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RESUMEN

México es el centro de origen y diversificacidon del maiz y este cultivo es la base
alimentaria de la poblacion. Sin embargo, México importa aproximadamente una tercera
parte del maiz que consume, principalmente de Estados Unidos de América. El 93% del
maiz que se siembra en EUA es transgénico y en México no se realizan analisis al maiz
importado para determinar la presencia de secuencias recombinantes o de herbicidas,
por lo que la hipotesis de este trabajo es que debido a que el maiz de importacion no es
segregado y se ha detectado maiz transgénico en el campo mexicano a pesar de la
moratoria que prohibe la siembra, se espera encontrar secuencias genéticamente

modificadas en productos alimentarios elaborados a base de maiz.

Aqui se presentan los resultados de los analisis para determinar la presencia de maiz
transgénico y glifosato en productos alimentarios elaborados con maiz (tortillas, tostadas,
harinas, botanas y cereales). Las muestras se analizaron por PCR en tiempo real (RT-
PCR), se determind la presencia del promotor CaMV 35S y del terminador T-NOS,
contenidos en la mayoria de los cultivos transgénicos. El 75.6% de las muestras
contienen maiz transgénico. Adicionalmente se identificaron 6 diferentes eventos
transgénicos (Bt176, Bt11, MON810, GA21, TC1507, NK603) de resistencia a insectos,
tolerancia a herbicidas o ambos. De un total de 156 muestras, 69.5% (n=82) resultaron
positivas para la presencia de uno o mas de los eventos transgénicos monitoreados. Se
cuantificd el porcentaje de maiz transgénico presente en un subgrupo de alimentos
(n=29), de estos, el 93.1% (n=27) presentaron mas de 1% de contenido transgénico.
Adicionalmente, se determind la presencia del herbicida glifosato, de acido
aminometilfosfonico (AMPA), y glufosinato de amonio en muestras alimentarias positivas
para eventos transgénicos de tolerancia a herbicidas. De 16 muestras analizadas, el 50%

resultd positiva para la presencia del herbicida glifosato.

La presencia de maiz transgénico en productos alimentarios altamente consumidos por
la poblacién mexicana podria producir afectaciones a mediano plazo en la salud de los
consumidores, ya que los alimentos industrializados pueden contener residuos de

herbicidas a base de glifosato y proteinas transgénicas.



1. INTRODUCCION.

1.1 Planteamiento del problema.

México es considerado el centro mundial de origen y diversificacion del maiz con miles
de variedades locales agrupadas en 59 razas que aun se siembran a lo largo y ancho del
pais (Kato, 2009). Este cultivo es parte nodal del patrimonio biocultural de la nacion y es
eje articulador de la actividad campesina y agricola de México (Alvarez-Buylla et al.,
2013). El maiz es la base de la alimentacién de la poblacion mexicana: el consumo
humano directo equivale a unos 300 g diarios per capita en zonas rurales y 180 g diarios
por persona en las zonas urbanas; es la principal fuente de energia, proteinas, almidones,

fibra, hierro, y varias vitaminas en la dieta media aparente (Bourges, 2013).

En el afo 2000, Ignacio Chapela y David Quist, investigadores de la Universidad de
Berkeley, detectaron contaminacion transgénica de maices nativos en comunidades de
la sierra de Oaxaca (Quist & Chapela, 2001). Los datos fueron confirmados por
investigaciones posteriores y se encontrd dicha contaminacion en otros estados del pais
(Dyer et al., 2009; Pifieyro-Nelson et al., 2009; Serratos-Hernandez et al., 2007). Con ello
se comprobd que los transgenes de las variedades genéticamente modificadas habian
logrado penetrar a regiones remotas de las areas de distribucion de las variedades
nativas, a pesar de la moratoria a la siembra y experimentacién con granos transgénicos
implementada por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) desde 1999 (Serratos-Hernandez, 2009).

En otras partes del pais se realizaron esfuerzos de biomonitoreo, y en 2007 Serratos y
colaboradores encontraron presencia de transgenes en maices nativos sembrados en los
suelos de conservacion de la Ciudad de México (Serratos-Hernandez et al., 2007). En
2009 se publicaron resultados de investigaciones realizadas en los estados de
Guanajuato, Veracruz, Oaxaca y Yucatan, las cuales confirmaron la presencia de
transgenes en comunidades puntuales de dichos estados (Dyer et al., 2009; Pifieyro-
Nelson et al., 2009).
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En los ultimos afios se han aprobado siembras a nivel piloto y experimental de maiz
transgénico en varias zonas del pais: En 2009, después de la publicacion de la Ley de
Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados (LBOGM) y la entrada en vigor
del Régimen de Proteccion Especial del Maiz, se presentaron ante la SAGARPA las
primeras solicitudes y permisos para siembra experimental de maiz transgénico
(Martinez, 2015). De 2009 a noviembre de 2013 se otorgaron 169 permisos para liberar
maiz transgénico a las empresas Monsanto, Syngenta Agro, Phi México, Dow
Agrosciences y el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados, CINVESTAV del
Instituto Politécnico Nacional, los permisos permitian la siembra en 262 hectareas en los
estados de Baja California, Chihuahua, Coahuila, Durango, Nayarit, Sinaloa, Sonora y
Tamaulipas (Aristegui Noticias, 2014).

Sin embargo, la siembra efectiva de semillas modificadas se realizé sélo en 19 hectareas,
debido a que en el 2013, el colectivo denominado “Demanda Colectiva del Maiz” presentd
una demanda en contra de la siembra de maiz transgénico, logrando que el Juez Federal
XII de Distrito en Materia Civil de la Ciudad de México dictara una medida precautoria
que ordeno detener el otorgamiento de permisos para liberacion y siembra de maices
transgénicos por parte de dichas empresas (San Vicente, 2016). Después de numerosas
impugnaciones contra la demanda colectiva, algunas promovidas por el gobierno federal,
a través de SAGARPA y la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), y otras por las empresas biotecnoldgicas, la siembra de maiz transgénico
a nivel comercial se encuentra suspendida provisionalmente en todo el pais. Sin
embargo, se ha levantado la suspensiéon al otorgamiento de permisos para siembras
experimentales y en programa piloto, para fines de investigacién cientifica
(CNNExpansion, 2016). Actualmente la autoridad judicial se encuentra revisando si la
suspension provisional a la siembra de maiz transgénico para liberaciéon comercial, debe

alcanzar el nivel de suspension definitiva (San Vicente, 2016).

A pesar de la moratoria de facto a la siembra de maiz transgénico, el pais esta importando
grano para diversos procesos industriales y este podria estar contaminando a la cadena
alimenticia de México. Parte de este grano de maiz importado, sobre todo de Estados
Unidos de Norteamérica, podria venir contaminado con granos de variedades

transgénicas. A lo largo de los afos la importacion de maiz en grano, asi como de
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alimentos procesados provenientes de Estados Unidos ha ido en aumento (Secretaria de
Economia, 2013; Turrent, et al., 2013). En dicho pais se encuentran disponibles
principalmente dos tipos de cultivos con tecnologia transgénica: los que contienen el
rasgo de resistencia a insectos, que expresan proteinas insecticidas de la bacteria
Bacillus thuringiensis (cultivos Bt); y los que brindan tolerancia a herbicidas, que tiene
como ingrediente activo principalmente al glifosato, aunque existen también otros
herbicidas (Gonzalez, 2012).

En México la normatividad para el manejo, utilizacion y comercializacion de OGMs esta
contenida en la LBOGM. A pesar de que en dicha ley se resalta la necesidad de llevar a
cabo vigilancia sanitaria y epidemiolégica de los productos que contengan OGMs, hasta
la fecha no se realizan programas de monitoreo; lo cual resulta problematico ya que la
ley no exige el etiquetado de los productos alimentarios que los contengan (LBOGM,
2005). Asi mismo, no se han publicado reportes gubernamentales oficiales sobre la
cantidad de alimentos transgénicos disponibles en el mercado, o la proporcion de
alimentos hechos con maiz (p.€j. tortillas, totopos, tostadas, etc.), a pesar de que diversas
variedades transgénicas tanto de maiz como de otros vegetales se encuentran

autorizadas para alimentacion humana y animal (COFEPRIS, 2015).

En esta tesis se desea evaluar la presencia de maiz genéticamente modificado en
alimentos elaborados con maiz y la identificacion de seis variedades especificas de maiz
transgénico, que contienen al menos una de las siguientes caracteristicas: tolerancia a
herbicidas y resistencia a insectos.

Este estudio es un esfuerzo cientifico util para analizar criticamente el proceso regulatorio
en torno a la presencia de transgenes y glifosato en los alimentos derivados de maiz en
México. Una consecuencia posible de este estudio de encontrarse presencia de
transgenes en estos alimentos, es que se establezca la obligatoriedad del etiquetado de
alimentos que contengan OGMs. También es conveniente establecer estrategias de
biomonitoreo de granos/semillas de maiz y de alimentos elaborados con maiz para un
posterior analisis de los potenciales riesgos a la salud. Por otro lado, sera importante
establecer estrategias adecuadas de vigilancia aduanal durante la importacién de
semillas transgénicas que puedan poner en peligro la biodiversidad de las variedades de

maiz nativo al ser sembradas en territorio mexicano.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 EL MAIZ.

2.1.1 Biologia de la planta de maiz.

El maiz (Zea mays) es una planta de porte robusto y de habito anual; el tallo es erecto y
de elevada longitud, alcanzando alturas de uno a cinco metros, con pocas ramificaciones.
Las hojas nacen en los nudos a lo largo del tallo con un patrén espiral (Bennetzen, 2009).
Es una especie monoica, que presenta flores masculinas y femeninas bien diferenciadas
en la misma planta: la inflorescencia masculina se conoce como panicula (o espiga), que
es la que produce las flores masculinas en donde se diferencian los granos de polen. Las
inflorescencias femeninas, que mas tarde producirian las infrutescencias o mazorcas, son
espigas de forma cilindrica que consisten de un raquis central u olote con los granos en

su superficie (Kato et al., 2009).

La mazorca puede formar alrededor de 400 a 1000 granos arreglados en promedio de
ocho a 24 hileras por mazorca (Kato et al., 2009). Cada grano o semilla de la mazorca es
un fruto independiente llamado caridpside. Las estructuras que constituyen el grano del
maiz (pericarpio, endospermo y embrion) le confieren propiedades fisicas y quimicas
(color, textura, tamano, etc.) que han sido importantes en la seleccion del grano como
alimento (Kato et al., 2009).

El maiz es una planta de polinizaciéon abierta (anemdfila) con altas tasas de
entrecruzamiento. Una planta de maiz puede producir alrededor de 25 millones de granos
de polen capaces de viajar distancias de 100 a 1000 metros (Reyes, 1990; Jugenheimer,
1988), aunque la distancia mas lejana hasta ahora registrada es de 4400 metros (Bannert,
2006).

El genoma de maiz se encuentra organizado en diez cromosomas (2n=20) de
aproximadamente 2.4 x10° pares de bases (Hanley et al., 2000). Se considera que entre
el 60 y el 85% del genoma de maiz esta formado por transposones o elementos
transponibles, que son secuencias de ADN que se mueven o “saltan” de un sitio a otro

en el genoma (Fedoroff, 1993). Estos transposones pueden insertarse en secuencias
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codificantes o entre secuencias regulatorias y provocar mutaciones en el genoma, lo que
contribuye a la generacion de diversidad del organismo, también son responsables de la
expansion del genoma, ya que tienen la capacidad de duplicarse y distribuir sus copias a

lo largo del mismo (Haberer et al., 2005).

2.1.2 Origen y diversificacion del maiz.

El maiz es un ejemplo excepcional de la interaccion del humano con los recursos
naturales, el proceso de domesticacidén se inicid6 hace mas de seis mil afios sobre el
pariente silvestre mas cercano al maiz, el teocintle del género Zea (Beadle, 1980;
Doebley, 1990; Doolittle, W.E., & Mabry, 2006; Matsuoka et al., 2002) (Figura 1).

Teocintle —»- Transicion — Diversificacion
Primitivo

Figura 1. Secuencia morfolégica de la posible evoluciéon de la mazorca del teocintle y el
maiz. Tomado de (Serratos Hernandez, 2009).

