transgénico (ISAAA,

2021). Sibien se asumia que este grano era destinado para
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uso pecuario e industrial, es muy probable que una fraccién
termine en la cadena alimenticia humana, a juzgar por
los resultados de Gonzalez-Ortega et al., (2017), quienes
detectaron que 90.4 % de tortillas de maiz producidas en
México contenian transgenes. Un fendmeno importante es
gue una vez que el grano importado entra al pais, no se
tiene un registro preciso sobre su lugar de destino y venta,
pudiéndose mezclar en las concentradoras de grano que
existen a lo largo del pais, que concentran tanto grano
importado como de produccién nacional, y que abastecen
a harineras y cadenas de tortillerias, entre otros usos. Esta
deficiencia ha sido sefialada desde los propios centros de
investigacion gubernamentales (CEDRSSA, 2014) y podria
ser fuente de transgenes en el grano de maiz proveniente
de Sinaloa por parte de los productores de tortilla.

Otra fuente probable de transgenes es la harina
industrializada, cuya utilizacion fue reportada por la
mayoria de las tortillerias encuestadas (86.6 %). En
estudios previos, las harinas de maiz industrializadas
presentaron secuencias recombinantes en 83.3 % de las 30
muestras analizadas (Gonzélez-Ortega et al.,, 2017). Esta
harina puede ser de produccién nacional o proveniente
directamente de EUA (Mercer et al., 2012).

Con el fin de discernir la fuente de transgenes en
las muestras de masa analizadas, es necesario que
en estudios posteriores se tomen muestras de grano
de maiz y de harina por separado, ademas de masa
preparada, con el fin de determinar los componentes de la
masa que contienen transgenes, los eventos especificos
involucrados, asi como el limite de deteccién de la RT-
PCR dependiendo de la relacion grano/harina utilizada
(cuando alguno de estos componentes sea positivo para
presencia de secuencias recombinantes). Adicionalmente,
es necesario obtener informacién detallada de la cadena
de importacion, distribucion y venta de grano de maiz, asi
como de la trazabilidad del grano producido en México,
pues esta falta de informacion puede impactar regiones
como el sitio de estudio, ya que de la region de Uruapan
se abastece la mayor cantidad de maiz para la elaboracion
de tortillas a poblados de la Meseta Purépecha, como
Pichataro y pueblos de la regién lacustre de Patzcuaro,
asi como de la region de Zamora y el Bajio (Saban et
al, 2016), lo que puede favorecer la dispersion de grano
transgénico en la regién. Este grano, ademas de ser
consumido, puede ser sembrado, abriendo la posibilidad
de flujo de transgenes hacia variedades nativas de maiz,
fendmeno que representa un problema de bioseguridad
adicional, al ser México centro de origen del maiz (Alvarez-
Buylla'y Pifieyro Nelson, 2013; Carredn-Herrera et al.,, 2011;
Trejo-Pastor et al., 2021), lo que a su vez puede dar paso a
problemas ambientales adicionales (Pasquet et al., 2008;
Villanueva-Gutiérrez 2014).
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Fue notable la diferencia en la frecuencia de muestras
positivas a transgenes provenientes de una zona urbana
frente a aquellas provenientes de zonas rurales (Cuadro 1).
En las zonas rurales de donde se obtuvieron muestras, la
mayoria fue negativa para la presencia de transgenes y los
productores de tortilla reportaron el uso de grano de maiz
local y poco uso de harina industrializada. Las tortillas
artesanales elaboradas con maiz nativo o de tortillerias
donde se nixtamaliza el maiz pueden ser una alternativa
que fortalezca la adecuada nutricion de la poblacion local,
puesto que los maices nativos presentan propiedades
nutracéuticas superiores (Colin-Chavez et al., 2020; Serna
y Amaya, 2008).

El consumo de grano producido localmente, con
estrategias agricolas de bajo impacto ambiental como
el sistema de milpa y la optimizacién en la produccion a
pequefia escala de tortilla, puede contribuir a fortalecer la
economia y soberania alimentaria local, cuestion que ha
sido sugerida previamente (Astier et al., 2019). En el caso
del estado de Michoacan, existe una diversidad de formas
de produccion de la tortilla, que van desde las artesanales
hasta las mecanizadas; la incorporacion de grano nativo
bajo diferentes sistemas de produccion y nixtamalizacion
podria proveer de tortilla de mejor calidad a diferentes
regiones del estado, tanto rurales como urbanas (Arnés y
Astier, 2019; Astier et al., 2019). Existen esfuerzos exitosos
de comercializaciéon de tortilla elaborada con maices
nativos en Michoacan, como es la Red Tsiri (https://
www.conecto.mx/en/red-tsiri-2/); estos esfuerzos
podrian adoptarse y adaptarse en otras regiones del pais;
ademas, en Michoacén existen programas orientados a
la sostenibilidad y eficiencia de la produccion de tortillas,
como las ecoestufas, que son ahorradoras de lefia (Astier
et al, 2019). En el estado hay un gran potencial para
aumentar la produccion de maiz nativo, contribuyendo
a la conservacion de variedades nativas, involucrando y
beneficiando a distintos actores de la region.

Los resultados obtenidos aportan nueva informacion
sobre la presencia de transgenes en tortillas de regiones
del pais que no habian sido previamente estudiadas, lo que
permitira tomar medidas de bioseguridad y biomonitoreo
adecuadas que coadyuven a restringir la entrada de maiz
transgénico a la cadena alimenticia humana, fortaleciendo
los objetivos del reciente Decreto Presidencial (CDHCU,
2020), donde se establece un compromiso del gobierno
federal para la prohibicion de la siembra de maiz
genéticamente modificado en México y la sustitucion
progresiva de importaciones de grano que contengan
transgenes.
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CONCLUSIONES

Se encontraron muestras positivas para los marcadores
P35S CaMV y t-NOS en masa para la elaboracién de tortilla
en tortillerias de la Meseta Purépecha, Michoacan, México
preparadas con harina industrializada o bien elaboradas
de manera artesanal (masa fresca). La mayor frecuencia
de secuencias transgénicas se encontré en la zona
urbana de Uruapan, mientras que en las zonas rurales la
presencia de transgenes fue baja. El marcador t-NOS fue
el evento mayormente detectado. En un alto porcentaje
de tortillerias se usa harina industrializada y el grano mas
frecuentemente utilizado proviene de Sinaloa; por tanto,
el consumo de tortilla elaborada con grano de maiz local
disminuye la probabilidad de consumir grano transgénico,
ademas de fortalecer la economia y soberania alimentaria
local.
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