En 1926 Nikolai Vavilov, uno de los mas grandes genetistas del siglo XX, publicé sus
teorias en un libro llamado El Origen de las Plantas Cultivadas (Vavilov, 1926), en el cual
se dieron a conocer los centros de diversidad o simplemente centros de Vavilov (Tabla
1). Definié como “centro de origen” a una zona geogréafica en donde se encuentra el
maximo de diversidad de algun cultivo y en el que coexisten o coexistieron sus parientes
silvestres. Para definir un centro de origen, Vavilov toma en cuenta varios aspectos, entre
ellos: 1) son areas geograficas en las que éstos se siguen cultivando; 2) se asocian a
grandes extensiones de territorio y; 3) los focos primarios del origen de los cultivos se

encuentran en las regiones montafiosas (Vavilov, 1992).
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Tabla 1. Centros de Vavilov y sus plantas cultivadas (Vavilov, 1992) .

Centros de Origen Cultivos
Este de Asia Alforfon, soya, durazno, cereza, cebolla
Tropical Arroz, garbanzo, pepino, mango, naranja

. Trigo, chicharo, lentejas, frijol mungo, alfalfa, centeno,
Suroeste de Asia

heno griego
Mediterraneo Trigo durum, col , lechuga, apio
Abisinia (region de Etiopia) Cebada, mijo, lino, café, sésamo
Ameérica central
(Mesoameérica, incluyendo Maiz, frijol de lima, algoddn, camote, pimientos
México)
Andes Fresa, papa, tomate, calabaza, pimientos

Por ser reservorios genéticos, los centros de origen y diversificacion activos tienen gran
relevancia, ya que el 90% del sistema alimentario mundial esta constituido por menos de
120 especies de plantas vegetales, y dichos centros aportan mas de la mitad de estas
especies (Boege, 2009) y de su diversidad que es fundamental para el mejoramiento ante

retos futuros.

México y la region mesoamericana se consideran el centro de origen y diversificacion del
maiz (Sanchez et al., 2000). Aunque no se conocen el momento y lugar precisos en los
cuales se origind el maiz en México, Kato y colaboradores han concluido que el maiz se
originé simultdneamente en diversas regiones, siendo producto de varias poblaciones de
teocintles y, como consecuencia se han determinado cuatro posibles centros de origen y
domesticacion del maiz que se extienden a lo largo de México y hasta Guatemala, estos
son: Mesa Central, Oaxaca-Chiapas-Guatemala, Occidente de México y Norte (Sarukhan
et al., 2009; Kato et al., 2009), cuyos productos agricolas, por mediacion de las
migraciones humanas, hibridaciones y posterior seleccion dieron lugar a un gran numero

de nuevos tipos raciales y variedades (Kato et al., 2009).

Se considera que hoy en dia existen en América entre 220 y 300 razas de maiz (Brown,
1977). En México, segun diferentes autores e instituciones se salvaguardan entre 41
(Ortega-Paczka et al., 1991), 59 (Sanchez et al., 2000) y 65 razas de maiz (LAMP, 1991)

y miles de variedades, siendo uno de los centros de diversificacion mas importantes del
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mundo. En la actualidad el maiz muestra un gran dinamismo que lo mueve
constantemente de region en region en todo el territorio mexicano, de tal forma que aun
se encuentra en un proceso de diversificacion, que nunca ha dejado de estar activo desde
que se dio la domesticacion del cultivo (Kato et al., 2013).

En la Figura 2 se muestran los centros de origen (circulos naranja) y diversificacién del
maiz (circulos morados) mas importantes: 1) Mesa Central, II) Oaxaca-Chiapas-
Guatemala, IIl) Occidente de México y IV) Norte (Kato et al., 2009).

—
{ ) Cenrtros de origen-domesticacién

o Centros de diversificacién
-’h Rutas de migracién

() Centros de origen-domesticacion

Complejo Mesa Central
Compleje Pepitilla
Compkjo Tuspeaa

Caomplejo Zapulowe

Wb -

Compleje Altor de Guatemala

O Centeos de diversificacién

I Macroregion Mesa Canoral

I1  Macroregién Oax.-Chis.-Guatemala
Il Macroregidn Ocdddente de México
IV Macroregidn Norte

Figura 2. Mapa de México con las localizaciones de los centros de origen-domesticacion y
los centros de diversificacion primaria del maiz, Tomado de Kato, T. A., Mapes, C., Mera,
L. M., Serratos, J. A. and Bye, R. A. (2009) Origen y diversificacion del maiz: una revision
analitica.

El proceso de diversificacion a lo largo y ancho del pais, es un hecho que ha sido puesto
en evidencia por los estudios filogenéticos basados en macrofésiles (mazorcas,
fragmentos de plantas, etc.) y microfésiles (polen). Estos estudios establecen un patron

de dispersion que va de la cuenca del Balsas a todos los confines del pais (Blake, 2005).

En la Figura 3 se presenta el arbol filogenético del complejo mexicano de maices

elaborado con base en los nudos cromosémicos. Este arbol y distribucion geogréfica

16



muestra que la diversificacion abarca practicamente todos los estados mexicanos
(Boege, 2009). La magnitud de este area geografica implica que la dimensién de dichos
centros es amplia y refleja la relacion indisoluble del maiz con los grupos humanos
prehistoricos, las comunidades indigenas y campesinas, que basaron su agricultura y una
parte importante de su sustento en el cultivo de este cereal y esto han permanecido
vigente en las poblaciones rurales e indigenas de nuestro pais hasta nuestros dias
(Sanchez et al., 2000).

MNal Tel
(Yucatsin) Mal Tel

Conejo

{Daxaca) Qlotillo

Zagislots (Chizpas)

(Daxaca y Chiapas)
Chapalote

{Sinaloa) Dzit Bacal

Reventador (‘r'un;atén)

(Michoacan}

Harinoso
Reventador de acho

(MNayarit) (Mayarit)

Bolita
(Daxaca)

Olotille

Reventador {Guerrera)

(Jalisco)
Reventador
(Guerrera)

Maiz ancho
{Guerrera)

Pepilla
{(Guerrero)

Jala_
(Nayarit)

Tabloncillo
(Jalisco)

Balsas Teocintle
(Luvianos)

Balsas Teocintle
(Teloloapan)

Balsas Teocintle
{Huetamoa)

Figura 3. Arbol filogenético derivado de nudos cromosémicos que muestra el patrén de
ramificacién del complejo mexicano de maiz de mazorca estrecha. Modificado de Benz
1997, tomado de Boege, 2009.

2.2 MAIZ NATIVO.

En México, se han descrito 59 razas de maiz de acuerdo con la clasificacion mas reciente
basada en caracteristicas morfoldgicas e isoenzimaticas (Sanchez et al., 2000). El
término raza se ha utilizado en el maiz y en las plantas cultivadas para agrupar individuos

0 poblaciones que comparten caracteristicas en comun, de orden morfoldgico, ecolégico,

17



genético y de historia de cultivo, que permiten diferenciarlas como grupo (Harlan, 1971).
Las razas se agrupan a su vez en grupos o complejos raciales, los cuales se asocian a
una distribucion geografica y climatica mas o menos definida y a una historia evolutiva
comun. Sin embargo, cada raza puede comprender numerosas variantes o variedades
locales que se pueden diferenciar entre si por sus formas de mazorca, color y textura de

grano, adaptaciones y diversidad genética (Sanchez et al., 2000).

Las razas se nombran a partir de distintas caracteristicas fenotipicas (Conico, por la forma
de la mazorca), tipo de grano (Reventador, por la capacidad del grano para explotar y
producir palomitas), por el lugar o region donde inicialmente fueron recolectadas o son
relevantes (Tuxpefio de Tuxpan, Veracruz; Chalquefio, tipico del Valle de Chalco) o por
el nombre con que son conocidas por los grupos indigenas o mestizos que las cultivan
(Zapalote Chico en el Istmo de Oaxaca o Apachito en la Sierra Tarahumara) (CONABIO,
2012).

En América Latina se han descrito cerca de 220 razas de maiz de las cuales 64 (29%) se
han identificado, y descrito en su mayoria, para México. De estas 64 razas, 59 se pueden
considerar nativas y cinco que también se han recolectado o reportado en el pais pero
que fueron descritas inicialmente en otras regiones (una raza del Caribe, y cuatro razas
de Guatemala). Las razas de maiz de México se han agrupado, con base en caracteres
morfolégicos, de adaptacion y genéticos (isoenzimas) en siete grupos o complejos

raciales, contenidos en la Tabla 2 (Sanchez et al., 2000).

18



Tabla 2. Complejos raciales y razas de maiz en México. Elaboracion propia especifica para
esta tesis, con base en datos publicados (Sanchez et al., 2000) y disponibles en la pagina
de CONABIO.

Grupos o Complejos

. Razas de maiz
Raciales

Grupo Coénico Arrocillo, Cacahuacintle, Cénico, Coénico Nortefio, Chalquefio, Dulce,
Elotes Codnicos, Mixteco, Mushito, Mushito de Michoacan, Negrito,

Palomero de Jalisco, Palomero Toluquefio y Uruapefo.

Grupo Sierra de Chihuahua o | Cristalino de Chihuahua, Gordo, Azul, Apachito, Complejo Serrano de
razas de las partes altas del | Jalisco y Mountain Yellow.
norte de México.

Grupo Ocho Hileras o razas del | Blando de Sonora, Onavefo, Harinoso de Ocho, Tabloncillo,
occidente de México Tabloncillo Perla, Bofo, Elotes Occidentales, Tablilla de Ocho, Jala,

Zamorano Amarillo, Ancho y Bolita

Grupo Chapalote Chapalote, Reventador, Dulcillo del Noroeste y Elotero de Sinaloa.
Grupo Tropicales precoces Nal-Tel, Zapalote Chico, Conejo y Raton.
Grupo Dentados tropicales Tuxpefo, Vandefio, Tuxpefio Nortefio, Tepecintle, Zapalote Grande,

Celaya, Pepitilla y Nal-Tel de Altura.

Grupo Maduracién tardia Olotillo, Dzit-Bacal, Comiteco, Motozinteco, Tehua, Oloton vy

Coscomatepec.

2.2.1 Composicion fitoquimica y nutricional del maiz nativo de México.

En los ultimos afos, se han realizado diversas investigaciones que destacan
caracteristicas particulares de las variedades nativas, como el contenido de nutrientes y
fitoquimicos de interés (Fernandez-Suarez, Morales-Chavez, & Galvez-Mariscal, 2013),
el contenido de aceite de algunas variedades nativas (Torres-Morales et al., 2010), el
contenido de azucares en maices elotero (Estrada et al., 2010) y la calidad proteinica de

algunas razas nativas de maiz (Vera-Guzman, 2012).

Las variedades nativas de maices pigmentados contienen diversos fitoquimicos, tales
como antocianinas, carotenoides, y compuestos fendlicos, los cuales son sintetizados en
la planta mediante su metabolismo secundario. Estos compuestos confieren a los granos
de los maices nativos sus caracteristicas y diversas tonalidades: negro, morado, azul,
rojo, naranja, rosado, amarillo y blanco, o combinaciones de éstas (Salinas-Moreno et al.,
2012). A pesar de que estos compuestos se consideran no nutritivos, se han descrito una
serie de actividades bioldgicas de los componentes de maiz, como el efecto antioxidante
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y anti carcinogénico de los polifenoles del maiz blanco, como el acido ferulico y el acido
p-cumarico, asi como sus respectivos derivados (Rondini, 2002).

Los carotenoides responsables de la coloracién naranja y amarilla del endospermo de
maiz como el alfa y beta caroteno asi como la beta criptoxantina, luteina y zeaxantina
poseen una alta capacidad antioxidante, tienen actividad de provitamina A y se ha
observado su posible papel en la prevencién de cataratas y degeneracion macular
relacionada con la edad (Zili¢ et al., 2012).

También se ha encontrado que las variedades de maiz con pigmentacion morada, azul y
roja inhiben carcinogénesis colorectal en ratas macho (Hagiwara et al., 2001), posee
actividad anti mutagénica (Yoshimoto, 1999) y antioxidante por medio de la eliminacién
de radicales (Lopez-Martinez et al., 2009; Oki et al., 2002). Estas actividades se han

asociado a las antocianinas presentes en dichos cultivos.

Con respecto a los productos elaborados con maiz, se ha determinado la presencia y
retencion de componentes bioactivos después de los procesos de nixtamalizacion
tradicional y nixtamalizacidn por extrusion, ambos procesos promueven la pérdida parcial
de compuestos fendlicos y antioxidantes. En la nixtamalizacion tradicional se retienen de
19 a 75.7% de los compuestos fendlicos totales durante el procesamiento, dependiendo
de la variedad de maiz, pero se encuentran mas biodisponibles que aquellos presentes
en los productos elaborados por nixtamalizacion por extrusién, en los que se retienen
entre 58 y 96.7% de los compuestos fendlicos totales (Mora-Rochin et al., 2010). En
tortillas elaboradas con maiz pigmentado se retienen hasta el 87.5% de los compuestos
fendlicos totales, 65.4% de las antocianinas y hasta el 90.7% del contenido total de
antioxidantes hidrofilicos presentes en los granos crudos, siendo los productos de maiz
azul los que contienen una mayor cantidad de polifenoles y antioxidantes, seguido del

maiz rojo, blanco y amarillo (Aguayo-Rojas et al., 2012).
2.3 LA AGRICULTURA DEL MAIZ EN MEXICO

En México existen principalmente dos modelos de produccion de maiz: temporal y riego.
El maiz producido bajo temporal, depende mayoritariamente de las lluvias; en esta

practica predomina el trabajo humano y animal y se llevan a cabo por pequefios
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productores campesinos utilizando variedades de maiz nativo adaptadas localmente
(Kato et al., 2013).

El cultivo tradicional de maiz es principalmente de temporal, el cual representa en México
el 57.9% de la produccion y el 82.8% de la superficie sembrada (SIAP, 2015a). En 2014
se produjeron mas de 13 millones de toneladas de maiz en sus diferentes variedades
bajo condiciones de temporal, las cuales incluyen maiz grano blanco, maiz forrajero en
verde, maiz grano amarillo, maiz grano de color, elote blanco y maiz grano pozolero
(SIAP, 2015a). Los rendimientos bajo cultivo de temporal de maiz grano blanco, maiz
grano amarillo y maiz grano de color son de 2.3, 3.4 y 1.4 toneladas por hectarea,
respectivamente; y el valor de la produccion representa el 59.1% del total del maiz en
México (SIAP, 2015a).

El resto de la produccién de maiz se lleva a cabo bajo un modelo tecnificado dependiente
de riego. La agricultura de alto rendimiento en monocultivo, requiere de muchos insumos
para sustituir la labor humana y animal, y para maximizar la captura y conversion de la
radiacion solar en la biomasa del cultivo. Dichos insumos incluyen: fertilizantes,
herbicidas, insecticidas, semillas, combustible fésil y la maquinaria necesaria para las
diferentes operaciones como el bombeo para la irrigacion y el secado del grano (Grassini
& Cassman, 2012).

Hoy en dia el maiz cubre mas de la mitad de la superficie cultivada del pais y sélo el
17.18% del total cultivado se realiza bajo riego, en las areas de mejor tierra, alta utilizacion
de insumos industriales, altos rendimientos y destino comercial; el maiz cultivado bajo
riego representa el 42.04% de la produccién total nacional y los rendimientos para maiz
grano blanco y maiz grano amarillo son de 10 y 7.6 (ton/ha), respectivamente; y el valor
de la produccion de maiz bajo riego corresponde al 40.93% del total nacional (SIAP,
2015a).

En 2014 se produjeron mas de 9.8 millones de toneladas de maiz en sus diferentes
variedades bajo condiciones de riego, las cuales corresponden a: maiz grano blanco,
maiz grano amarillo, maiz forrajero en verde, maiz grano semilla, maiz grano de color,
elote amarillo, maiz palomero y maiz grano pozolero (SIAP, 2015a). En el promedio anual
del periodo 2008/2010 el consumo total de semilla en México fue de 160.2 miles de
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toneladas, de las cuales 42.5% correspondié a variedades mejoradas o hibridas y el
57.5% a semillas nativas (Garcia & Ramirez, 2014).

2.3.1 Produccion y consumo de maiz en México.

A nivel mundial la produccion de maiz para grano alcanzo, en el periodo 2014-2015,
aproximadamente 1008 millones de toneladas; los principales paises productores de
maiz son Estados Unidos que aporta el 35.6% de la produccion mundial, seguido de
China, Brasil y la Unién Europea, México ocupa el sexto lugar, contribuyendo con un 2.4%
de la produccion mundial (SAGARPA/ASERCA, 2015). En cuanto a la exportacion de
maiz en el mundo, Estados Unidos ocupa también el primer puesto, seguido de Brasil,
Argentina y Ucrania. Por otro lado, los principales paises importadores de maiz son la

Unién Europea, Japon, México, Corea del Sur y Egipto.

El maiz es el cultivo mas importante del pais desde el punto de vista alimentario,
econdmico, politico, social y cultural (SIAP, 2015c). Participa con aproximadamente el
17.5% del valor de produccion del sector agricola (73 mil mdp en 2014) y concentra el
33% de la superficie sembrada en el territorio nacional que equivale a 7.5 millones de
hectareas (SIAP, 2015b). En 2014 el volumen de produccién de maiz alcanzé 23.3
millones de toneladas; la superficie de temporal ocupa el 74% de la superficie y aporta
unicamente el 40% del valor generado (SIAP, 2015b), las mayores superficies sembradas
con maiz se encuentran en la zona sub-humeda tropical y en la templada humeda y
subhumeda (Mapes et al., 2009).

Todas las entidades del pais tienen algun nivel de produccion de maiz, sin embargo, siete
entidades concentran el 64.8% del volumen de produccién nacional. Sinaloa es el
principal productor al concentrar el 15.8% del total, le siguen en importancia Jalisco
(14.8%), Michoacan (8.3%), Estado de México (8.0%), Guanajuato (6.1%), Chihuahua
(5.9%) y Guerrero (5.7%) (SIAP, 2015d).

El rendimiento nacional alcanza en promedio las 3.3 ton/ha, siendo el rendimiento de
temporal de 2.31 ton/ha y el de riego de 7.5 ton/ha. El promedio del consumo nacional

aparente de maiz blanco en el periodo de octubre de 2014 a septiembre de 2015, ha sido
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cercano a las 20.4 millones de toneladas, mientras que el de grano amarillo oscila las
13.1 millones de toneladas (SAGARPA, 2015a). La produccién media de maiz blanco es
de 22,3 millones de toneladas, mientras que de amarillo es de 3,04 (12% de la produccion
nacional). En 2014, México import6 alrededor de 880 mil toneladas de maiz blanco en su
totalidad desde Estados Unidos, y alrededor de 10 millones de toneladas de maiz
amarillo, 99.68% provenientes de Estados Unidos y unicamente 0.32 % de Brasil
(SAGARPA, 2015a).

En el periodo de 2014-2015, México exportd 747 mil toneladas de maiz blanco, de las
cuales, 72.6% fueron exportadas a Venezuela, 10.6% a Sudafrica, 7.5% a El Salvador,
6.4% a Honduras y 2.4% a Estados Unidos, mientras que s6lo exporté 8 mil toneladas de
maiz amarillo (SAGARPA, 2015b).

El consumo per capita de maiz en México es aproximadamente 10 veces mayor que el
de Estados Unidos (Serna-Saldivar, 2008). Sin embargo, en un periodo de doce anos, el
consumo de grano de maiz disminuyo en la poblacion en general, sobre todo en las zonas
rurales, mientras que en las urbanas aumenté. La misma situacion se presenta con el
consumo de harina de maiz: el consumo de masa se incremento en las regiones rurales
y urbanas; mientras que el consumo de tortilla disminuyd en las zonas urbanas (Lopez,
2013). El consumo anual per capita en México es de 123 kg, mientras que el promedio

mundial es de 16.8 kg al afno (Trejo, 2014).

2.4 IMPORTANCIA Y USOS DEL MAIz.

El maiz, ademas de ser el alimento principal de la poblacién, ha tenido otros usos en la
cultura mexicana, desde la época mesoamericana prehispanica ya se efectuaba un
aprovechamiento integral del maiz. Los granos, las hojas, los tallos y las espigas del maiz,
se llevan utilizando para diferentes propdsitos desde hace muchos afios (Mera-Ovando,
2009).

Todas las partes de la planta, sirven como abono o combustible; la cafa se utiliza en la
construccion y el tallado de figuras artesanales. También tiene usos medicinales, como
envoltura, combustible, bebida refrescante o embriagante (Esteva, 2003). La hoja se ha

utilizado como envoltura para tamales, para fabricar objetos rituales o artesanales como
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recipientes. El olote, se emplea como combustible y alimento para ganado, también como
herramienta para pulir madera y piezas de alfareria, o como tapdn de recipientes (Esteva,
2003).

El uso alimentario del maiz es sin duda el mas destacable, ya que en el pais se utilizan
numerosas variedades de maices nativos para elaborar una enorme cantidad de platillos
tradicionales, lo que hace que el maiz sea uno de los elementos esenciales de la cocina
mexicana (Fernandez-Suarez et al., 2013). México cuenta con mas de 700 platillos
elaborados con maiz, por lo que la cocina tradicional nacional es considerada por la
UNESCO como Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad (UNESCO, 2010). Los
maices nativos son la base de estos platillos, ya que en la mayoria de los casos, los
maices hibridos o mejorados no reunen las propiedades y calidad buscada por las
comunidades para la preparacion de la mayoria de los platillos especificos tipicos
(Ortega-Paczka, 2003). Entre las categorias de alimentos y preparaciones culinarias
tradicionales preparadas con maiz se encuentran las tortillas, diversos antojitos, botanas,
elotes, sopas, tamales, pinoles, dulces, reposteria, atoles y diversas bebidas (CONABIO-
INE-INIFAP, 2011).

El agricultor mexicano tradicional selecciona las semillas mas aptas con base en las
caracteristicas que desean para los productos finales elaborados con cada una de las
variedades de maiz nativo (sabor, color, textura, facilidad de coccion, entre otras).
También pueden identificarse varios usos para una misma raza, asi como también hay
un gran numero de razas asociadas con la elaboracion de un producto, como la tortilla,
que se puede elaborar casi con cualquier raza de maiz (Lazos, 2011).

En nuestro pais predominan las razas de grano dentado y con dureza intermedia, debido
a que son las mas aptas para la elaboracion de tortillas (Ortega-Paczka, 2003). A través
de los reportes de CONABIO en 2011, los investigadores se han dado a la tarea de
caracterizar los distintos usos que se les da a las razas de maiz para la elaboracion de
diversos productos (Tabla 3).
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Tabla 3. Usos comunes y razas de maiz nativas asociadas (Fernandez-Suarez et al., 2013).

Uso Razas

Tortillas y Ancho, Apachito, Arrocillo, Azul, Blando, Bofo, Bolita (tlayuda), Cacahuacintle,
Relacionados | Chalqueno, Chapalote, Comiteco, Conejo, Conico, Coscomatepec, Cristalino de
Chihuahua, Dulcillo del Noroeste, Elotero de Sinaloa, Elotes Conicos, Elotes
Occidentales, Gordo, Harinoso de Ocho, Jala, Mushito, Nal-Tel de Altura, Olotillo,
Olotén, Onavefio, Palomero de Chihuahua, Palomero Toluguefo, Pepitilla, Reventador,
Tabloncillo, Tepecintle, Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio, Vandefio, Zapalote Chico (totopo),

Zapalote Grande.

Elotes Ancho, Apachito, Blando de Sonora, Bofo, Cacahuacintle, Chapalote, Comiteco,
Complejo Serrano de Jalisco, Conejo, Cdénico, Coscomatepec, Dulce, Duicillo del
Noroeste, Elotero de Sinaloa, Elotes Cénicos, Elotes Occidentales, Gordo, Harinoso de
Ocho, Jala, Nal-Tel, Oloton, Pepitilla, Tabloncillo, Tabloncillo Perla, Tepecintle,

Tuxpefo, Zapalote Grande.

Galletas y | Blando de Sonora (coricos), Bofo (galletas), Cacahuacintle (galletas), Chalquefio
dulces (burritos), Elotes Occidentales (chicales), Gordo (galletas, harinillas), Harinoso de Ocho

(coricos), Reventador, Tepecintle.

Palomitas Apachito, Arrocillo Amarillo, Chapalote, Nal-Tel, Palomero de Chihuahua, Palomero

Toluquefo, Reventador.

Botanas Apachito, Azul, Celaya, Chapalote, Comiteco, Complejo Serrano de Jalisco, Coénico,
Conico Nortefo, Coscomatepec, Cristalino de Chihuahua, Dulce de Jalisco, Dzit Bacal,
Elotes Occidentales, Jala, Onavefio, Tablilla de Ocho, Tabloncillo, Tabloncillo Perla,
Tehua, Tuxpefio, Tuxpefio Nortefio, Vandefo, Zamorano Amarillo, Zapalote Chico,

Zapalote Grande.

Pozoles, Ancho, Blando de Sonora, Bofo, Bolita, Cacahuacintle, Chalquefio, Conico Nortefio,
sopas y Dulce, Dulcillo del Noroeste, Elotes Occidentales, Gordo, Harinoso de Ocho, Jala,
Menudos Mushito, Tabloncillo, Tuxpefio, Vandefio.

Atoles Apachito, Arrocillo, Azul, Blando de Sonora, Bofo, Cacahuacintle, Chalquefio,

Comiteco, Conejo, Coscomatepec, Cristalino de Chihuahua, Elotes Cénicos, Elotes
Occidentales, Harinoso de Ocho, Mushito, Nal-Tel, Oloton, Pepitilla, Tehua, Tepecintle,

Tuxpefo, Tuxpefio Nortefo, Zapalote Grande.

Pinoles Apachito, Azul, Bofo, Cacahuacintle, Chalquefo (rojo-amarillo), Chapalote, Codnico,
Dulce, Dulcillo del Noroeste, Elotes Coénicos, Gordo, Jala, Onavefio, Reventador,
Tabloncillo, Tablilla de Ocho.

Harinas Cacahuacintle, Celaya, Elotes Cénicos, Gordo, Harinoso de Ocho, Mushito, Olotén,
Vandenfo.
Bebidas Apachito (tejuino, tesguino), Azul (tesguino), Bofo (huajatole, tesgtino), Bolita (tejate),

Comiteco (pozol), Nal- Tel (pozol), Olotén (pozol), Tabloncillo (piznate), Tablilla de Ocho

(tesguiino), Tepecintle (pozol), Tuxpefio (pozol), Zapalote Grande (pozol).
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2.4.1 El maiz como elemento principal de la alimentacion del mexicano.

Aun después del mestizaje alimentario que vivio México en la época de la conquista
espafnola, el maiz sigue siendo el ingrediente fundamental en la dieta actual de los
mexicanos. Este alimento es, ademas, una de las principales fuentes de energia y de
muchos otros nutrientes en nuestra poblacion (Fernandez et al., 2013). Al consumir maiz,
un mexicano recibe diariamente en promedio 982 kcal y 25.3 g de proteina (FAOSTAT,
2011), si se toma como base una dieta de 2000 kcal y 56 g de proteina, el consumo de
maiz en México equivale a casi el 50% de la ingesta diaria de una persona adulta (Serna-
Saldivar & Amaya-Guerra, 2008). Sin embargo, se ha disminuido el consumo de platillos
tradicionales basados en maiz y otros cultivos ricos en nutrimentos procedentes de la
milpa (Galvez & Bourges, 2012). Derivado del proceso de globalizacién, una transicion
nutricional hacia habitos de alimentacién que tienden a sustituir las preparaciones
tradicionales por alimentos procesados ha ocurrido. Estos alimentos industrializados
tienen una mucho mayor densidad energética, causando una epidemia de obesidad y

enfermedades cronicas relacionadas con la dieta (Hawkes, Chopra, & Friel, 2009).

Ademas de los cambios en la alimentacion del mexicano, la inestabilidad en los precios
del maiz en los ultimos anos (ASERCA, 2015; FAO, 2011), el magro apoyo
gubernamental a la actividad campesina (Banco Mundial, 2005), la presencia de
variedades transgénicas de maiz implican una importante amenaza para los maices
nativos y el consumo de productos de maiz de alta calidad necesarios para mantener la

dieta tradicional.

2.4.2 La tortilla.

La tortilla es considerada la base de la alimentacién del pueblo mexicano desde hace
mas de 3500 afios (Paredes-Lopez et al., 2009). A pesar de ser el alimento mas popular
elaborado a base de maiz, desde 1980 hasta ahora se ha disminuido su consumo
aproximadamente a la mitad (Garcia-Uriguen, 2012).

Sin embargo, la tortilla sigue siendo un elemento predominante en la dieta mexicana,

cerca del 82% de los hogares incluyen tortilla en su dieta, representa 6.4% del gasto total

26



en alimentos, aunque la poblacion de menores ingresos destina mas de 25% de su
presupuesto para alimentacion, en dicho producto (INEGI, 2010).

El consumo per céapita de tortilla es de 120 kg/afo, es decir, 328 g al dia (Trejo, 2014).
En promedio cerca del 59% de la energia y 39% de las proteinas en la dieta provienen
del grano de maiz consumido como tortilla (Moreno, 2014). Este alimento es una
excelente fuente de calorias y calcio (Serna-Saldivar, 2008) y puede proporcionar de 32

a 62% de los requerimientos minimos de hierro (Paredes-Lopez et al., 2009).

Los diferentes procesamientos del grano de maiz para elaborar las tortillas pueden
contribuir a incrementar el valor nutricional de los alimentos preparados. Para el caso del
maiz, el mas importante es la nixtamalizacidon del grano, el cual consiste en una coccion
alcalina en agua con cal; este proceso es la operacion mas distintiva de la cocina
mesoamericana que perdura hasta la actualidad (Rodriguez y Serna, 2008).

La nixtamalizacion aumenta significativamente el aporte de calcio en la alimentacion (en
un orden de 13 veces), el cual es biodisponible en su totalidad (Bressani, 2008), también
aumenta la disponibilidad de fibra dietética soluble e incrementa la biodisponibilidad de
la mayoria de los aminoacidos indispensables, incrementando el valor biologico de la
proteinay, por lo tanto, el valor nutricional del maiz (Paredes-Lépez et al., 2009). También
se ha descrito la degradacién de aflatoxinas durante la nixtamalizacion y el proceso de

elaboracioén de tortillas (Méndez-Albores et al., 2004).

Durante la nixtamalizacion, la niacina se libera como acido nicotinico lo que mejora
sustancialmente la disponibilidad de esta vitamina. Por ello, los espanoles que no
nixtamalizaban el maiz, sufrian de pelagra, que es una enfermedad causada por
deficiencia de la niacina y cuyas manifestaciones clinicas son debilidad, bajo peso y esta
caracterizada por “las tres D”: dermatitis, diarrea y demencia (FAO, 2002). Esta
enfermedad no existe en los pueblos mesoamericanos que consumen maiz

nixtamalizado (Serna, 2008).

Por otro lado, en México, la industria de las botanas ha crecido y diversificado su oferta
de productos. Varios de ellos estan elaborados con maiz, sobre todo con grano amarillo
importado. Al analizar el comportamiento de su consumo se puede observar en la Tabla
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4 que: en el aino 2000 una persona consumia 1.8 gramos diarios de este tipo de botana,
mientras que para 2012, aument6 a 11.0 gramos; es decir, se dio un crecimiento anual
promedio del 16.1%. El incremento en el consumo de botanas es mayor en el medio rural,
donde aumento6 de 1.1 a 7.8 gramos al dia (Lépez, 2013). Esto se debe, probablemente

a que este tipo de botanas son muy baratas.

Tabla 4. Consumo diario per cépita de botanas *. Tomada de Lépez (2013).

Consumo de botanas (g/persona)

Ano General | Rural | Urbano
2000 1.8 1.1 2.1
2012 11.0 7.8 12.0

Tasa de crecimiento | 16.1% 17.8% | 15.7%

*Palomitas y frituras diversas, excepto papas fritas.

2.5 MAIZ TRANSGENICO.

El maiz genéticamente modificado o maiz transgénico es aquel en el cual, mediante
tecnologia de ADN recombinante, se han insertado uno o varios genes o construcciones
recombinantes que en conjunto expresan proteinas de interés biotecnoldgico, o afectan
vias metabdlicas para dar lugar a caracteristica de interés agronémico, alimentario o
industrial (Key, Ma, & Drake, 2008).

Existen variedades transgénicas de maiz modificadas para lograr “aumento” del
rendimiento o crecimiento de la planta (p.ej. incremento en la biomasa de la mazorca)
(ISAAA, 2015b), tolerancia a diferentes herbicidas (p.ej. glifosato, glufosinato de amonio),
resistencia a varios tipos de insectos (p. ej. coledpteros y lepiddpteros) , control de
polinizacién (p.ej. esterilidad masculina, restauracién de fertilidad), y produccion
aumentada de algun compuesto de interés (p.ej. aumento en la termoestabilidad de la
enzima alfa-amilasa para su uso en la produccion de bioetanol) (ISAAA, 2015b). Desde
mediados de 2013 comenzaron a cultivarse en Estados Unidos, los primeros cultivos de
maiz genéticamente modificado (GM) con tolerancia al estrés abidtico, especificamente

con tolerancia a la sequia (ISAAA, 2015b).
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En el mundo se encuentran disponibles comercialmente 143 eventos de maiz
genéticamente modificado para diversos rasgos, la gran mayoria corresponden a maiz
con tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos y se encuentran como eventos
transgénicos apilados (ISAAA, 2015b).

Un evento transgénico se refiere a la recombinacion unica de ADN que se inserta en las
células usadas en cultivo para dar lugar a una planta completa transgénica por medio de
cultivo de tejidos (GMO Compass, 2015). Se utilizan marcadores genéticos para
identificar las células transformadas; cada planta transgénica derivada de las células que
incorporaron exitosamente el o los genes de interés y que resultan en la expresion optima
del transgén son considerados eventos “elite”; la linea transgénica derivada de dichas
plantas, se identifica con una abreviacion (p.ej. Bt176, NK603) (De Wolf et al., 2010).
Los eventos de transformacion difieren unos de otros en los elementos y genes
insertados, en los sitios de insercion en el genoma de la planta, en el numero de copias
del inserto y en los patrones y niveles de expresion de las proteinas de interés. Los
eventos ademas pueden acumularse por cruza convencional, dando como resultado una
planta con varias caracteristicas combinadas, lo que se conoce como eventos apilados
(Watson & Preedy, 2015).

Para llevar a cabo una modificacion genética en una célula, se utilizan vectores de
transformacién, los cuales incluyen una construccion quimérica o cassette de
transformacién que contiene por lo menos tres secuencias: secuencia promotora, gen de

interés y secuencia terminadora (Kato et al., 2013).

La secuencia promotora es la encargada de regular la expresion de un gen, el transgén
de interés codifica para la proteina que se quiere producir en el maiz genéticamente
modificado, y la secuencia terminadora delimita hasta dénde llega la ADN polimerasa

para la transcripcion del transgén (Alvarez-Buylla et al., 2013).
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2.5.1 Promotor CaMV 35S y T-NOS.

El virus del mosaico de la coliflor (CaMV) es un virus de ADN bicatenario que infecta a
las plantas de los géneros Cruciferae, Resedaceae y Solanaceae (Holden et al., 2010).
Para poder replicar su ADN y multiplicarse a si mismo, el virus debe hacer que la
maquinaria de la célula de la planta lo haga por él; para esto el virus contiene dos
promotores (35S y 19S) al inicio de sus genes, y la planta al ser infectada usa estos
promotores como si fueran propios (Steinbrecher, 2002). El promotor 35S de CaMV es el
mas utilizado en las construcciones transgénicas de los cultivos GM comercialmente
disponibles, como el maiz, soya, algodén, canola y papaya, debido a que se expresa
constitutivamente, anulando el sistema regulatorio de la planta, es decir, se enciende

constantemente y no puede ser regulado o apagado por la planta (Steinbrecher, 2002).

El promotor es capaz de conferir altos niveles de expresiéon en la mayoria de las células,
al ser transferidas a la planta; se han encontrado secuencias regulatorias clave que
proveen dichos niveles de expresion. El promotor CaMV es una secuencia de cerca de
350 pares de bases rio arriba del transcrito de 35S, cerca de 250 pares de bases que se
superponen con la region 3’ al final del gen (viral) VI, el ultimo de seis largos marcos de
lectura (Ho et al.,, 1999). Los analisis de la secuencia del promotor han revelado la
presencia de muchos elementos regulatorios que estan dispersados a lo largo de todo el
promotor; el promotor consiste en el nucleo promotor, que contiene la caja TATA y dos
dominios principales A y B, con funciones potenciadoras o de enhancers, los cuales se
han subdividido en muchos subdominios (Dutt et al., 2014). La region o dominio A se
requiere principalmente para la expresion en raices, y la region B para la expresion en
las hojas (Ho et al., 1999).

Otros estudios identificaron elementos cis especificos en estos subdominios que
confieren expresion en tejidos especificos en partes de la planta por arriba y por debajo
del suelo. Diversas combinaciones de los elementos cis del promotor 35S pueden
producir patrones de expresion de genes que no se observan solo con el uso de dichos
elementos, lo que sugiere una interaccién entre los elementos cis para la expresion en
distintas etapas del crecimiento y desarrollo de las plantas (Dutt et al., 2014). Aunque se

considera que el promotor CaMV 35S dirige la expresion constitutiva, resultan efectos
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variados en la expresion de su interaccion con factores ambientales y por el estado del
desarrollo de la planta, ademas que la expresion genética mediada por el promotor CaMV

35S parece ser especie-dependiente (Dutt et al., 2014).

El promotor CaMV 35S puede funcionar tanto en plantas dicotiledoneas como en
monocotiledéneas, lineas celulares de coniferas, algas verdes, bacterias como
Escherichia coli y Agrobacterium rhizogenes, asi como en células humanas (Alvarez-
Buylla et al, 2013).

El terminador T-NOS es el sitio de poliadenilacion del ARN de la secuencia T-NOS del
gen de la nopalina sintasa de la bacteria Agrobacterium tumefaciens; es un elemento
regulatorio para indicar el fin de la transcripcién utilizado en muchas plantas transgénicas
destinadas a la produccién de alimentos (Holden et al., 2010).

Existe evidencia que sugiere que la secuencia del terminador T-NOS es un sitio de alta
recombinacién, que en lugar de ser leido por la ADN polimerasa como una secuencia
terminadora, continua la transcripcion y se generan nuevas moléculas de ARN, esta
supresion genera marcos de lectura abiertos que podrian codificar para proteinas de

fusidn entre estas y las proteinas transgénicas (Rang, Linke, & Jansen, 2005).

2.5.2 Técnicas moleculares para la generacion de OGMs. Biobalistica y

transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens.

La biobalistica consiste en la union del ADN recombinante a particulas muy pequeinas de
oro o tungsteno que son posteriormente “disparadas” a alta presién dentro del tejido de
la planta o de las células individuales de una planta; las particulas aceleradas penetran
tanto la pared celular como las membranas, disminuyendo su velocidad conforme lo
hacen, finalmente el ADN se separa de la particula de metal y puede integrarse en el
material genético dentro del nucleo de las células (Morin, 2008). Este método ha sido
utilizado exitosamente en varios cultivos, especialmente en plantas monocotiledéneas
como el trigo o el maiz; una desventaja de este procedimiento es el daio que se produce
en el tejido celular (Sanford, 1990).
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Otro de los métodos mas utilizados es la transformacién con Agrobacterium tumefaciens,
esta bacteria del suelo es un patdégeno vegetal que transfiere un segmento de su propio
ADN dentro de las plantas hospederas, lo que produce una proliferacién de células en
las partes de la planta mas cercanas al nivel del suelo (tumores del cuello o Crown Gall

disease) (Tomlinson & Fuqua, 2009).

La informacion genética para el crecimiento tumoral esta codificada en un fragmento
movil de ADN circular o plasmido, llamado plasmido-Ti (Ti= tumor inducing), cada
extremo de la secuencia de T-DNA lleva sefales genéticas especializadas para permitir
la transferencia genética de forma natural; cuando Agrobacterium infecta una planta,
transfiere el T-DNA en un sitio aleatorio del genoma de la planta (Escobar & Dandekar,
2003).

La habilidad natural de Agrobacterium tumefaciens se utiliza en la ingenieria genética
para transformar plantas a través de la transferencia de genes externos dentro de plantas,
para lograr esto, el T-DNA (vector) se corta del plasmido bacteriano y se reemplaza con
el gen externo deseado; la transferencia de genes con agrobacterias es un método que
funciona especialmente bien para plantas dicotiledoneas como papas, tomates y tabaco.
Sin embargo, en las ultimas dos décadas se ha logrado adecuar para plantas

monocotileddneas como el maiz (Hiei et al., 2014).

2.6 MAIZ TRANSGENICO TOLERANTE A HERBICIDAS.

Los cultivos transgénicos tolerantes a herbicidas son utilizados junto con un herbicida no
selectivo que afecta a todas las plantas sensibles, mediante la interrupcién de una via
metabdlica esencial, y no a las plantas genéticamente modificadas. Los sistemas
comerciales mas utilizados de control de malezas, que incluyen una planta transgénica y
el herbicida correspondiente, son: Roundup Ready® (ingrediente activo: glifostato) y

Liberty Link (ingrediente activo: glufosinato) (Mulwa & Mwanza, 2006).

Mundialmente se encuentran disponibles 121 eventos transgénicos de maiz (simples y
apilados) de resistencia a herbicidas (ISAAA, 2015b). En la siguiente tabla se observan
los genes utilizados por la biotecnologia para conferir tolerancia a herbicidas en los

cultivos transgénicos aprobados para consumo en México.
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Tabla 5. Genes utilizados para conferir tolerancia a herbicidas en algunos de los eventos
transgénicos disponibles comercialmente en el mundo (ISAAA, 2015).

Caracteristica: Tolerancia al herbicida glufosinato
Gen Origen del gen Producto Funcién
bar Streptomyces hygroscopicus Enzima fosfinotricina | Elimina la actividad herbicida
N-acetiltransferasa del glufosinato (fosfinotricina)
(PAT) por acetilacion
pat Streptomyces viridochromogenes Enzima fosfinotricina | Elimina la actividad herbicida
N-acetiltransferasa del glufosinato (fosfinotricina)
(PAT) por acetilacion
pat (syn) Forma sintética del gen pat derivado | Enzima fosfinotricina | Elimina la actividad herbicida
de Streptomyces | N-acetiltransferasa del glufosinato (fosfinotricina)
viridochromogenes cepaTu 494 (PAT) por acetilacion
Caracteristica: Tolerancia al herbicida glifosato
Gen Origen del gen Producto Funcion
2mepsps Zea mays Enzima 5-enolpiruvil | Disminuye la afinidad de union
shikimato-3-fosfato para el glifosato, aumentando
sintasa (version doble | asi la tolerancia al herbicida
mutante)
cp4 epsps | Agrobacterium tumefaciens cepa | Forma tolerante al | Disminuye la afinidad de union
(aroA:CP4) CP4 herbicida de 5- | para el glifosato, aumentando
enolpiruvil shikimato- | asi la tolerancia al herbicida
3-fosfato sintasa
(EPSPS)
epsps Gen sintético; similar al gen epsps | Enzima  5-enolpiruvil | Confiere tolerancia a
grg23ace5 grg23 de la bacteria del suelo | shikimato-3-fosfato herbicidas con glifosato
Arthrobacter globiformis sintasa (EPSPS) o
proteina EPSPS ACES
goxv247 Ochrobactrum anthropi cepa LBAA Glifosato oxidasa Confiere tolerancia a
herbicidas  degradando el
glifosato a acido
aminometilfosfonico y (AMPA)
y glioxilato
mepsps Zea mays Enzima modificada 5- | Confiere tolerancia a
enolpiruvil shikimato- | herbicidas con glifosato
3-fosfato sintasa
(EPSPS)
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http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=1&Gene=bar
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=38&Gene=pat
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=4&Gene=pat%20(syn)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=22&Gene=2mepsps
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=7&Gene=cp4%20epsps%20(aroA:CP4)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=7&Gene=cp4%20epsps%20(aroA:CP4)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=96&Gene=epsps%20grg23ace5
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=96&Gene=epsps%20grg23ace5
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=8&Gene=goxv247
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=46&Gene=mepsps

2.6.1 Glifosato.

Se han desarrollado numerosas variedades de maiz transgénico tolerante a distintos
herbicidas. Sin embargo, el glifosato es el herbicida mas utilizado en los cultivos
transgeénicos y su uso ha aumentado exponencialmente en los ultimos afos a partir de la

introduccién de dichos cultivos (Marquez et al., 2016).

El nombre comun “glifosato” es utilizado indiscriminadamente en la literatura publicada,
denominando a varios compuestos quimicos que difieren substancialmente de la sal de
isopropil amina de N-fosfonometil glicina o sal IPA de glifosato (en inglés, glyphosate-IPA

salt), por ejemplo, el acido de glifosato grado técnico (Cuhra et al., 2016).

Se utilizan varios tipos de glifosato como ingrediente activo en los herbicidas, estos son
principalmente las sales: isopropil amina de glifosato, glifosato de amonio, glifosato-
sesquisodio y glifosato-trimesio. Debido a su solubilidad en agua, son estas sales de
glifosato las que se utilizan en las formulaciones de herbicidas para la agricultura y, por
lo tanto, son liberadas al ambiente y son la fuente de los residuos o metabolitos

encontrados subsecuentemente en los alimentos (Cuhra et al., 2016).

El glifosato se utiliza para el control de malezas como un herbicida complementario en
conjunto con plantas genéticamente modificadas (marca comercial: Roundup®) (Monaco
et al., 2002). El glifosato se asperja en las hojas de los cultivos, en donde es absorbido y
transportado a través de toda la planta, una vez dentro inhibe la enzima 5-
enolpiruvatoshikimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), necesaria para la producciéon de
aminoacidos aromaticos esenciales para la planta como: fenilalanina, tirosina y triptéfano
(Villalba, 2009). Si el glifosato previene que la planta produzca estos aminoacidos, esta
dejara de crecer y morira dentro de los siguientes tres a siete dias; debido a su efecto
téxico en casi todas las plantas, ha sido utilizado como un herbicida de amplio espectro

alrededor del mundo por mas de 20 afos (Funke et al., 2006).

Los métodos para introducir resistencia a glifosato en plantas son principalmente dos: 1)
la expresion de una forma insensible de la enzima EPSPS, 2) la detoxificacién de la

molécula de glifosato (Pollegioni et al., 2011).

34



El método mas comun para conferir tolerancia al herbicida glifosato en las plantas,
consiste en aislar un gen (cp4 epsps) de la cepa CP4 de Agrobacterium tumefaciens el
cual es transferido a la planta, el gen codifica para la enzima CP4-EPSPS, la cual
presenta una conformacion alterada debido a cambios en la secuencia de aminoacidos
fuera de su sitio activo, como resultado el herbicida no se une para inhibir la produccién
de aminoacidos esenciales y por tanto la planta GM puede ser tratada con glifosato sin

que sufra ningun efecto nocivo en ella (Pollegioni et al., 2011).

A nivel mundial existen 121 eventos aprobados de maiz resistente a algun herbicida y
México hasta ahora ha aprobado para su consumo 57 eventos transgénicos de este tipo,

los cuales en su mayoria se encuentran como eventos apilados (ISAAA, 2015b).

2.6.2 Uso de herbicidas desde la introduccion de OGMs.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés)
es la agencia especializada en cancer de la Organizacion Mundial de la Salud. En 2015
dicha agencia realiz6 una evaluacidon sobre la carcinogenicidad de cinco pesticidas
organofosforados, entre ellos el glifosato (IARC/WHO, 2015). El glifosato fue clasificado
como probable carcinogénico (Grupo 2A). En la clasificacion establecida por la IARC, que
una sustancia sea categorizada en el grupo 2A significa que es probablemente
carcinogénico en humanos. Dicha categoria es utilizada cuando hay evidencia limitada
de carcinogenicidad en humanos y evidencia suficiente de carcinogenicidad en animales
experimentales. Evidencia limitada significa que hay una asociacion positiva que se ha
observado entre la exposicion al agente y el cancer, pero que no se pueden descartar
otras explicaciones para las observaciones (tales como el azar, sesgo, etc.); esta
categoria también se utiliza cuando existen datos contundentes de cdmo el agente causa
cancer (IARC/WHO, 2015).

Para el caso del glifosato, la IARC concluyé que existe suficiente evidencia de
carcinogenicidad en animales de laboratorio. Algunos estudios revisados para esta
evaluacién demostraban que en comunidades donde habia sido asperjado glifosato, el

herbicida también causé dafo cromosomal y al ADN en células humanas, asi como un
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aumento en marcadores de dafio cromosomal en muestras de sangre de pobladores una

comunidad (Guyton et al., 2015).

En el informe de la IARC se menciona que el glifosato es el herbicida mas utilizado en la
agricultura a nivel mundial, ademas de que su uso se ha incrementado a partir del
desarrollo de cultivos genéticamente modificados para ser resistentes a éste, también se
ha utilizado en la silvicultura, en zonas urbanas y para aplicaciones domésticas, se ha
detectado en el aire, en el agua y en diversos alimentos; la poblaciéon en general esta
expuesta a glifosato principalmente a través de la fumigacién cerca de zonas
residenciales, por el uso en el hogar, y en la dieta, aunque segun el reporte los niveles
detectados son generalmente bajos (IARC/WHO, 2015).

Para determinar si solo los individuos que estan en contacto directo con glifosato o con
alimento para ganado contaminado con el mismo, estaban en riesgo de envenenamiento
por glifosato, se condujo un estudio en una poblacién urbana en Berlin, se examiné la
orina de empleados, periodistas y abogados, que no tenian contacto directo con glifosato
y ni con actividades agricolas. El estudio encontré glifosato en todas las muestras de
orina en valores que van de los 0.5 a 2 ng de glifosato por mL de orina, siendo que el

limite para agua potable es de 0.1 ng/mL (Brandli & Reinacher, 2012).

También se ha encontrado glifosato en muestras de sangre y orina de trabajadores
agricultores, indicando absorcidén, como las bacterias del suelo degradan el glifosato a
AMPA (acido aminometilfosfénico), el AMPA en la sangre de los trabajadores que
sufrieron envenenamiento sugiere que las bacterias de la microbiota intestinal humana

metabolizan el herbicida (Guyton et al., 2015).

A partir de la clasificacion del glifosato como probable carcinogénico se ha intensificado
el debate publico sobre los cultivos genéticamente modificados (Frayssinet, 2015).
Aunado a esto, desde hace ya varios afios se ha descubierto un rapido aumento en la

emergencia de malezas tolerantes a glifosato (TG) (Duke & Powles, 2009).

A pesar de que algunos expertos y organizaciones afirman que los cultivos
genéticamente modificados han disminuido en general el uso de pesticidas, a partir de
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los datos disponibles del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) y
estudios independientes como los que ha realizado la Union de Cientificos
Comprometidos (UCS) en el mismo pais, se ha podido determinar cual ha sido el

verdadero efecto de estos cultivos.

En Estados Unidos entre 1996 y 2011 se cultivaron 550 millones de hectareas de maiz
tolerante a herbicidas (TH). En 2011 el 72% del maiz sembrado correspondia a maiz TH
(Benbrook, 2012) y actualmente se calcula que alrededor del 90% del maiz cultivado es
tolerante a glifosato (Benbrook, 2016).

Actualmente los cultivos tolerantes a glifosato o Roundup Ready® (RR) representan la
mayoria de los cultivos TH a nivel mundial (ISAAA, 2015b). Estos cultivos fueron
adoptados porque en su momento se ofrecio a los agricultores un sistema de manejo de
malezas mas simple y flexible que los sistemas de dosis bajas, ya que prometia ser mas
eficaz contra las malezas no deseadas e implicaba menor tiempo y esfuerzo para
eliminarlas (Gurian-Sherman & Mellon, 2013); como consecuencia desde 1996 y hasta
2008, los cultivos tolerantes a herbicidas diferentes al glifosato, desaparecieron o se
plantaron en relativamente pocas hectareas (p.ej. tolerantes a glufosinato: algodén y
maiz Liberty Link) (Benbrook, 2012).

Como se observa en la Tabla 6, al comparar la tasa de uso de glifosato por hectarea en
cultivos no-TH, los cultivos TH han incrementado el uso de glifosato en los Estados
Unidos en un estimado de 993 millones de kilogramos de 1995 a 2014 comparado con
afios anteriores, sélo en la década de 2005 a 2014 se utilizaron 1,070 millones de
kilogramos, lo que representé alrededor del 71% del uso de glifosato desde la

introduccioén de los cultivos transgénicos (Benbrook, 2016).
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Tabla 6. Uso de glifosato en Estados Unidos: 1974-2014 (miles de kilogramos).
Modificado de (Benbrook, 2016).

1974 | 1982 | 1990 | 1995 2000 2005 2010 2012 2014
Uso de glifosato
635 | 3538 | 5761 | 18,144 | 44,679 | 81,506 | 118,298 | 118,753 | 125,384
(1000kg)
Uso Agricola
363 | 2268 | 3357 | 12,474 | 35,720 | 71,441 | 106,963 | 113,356 | 107,192
(1000kg)
Uso No- agricola
272 | 1270 | 2404 | 5670 8958 | 10,065 | 11,335 | 11,562 | 12,029
(1000kg)
Aportacion agricola
%) 571 | 641 | 58.3 | 68.8 79.9 87.7 90.4 90.3 90.4
0
Aportacion no
429 | 359 | 417 | 313 20.1 12.3 9.6 9.7 9.6
agricola (%)

En Estados Unidos, el

incremento del uso de (glifosato en maiz ha crecido

exponencialmente, especialmente después de la introduccion del maiz GM, del afo 2000

al 2005 hubo un dramatico incremento de mas del 500%, y posteriormente en 2010 el

incremento fue de alrededor del 270% (Tabla 7). En 2012, tan solo en Estados Unidos se

aplicaban 31 millones de kilogramos de glifosato en los cultivos de maiz GM y un total de

70.2 millones de kilogramos en todo el mundo (Tabla 8).

Tabla 7. Cantidad de glifosato aplicado en maiz de 1990-2014 en Estados Unidos.

Modificado de (Benbrook, 2016).

Uso de glifosato en maiz
Ano | en Estados Unidos (kg)
1990 399,191
1995 1,188,802
2000 2,167,856
2005 11,606,106
2010 31,522,095
2014 31,274,945
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Tabla 8. Uso de glifosato en maiz tolerante a herbicidas (millones de kilogramos).
Modificado de (Benbrook, 2016).

Uso de G’Iifosato 2010 2011 2012
en maiz TH
Norteamérica
(millones de kg) 26.1 285 219
Res_to del mundo 2163 371 39.2
(millones de kg)
Total (nlm(lgl’l;)nes de 47.7 65.6 70.2

El glifosato es un herbicida de dosis relativamente alta que se aplica usualmente en una
tasa entre 0.67 y 0.9 kg por hectarea; debido a que el herbicida no se puede asperjar en
las plantas no-GM, raramente se habian observado residuos de glifosato en alimentos
(Benbrook, 2012). Sin embargo, se ha dado un aumento del numero de aplicaciones de
glifosato al final de temporada en trigo, cebada y otros cultivos (Figura 4), utilizandolo
como desecante para los cultivos maduros como ayuda para la cosecha, y también como

control para malezas (Marquez et al., 2016).

[ Other crops

Pasture and hay
1 Alfalfa

I Orchards and grapes
1 Rice

=3 Vegetables and fruit
[E3 Cotion

Bl \Wheat

1 Soybeans

1 Com

Estimated use in million pounds

Figura 4. Uso de glifosato por afio y cultivo en Estados Unidos. Tomado de (Marquez et
al., 2016).

En el ano 2010 en Reino Unido, se realizé un estudio en el que 5.6% de 107 muestras
de pan contenian residuos de glifosato. Tres de esas muestras contenian 0.5 ppm de

glifosato, un nivel relativamente alto comparado con los demas pesticidas encontrados
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en dichas muestras de pan. (United Kingdom Health and Safety Executive & Pesticide
Residues in Food, PRIiF, 2010).

Aunado a esto, el USDA, ha dejado de monitorear el uso de pesticidas en soya desde el
2006 debido a recortes de presupuesto, justo cuando comenzaron a generarse malezas
resistentes a glifosato y por lo tanto también a incrementarse el uso de herbicidas en

algunas zonas de Estados Unidos (Benbrook, 2012).

El uso de pesticidas en general (herbicidas e insecticidas), por los cultivos GM, aumenté
un total de 183 millones de kilogramos en Estados Unidos desde 1996, comparado con
el uso de pesticidas que hubiera habido en ausencia de cultivos GM, lo que representa
un aumento del 7% en uso de pesticidas y un incremento de 0.21 kg/ha del ingrediente

activo por cada hectarea plantada con cultivos GM (Benbrook, 2012).

2.6.3 Malezas resistentes a glifosato.

Después de la adopcion de los cultivos TH, el aumento en el uso de herbicidas ha
producido un incremento en el numero de malezas resistentes, antes de la adopcion de
cultivos RR practicamente no se conocian las malezas resistentes a glifosato (Benbrook,
2012). Por otro lado, la respuesta de las industrias de semillas y pesticidas para
solucionar el problema de malezas resistentes ha sido ofrecer una nueva generacion de
cultivos tolerantes no sélo a glifosato, sino también a herbicidas mas viejos y toxicos,
como dicamba y 2,4-D (Gurian-Sherman & Mellon, 2013), por lo que el resultado final es

un mayor uso de agrotoxicos que soélo exacerbaran el problema actual.

A mediados de 1990, cientificos de Monsanto, creadores de la tecnologia Roundup
Ready® (RR), publicaron un articulo argumentando con base en la historia de alrededor
de 20 anos en el uso de herbicidas, que la evolucién de malezas resistentes era poco
probable, y la relativa ausencia de malezas resistentes (Bradshaw, 1997).

De acuerdo a la Sociedad Americana de Ciencia de las Malezas (WSSA, por sus siglas
en inglés), hasta 2012 mas de 5.7 millones de hectareas se encontraban infestadas con
malezas resistentes a glifosato (WSSA, 2012). En 2015 la WSSA enlisté 34 especies de

malezas resistentes a glifosato (www.weedscience.org). Otro estudio sugiere que
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alrededor de 40 millones de hectareas se encuentran afectadas por malezas resistentes
a glifosato en Estados Unidos (Abel, 2015).

Las malezas resistentes a glifosato se han convertido en un serio problema a causa de
la dependencia total al herbicida debido a que los cultivos TG hacen posible la aplicacion
de glifosato durante toda la temporada de crecimiento (Gurian-Sherman & Mellon, 2013),
por lo que el uso constante ha puesto a las poblaciones de malezas bajo una presion de
seleccién progresivamente intensificada y sin precedentes, desencadenandose las
condiciones perfectas para la emergencia de malezas resistentes a dicho herbicida
(Mortensen, 2012). EI mecanismo para la resistencia a glifosato se debe a que la
amplificacion del gen epsps, es decir, el aumento en el numero de copias del gen, es
heredable, cuestion que pondria en riesgo el “éxito” de los cultivos tolerantes a glifosato
asi como la sustentabilidad del glifosato como el herbicida mas importante del mundo
(Gaines et al., 2010).

La generacion de resistencia a glifosato representa también una amenaza econémica, en
el caso del algodon ya ha sucedido que los productores estadounidenses se han visto
forzados a dejar de cosechar sus cultivos debido a la invasion de malezas como el
amaranto (Benbrook, 2012). Los productores, al tratar de resolver dicho problema, han
aumentado las tasas de aplicacion del herbicida que utilizan, realizan multiples
aplicaciones y aplican ingredientes activos adicionales de diferentes herbicidas; ademas
de implementar otras estrategias que, junto con la tecnologia transgénica de tolerancia a

herbicidas, evidentemente incrementan los costos de produccién (Benbrook, 2012).

Se ha encontrado que el manejo de malezas incrementan los costos por hectarea entre
50% y 100% o incluso mas en aquellos campos con infestacion con malezas resistentes
a glifosato (Abel, 2015). Los costos asociados a la tecnologia de TH incluyen ademas de
los herbicidas, el de la semilla genéticamente modificada para resistir a la aplicacion de
estos. En la década de 1970 los agricultores estadounidenses podian guardar semilla de
maiz para replantar, con la transicién hacia la compra de semilla de maiz hibrida
convencional y finalmente con el uso de semilla de maiz GM se ha dado un aumento en
los costos por hectarea (periodo 1975-2011) calculado en alrededor de 920% (Marquez
et al., 2016; Benbrook, 2012).
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Por otro lado, si se aprobaran mas cultivos tolerantes al 2,4-D y dicamba, el uso de dichos
herbicidas podria significar el mismo problema que con el glifosato debido a que existen
por lo menos nueve malezas resistentes al 2,4-D (WSSA, 2012). Las malezas resistentes
a glifosato emergen en campos aislados, pero su polen, genes y semillas pueden viajar
extensivamente y se pueden esparcir rapidamente, especialmente si el glifosato sigue
siendo ampliamente utilizado (Owen, 2008). Desafortunadamente se espera que crezca
el numero de hectareas de cultivos resistentes a glifosato, como consecuencia también
las poblaciones de malezas resistentes al mismo y por lo tanto se incrementara tanto el

numero de herbicidas utilizados como la cantidad en kg que se aplica (Benbrook, 2012).

2.6.4 Riesgos potenciales a la salud humana por la exposicion y/o consumo de
glifosato.

Se ha incrementado la preocupacion sobre los riesgos e impactos a la salud que tiene el
uso intensivo de herbicidas. Hasta hace un tiempo las evaluaciones de riesgo estimaban
que el glifosato se encontraba entre los herbicidas mas seguros en términos de dafios a
la salud (Benbrook, 2012).

Dado que ya se ha demostrado que existen residuos de herbicidas en los alimentos, se
han llevado a cabo numerosos estudios con modelos animales sobre la toxicidad al
herbicida glifosato, lo que permite tener una perspectiva sobre los dafios potenciales a la
salud humana (Bghn, 2014).

En la investigacion biomédica los ensayos con animales modelo (por ejemplo, ratones,
ratas, conejos, cerdos, simios) son ampliamente usados para estudiar el grado de
toxicidad y los dafos colaterales ocasionados por nuevos medicamentos o productos

comerciales en humanos, animales o el medio ambiente (Dell, 2000).

Algunos de los estudios incluyen la evaluacion de los efectos adversos que pueden ocurrir
con una primera exposicion o una unica dosis de alguna sustancia (toxicidad aguda),
otros estudios buscan evaluar el potencial de una sustancia para interactuar con el
material genético (genotoxicidad), otros estudios buscan identificar si la toxicidad ocurre

después de una exposicion continua a una sustancia (estudios de toxicidad de dosis
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repetida), otros estudios se llevan a cabo para encontrar si algun tipo de cancer se
desarrolla como resultado de la exposicion a ciertos quimicos, y otros que se realizan
para asegurar la inocuidad de medicamentos o substancias (Nuffield BioEthics, 2014).
Existen investigaciones sobre el efecto a nivel de salud animal (por ejemplo, ratas o

cerdos) por el consumo de organismos genéticamente modificados.

La toxicidad de las formulaciones de herbicidas no puede ser completamente entendida
sin conocer la toxicidad especifica de cada uno de sus componentes y de sus efectos
combinados. Sorprendentemente, para medir sus efectos adversos, los principios activos
de los herbicidas se evaluan a nivel regulatorio de forma individual, sin embargo los
adyuvantes, son clasificados como inertes sin llevar a cabo una adecuada evaluacién
(Mesnage et al., 2013).

El herbicida comercializado por la compafiia Monsanto como Roundup®, es una mezcla
de glifosato y varios adyuvantes a diferentes concentraciones, éstos ultimos han sido
poco estudiados y se han medido poco en el ambiente ya que usualmente se consideran
inertes y estan protegidos como “secreto comercial’; sin embargo, dentro de estos
adyuvantes, uno de los mas predominantes es el POEA o POE-15 (polioxietilenamina),
el cual tiene cierta toxicidad por si solo y en combinacion con glifosato, la formulacion se
vuelve mas activa (Williams et al., 2000). Estos adyuvantes, facilitan la penetracion del
glifosato a través de las membranas plasmaticas, potencializando su accién e

incrementando su estabilidad y bioacumulacién (Benachour & Séralini, 2009).

Uno de los estudios mas recientes sobre toxicidad del herbicida Roundup® que utilizo el
analisis de perfil transcriptomico y se realizé en un modelo sistémico de ultra-baja dosis
ambiental en animales de laboratorio, sugiere que la exposicion cronica a herbicidas
basados en glifosato, puede resultar en dafo hepatico y renal con implicaciones
potencialmente significativas para poblaciones humanas y animales (Mesnage et al.,
2015). Se encontraron perturbaciones en genes los cuales reflejaron condiciones
lipotéxicas en rifdn e higado, relacionadas con la administracion cronica del herbicida
Roundup®, ademas de un incremento en el crecimiento celular que puede estar
relacionado un mecanismo de regeneracion en respuesta a los efectos toxicos causados

por el dano tisular. Se observaron patologias a nivel bioquimico, histolégico y anatémico,
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lo que se relaciond con las alteraciones observadas en la expresion de genes (Mesnage
et al., 2015).

En 2009 se publicé un articulo en el que se evaluaba la toxicidad de formulaciones del
herbicida Roundup® en tres diferentes tipos de células humanas: umbilicales,
embrionarias y placentarias. Los niveles de dilucion utilizados estaban muy por debajo
de los recomendados en la agricultura, y correspondian a bajos niveles de residuos en
alimentos. Todas las formulaciones causaron muerte celular total en las primeras 24
horas por inhibicion de la actividad de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa,
y necrosis por la liberacidén de adenilato cinasa citosdlica indicando dafio a la membrana,
también indujeron apoptosis via activacion enzimatica de caspasas, lo que fue
confirmado por wuna caracteristica fragmentacion del ADN, picnosis nuclear
(condensacion de la cromatina) y cariorrexis (estallido del nucleo de la célula) (Benachour
& Séralini, 2009).

En el mismo estudio se evalu6 el acido aminometilfosfonico (AMPA), que es el principal
metabolito del glifosato, asi como el adyuvante POEA (presente en la formulacion de
Roundup®), se observd que estas dos moléculas por separado y también de forma
sinérgica dafian las membranas celulares, tal y como lo hace el herbicida Roundup® pero
a diferentes concentraciones. Las mezclas fueron generalmente aun mas dafinas con
glifosato. En conclusion el estudio confirmé que los adyuvantes como POEA cambian la
permeabilidad de las membranas celulares humanas y amplifican la toxicidad ya inducida
por el glifosato a través de apoptosis y necrosis, y el herbicida ademas de dafio celular,
puede causar muerte celular a concentraciones residuales que pueden esperarse en
alimentos derivados de cultivos tratados con el herbicida Roundup® (Benachour &
Séralini, 2009).

Posteriormente en 2013 el mismo grupo de investigacion evalud la toxicidad de los
adyuvantes del herbicida Roundup® en células hepaticas, embrionarias y placentarias
humanas, demostrando que las 9 formulaciones (a diferentes concentraciones de los
adyuvantes etoxilados) a base de glifosato utilizadas fueron mas toéxicas que el glifosato

por si solo. De todas las formulaciones utilizadas, el POE-15 fue el mas toxico en células
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humanas, teniendo efectos en la respiracion celular y en la integridad de la membrana a

dosis ocupacionales/ambientales de 1y 3 ppm (Mesnage et al., 2013).

En otro estudio se demostré que el herbicida Roundup®, causa pronunciados efectos
citotoxicos en células epiteliales de tejido bucal. Por otra parte, las pruebas de
genotoxicidad demostraron que tanto el compuesto activo glifosato como su formulacién
Roundup® inducen ruptura del ADN, asi como anomalias nucleares que reflejan
inestabilidad del mismo, incluyendo dafio cromosomal. Se observd que la formulacion
Roundup®, produce dafio en la membrana celular e interfiere con la sintesis de proteinas
a una concentracion de 10 mg/L (Koller et al., 2012). La formulacién de Roundup®
probada en este estudio contenia 450 g/L de glifosato y debia ser diluido segun las
instrucciones del fabricante a 1-3% antes de su uso (concentracion final 4,500-13,500
mg/L). El hecho de que se hayan encontrado efectos agudos y genotdxicos significativos
en concentraciones entre 10 y 20 mg/L después de 20 min, indica que una exposicion
corta a una dilucion asperjada puede causar efectos adversos en células de la cavidad

oral y posiblemente en epitelio respiratorio (Koller et al., 2012).

Se conoce que alrededor del 90% de todos los casos de cancer en humanos tienen un
origen epitelial (Cooper, 2000), por lo que las observaciones del dafio al ADN en células
epiteliales de la cavidad oral, podria ser un indicio de potenciales efectos adversos en la
poblacién por el uso de herbicidas a base de glifosato (Koller et al., 2012).

Ademas de este estudio existen muchos otros que desde hace mas de una década
indican que existe una correlacion entre la exposicion a glifosato y una elevada incidencia
de diferentes tipos de cancer en humanos, tales como: mieloma multiple (De Roos et al.,
2005) y linfoma no-Hodgkin (Eriksson et al., 2008).

Existen mas evidencias que sugieren que los residuos de herbicidas a base de glifosato
representan un riesgo para las funciones del higado y rindn: se observaron efectos
hepaticos del glifosato incluyendo su habilidad para interrumpir la fosforilacion oxidativa
mitocondrial en el higado de ratas (Olorunsogo et al., 1979), también se habia observado
su habilidad transportar protones al aumentar la permeabilidad de la membrana

mitocondrial a los protones Ca?* (Olorunsogo, 1990), puede desencadenar la produccion
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de especies reactivas de oxigeno, lo que resulta en estrés oxidativo (De Liz Oliveira et
al., 2013).

Se ha detectado una elevacién en los marcadores de estrés oxidativo en higado y rifién
de ratas después de exposicion subcronica a herbicidas a base de glifosato a la
concentracion permitida de glifosato en agua potable en Estados Unidos (700 pg/L)
(Larsen et al., 2012). También se han observado cambios histolégicos en higado y
alteraciones bioquimicas clinicas en ratas que consumian 4.87 mg/kg p.c. de glifosato

cada 2 dias por un periodo de 75 dias (Benedetti et al., 2004).

En estudios metabdlicos realizados en animales de granja y de laboratorio, se observaron
niveles de glifosato y AMPA en tejidos de higado y rindn que eran 10 o hasta 100 veces
mayores que los niveles encontrados en tejido adiposo, muscular y otros tejidos (BfR,
2014). En vacas lecheras, los niveles elevados de glifosato en orina se han
correlacionado con alteraciones en parametros bioquimicos de plasma sanguineo, que
son indicativos de estrés oxidativo en higado y rindn y de reduccién en los niveles de

micronutrientes (Krlger et al., 2013).

Ademas de los efectos citotoxicos, se ha sugerido que los herbicidas a base de glifosato
pueden interrumpir diversos sistemas de sefalizacion enddcrina, incluyendo vias como
las del estrégeno pudiendo ejercer efectos proliferativos en cancer de mama dependiente
de hormonas (Thongprakaisang et al., 2013) y la via del acido retinoico, teniendo efectos

teratogénicos en anfibios (Paganelli et al., 2010) y mamiferos (Antoniou et al., 2012).

Cuando se realizan aplicaciones de glifosato al final de la temporada de crecimiento, es
mas probable que haya residuos de glifosato en los cultivos de silaje o forraje. Como
resultado se han encontrado residuos de herbicidas en leche, carne y otros productos
animales; también, cuando se aplican herbicidas en temporadas calurosas, aumenta el
riesgo de que estos se volatilicen y viajen por el aire, exponiendo a las poblaciones por
este medio asi como por el agua o con los cultivos que crecen a la proximidad (Benbrook,
2012).
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En general, la regulacion de quimicos potencialmente toxicos, por ejemplo, los herbicidas,
se basa en la informacion cientifica producida por la industria, que a menudo tiene fuertes
incentivos financieros para su uso sin restricciones (Cuhra, 2015). Existe una paradoja
sobre la regulacion de glifosato ya que, a medida que ha aumentado la evidencia que
demuestra su alta toxicidad, también ha aumentado el limite maximo residual (LMR)
(Cuhra et al., 2016). En teoria, en las politicas basadas en investigacién cientifica, la
evidencia de mayor toxicidad por una sustancia o producto, deberia tener como efecto
una disminucion en los niveles de aceptacion por las agencias regulatorias. En el caso
del glifosato, la evolucion sobre su regulacion ha sido lo opuesto: el incremento en su

aceptacion esta positivamente relacionado con su toxicidad (Cuhra et al., 2016).

En 2002, la Unién Europea establecidé una ingesta diaria admisible (IDA) para la
exposicion diaria a glifosato, de 0.3 miligramos por kilogramo de peso corporal por dia
(mg/kg p.c /d) (FOEE, 2013a), esto significa que un consumo “aceptable” de residuos de
glifosato para un nifio de 20 kg seria de 6mg. La FAO ha establecido una IDA mayor, de
hasta 1 mg/kg p.c./dia, lo que significa que seria aceptable para un nifio de 20 kg
consumir 20mg de glifosato cada dia (FAO, 2016) y el limite maximo residual establecido

por el Codex Alimentarius de la FAO, es de 5 mg/kg de glifosato en maiz.

Se ha sugerido que la IDA deberia fijarse en 0.025 mg/kg p.c/dia (Antoniou et al., 2012).,
con base algunos estudios toxicoldégicos donde se encontré que el herbicida es un un
potente disruptor hormonal y que altera el desarrollo reproductivo en ratas que fueron
expuestas durante la pubertad (Romano et al.,, 2010) y que también causa dafo
irreversible a células hepaticas de raton (Benedetti et al., 2004). en dosis inferiores a los

establecidos por la FAO.

Desde 1991, el USDA conduce un programa que recolecta datos sobre residuos de
pesticidas en alimentos. Sin embargo, en el ultimo reporte sobre pesticidas no se incluye
informacion sobre glifosato, a pesar de la clasificacion del herbicida como probable
agente carcinogénico, no se han actualizado los limites residuales permitidos ni la ingesta
diaria admisible en la base de datos disponible del USDA, y actualmente no se realizan

pruebas para detectar residuos en alimentos (Gillam, 2013; USDA, 2016).
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En una extensa revision de articulos cientificos que comprueban los efectos dafinos del
glifosato, se ha descrito que el herbicida, inhibe las enzimas del citocromo P450 (CYPs),
las cuales estan implicadas en la detoxificacion de xenobiéticos, incrementando asi los
efectos daninos de otros residuos quimicos transmitidos por alimentos y toxinas
ambientales. El impacto negativo puede presentarse lentamente con el tiempo al daiar
sistemas celulares en el organismo. Se observé cémo la interferencia del herbicida con
las enzimas CYPs, actua sinérgicamente en la disrupcion de la biosintesis de
aminoacidos aromaticos que llevan a cabo las bacterias de la microbiota intestinal, asi
como en el deterioro del transporte de sulfato. Por lo que la ingesta de glifosato se ha
relacionado con muchas de las enfermedades asociadas con una dieta occidental:
desordenes gastrointestinales, obesidad, diabetes, enfermedades del corazon,

depresion, autismo, infertilidad, cancer y Alzheimer (Samsel & Seneff, 2013b).

En una segunda entrega de esta revision, los autores analizaron los estudios cientificos
que han relacionado al glifosato con la enfermedad celiaca (alergia al gluten), entre una
de sus causas esta el deterioro de las enzimas del citocromo P450, que a su vez produce
deficiencias de vitamina D3 y vitamina A. También se ha observado la capacidad del
glifosato para quelar elementos como el hierro, cobalto, molibdeno y cobre, cuyas

deficiencias también se relacionan con esta enfermedad (Samsel & Seneff, 2013a).

Un estudio realizado en Estados Unidos, encontrd glifosato en dos tercios y hasta en un
100% en muestras de aire y agua de lluvia, en Mississippi y lowa (Chang et al., 2011),
cuestion que demuestra como el uso intensivo de este tipo de agroquimicos no

permanece unicamente en el lugar de aplicacién.

Los anfibios son especialmente vulnerables a la exposicion con pesticidas, debido a que
pueden absorber quimicos a través de su piel, asi como también a través de la
alimentacion. En experimentos de laboratorio, los embriones de rana expuestos a
diluciones de herbicidas que contenian glifosato mostraron malformaciones craneales y
faciales, asi como acortamiento corporal, microcefalia y defectos oculares, también en
ranas adultas también se observaron efectos adversos anatémicos (Paganelli et al.,
2010).

48



Gracias a estudios existentes sobre los efectos de los herbicidas como el de Paganelli y
colaboradores, asi como del estudio epidemiolégico en Paraguay que encontrd que las
mujeres que estuvieron expuestas a herbicidas asperjados en zonas agricolas durante el
embarazo tuvieron descendencia con defectos de nacimiento, particularmente
microcefalia, anencefalia y malformaciones craneales (Benitez-Leite, Macchi, & Acosta,

2009), en Argentina se empezaron a investigar los efectos del glifosato.

Se encontraron reportes sobre el incremento en defectos de nacimiento y abortos
espontaneos en areas cultivadas con cultivos genéticamente modificados en Argentina,
las familias afectadas habitaban zonas localizadas a unos metros de donde se
asperjaban herbicidas (Antoniou et al., 2010); un estudio previo confirmé que el glifosato
y su formulacion Roundup®, pueden pasar a través de la placenta humana y llegar al
compartimento fetal, donde ademas dafian las células embrionarias humanas
(Benachour et al., 2007; Poulsen et al., 2009).

2.6.5 Impactos ambientales del herbicida glifosato.

Sobre los impactos ambientales ligados a la tecnologia de tolerancia a herbicidas, uno
de los mas estudiados ha sido la capacidad de deterioro que tiene el glifosato sobre las
comunidades microbianas del suelo, de forma que aumenta la vulnerabilidad de las
plantas hacia los organismos patégenos como Fusarium, debido a que en la tierra que
rodea la raiz de la planta de maiz se incrementa la proporcion de bacterias oxidantes de
manganeso y decrece la poblacion de Pseudomonas, las cuales son antagonistas de los
hongos patogenos (Fernandez et al., 2009; Kremer & Means, 2009), al mismo tiempo
disminuyen la disponibilidad de ciertos nutrientes y micronutrientes en los suelos, gracias
a que la molécula de glifosato es un fuerte quelante de metales como el niquel, el cual es

esencial para microorganismos simbidticos fijadores de nitrégeno (Zobiole et al., 2010).

Las hierbas o malezas comunes pueden ser importantes fuentes alimentarias para
diversas especies de insectos, aves y otros animales en areas agricolas, por lo que los
cultivos transgénicos tolerantes a glifosato pueden afectar la alimentacion de dichos

animales; se ha comprobado que la poblacion de la alondra comun (Alauda arvensis) se
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afectd debido a la ausencia de alimento por el uso de canola tolerante al glifosato (FOEE,
2013b).

Los ambientes donde dominan cultivos resistentes a herbicidas soportan menos
poblaciones de aves e insectos; de 1999 a 2010 se reporté una disminucién del 58% de
la planta algodoncillo y una reduccion del 81% de mariposas monarcas (Pleasants &
Oberhauser, 2013). También el uso indiscriminado de glifosato puede reducir la viabilidad
de lombrices (Casabe et al., 2007) y se ha observado una reduccion en la fijacion de

nitrogeno en cultivos de soya TG (Zobiole et al., 2010).

La abeja (Apis mellifera) es la principal especie polinizadora de cultivos comerciales, se
ha descubierto que al exponerse a dosis de glifosato comunmente usadas en la
agricultura, se dafa su capacidad cognitiva necesaria para recuperar e integrar la
informacion espacial para un exitoso regreso a la colmena, por lo que se afecta la
navegacion de las abejas y pueden haber consecuencias negativas para la colonia y la
polinizacién de cultivos importantes a largo plazo (Balbuena & Tison, 2015). También se
encontré que abejas expuestas a dosis de glifosato utilizadas normalmente en campo,
redujeron su sensibilidad a la sacarosa, a su desempefio para aprender y también se

disminuy6 su memoria a corto plazo (Herbert et al., 2014).

2.7 MAIZ TRANSGENICO RESISTENTE A INSECTOS.

Después de las variedades con tolerancia a herbicidas, los cultivos resistentes a insectos
son el segundo rasgo mas utilizado en plantas transgénicas, la resistencia a insectos es
un rasgo muy comun en maiz y algodén genéticamente modificados (GMO Compass,
2015). La superficie destinada para maiz resistente a insectos en los Estados Unidos ha
alcanzado un 84%, mientras que para maiz tolerante a herbicidas ha alcanzado 89%
(USDA, 2016).

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria del suelo ampliamente utilizada en la agricultura
como insecticida biolégico (Ibrahim et al, 2010). Durante la esporulacion, las células
bacterianas sintetizan cuerpos de inclusién de insecticidas que consisten de proteinas

Cry, activas contra larvas de especies invertebradas. Las proteinas Cry pueden
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encontrarse en la naturaleza en tres formas principales: cristalina, protoxina soluble, y

toxina soluble (Vazquez-Padron et al., 2000).

El modelo “clasico” para explicar el mecanismo de accion de las proteinas Cry establece
lo siguiente: las proteinas cristalinas (Cry) ingeridas e inactivas deben estar solubilizadas
en el ambiente intestinal del insecto a un pH alto (>10). La solubilizacion de las proteinas
cristalinas da como resultado una forma inactiva de la proteina llamada “full-lenght” o de
longitud completa (protoxina) que requiere una posterior escision bioquimica para
producir un pequefio fragmento téxico (delta-endotoxina). Este fragmento debe entonces
unirse a ciertos receptores localizados en el epitelio del intestino medio y de este modo,
inducir la formacién de un poro (también llamado formacion de canal i6nico), que lleva a
la lisis del intestino, resultando en septicemia y en la muerte del insecto (Hilbeck & Otto,
2015).

Sin embargo, en los ultimos afios se ha realizado mas investigacion sobre los modos de
accion de las toxinas para conocer el mecanismo subyacente de la resistencia de algunas
plagas a las toxinas Cry (Soberdn et al., 2012; Storer et al., 2012).

Los productos Bt han sido utilizados para el manejo biolégico de plagas desde hace
cincuenta afos y son “quimicos” aprobados para la agricultura organica, basados en la
premisa de que son inocuos para los humanos, ya que no existen sitios de union para
delta-endotoxina de B. thuringiensis en la superficie de las células intestinales de
mamiferos, por lo que, en teoria los animales no serian susceptibles a estas proteinas,

contrario a los insecticidas quimicos (CERA, 2015).

La transferencia de genes provenientes de Bacillus thuringiensis que codifican para las
toxinas Bt (proteinas Cry) son los responsables de la resistencia a insectos en las plantas
transgénicas. Existen varias clases de proteinas Cry, las mas estudiadas son las Cry 1,
las toxinas Cry 3 y Cry 2 y sus mecanismos de accion han recibido menos atencion
(Hilbeck & Otto, 2015).

Existen diferentes formas de la toxina Bt que son especificamente activas contra ciertos
grupos de insectos, se conocen cerca de 170 toxinas Bt con especificidades variables:
en maiz, para la resistencia a insectos se transfieren diferentes variantes de los genes

Bt, por ejemplo, Cry1Ab, Cry1Ac, y Cry2Ab2 (Hoss et al., 2013). Las variedades de maiz
51



transgénico difieren dependiendo de la variante del gen Bt utilizado, de la cantidad de
proteina Bt que producen y de su distribucion de la planta; algunas variedades de maiz
Bt producen la toxina principalmente en el tallo, mientras que otras la producen en toda
la planta (Lorch & Then, 2007).

En el mundo se han liberado 115 eventos de resistencia a insectos (ISAAA, 2015b), tan
s6lo en México se han aprobado para alimentacién humana (ya sea para uso directo o
como aditivo) 55 eventos transgénicos, que contienen algun gen de resistencia a
insectos, encontrandose en su mayoria como eventos apilados (ISAAA, 2015b). En la
Tabla 9, se encuentran los genes utilizados para conferir resistencia a insectos en los

eventos transgénicos disponibles comercialmente en el mundo.

Tabla 9. Genes utilizados para conferir resistencia a insectos en los eventos transgénicos
disponibles comercialmente en el mundo (ISAAA, 2015).

Caracteristica: Resistencia a insectos cole6pteros

Gen Origen del gen Producto Funcion
cry34Ab1 Bacillus thuringiensis cepa | delta-endotoxina Confiere Resistencia a insectos
PS149B1 Cry34Ab1 coleépteros  particularmente  al

gusano de la raiz del maiz dafiando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio

cry35Ab1 Bacillus thuringiensis cepa | delta-endotoxina Confiere Resistencia a insectos
PS149B1 Cry35Ab1 coledpteros  particularmente  al
gusano de la raiz del maiz dafiando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio

cry3Bb1 Bacillus thuringiensis subsp. | delta endotoxina | Confiere Resistencia a insectos
kumamotoensis Cry3Bb1 coledpteros  particularmente  al
gusano de la raiz del maiz dafiando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio

dvsnf7 Gusano de la raiz del maiz o | Transcrito de ARN de | Interferencia por RNAIi resultando
Western Corn Rootworm (Diabrotica | doble cadena que | en la sub-regulacion de la funcion
virgifera virgifera) contiene un fragmento | del gen blanco Snf7 llevando a la
de 240 pb del gen | mortalidad del gusano del maiz.
WCR Snf7
mcry3A Forma sintética del gen cry3A gene | delta-endotoxin Cry3A | Confiere Resistencia a insectos
de Bacillus thuringiensissubsp. | modificada coleépteros  particularmente  al
tenebrionis gusano de la raiz del maiz dafiando

selectivamente el revestimiento del
intestino medio
Caracteristica: Resistencia a insectos lepidopteros

Gen Origen del gen Producto Funcién
crylA Bacillus thuringiensis delta-endotoxina  del | Confiere resistencia a insectos
grupo de Cry1A lepidépteros dafando

selectivamente el revestimiento del
intestino medio
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http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=39&Gene=cry34Ab1
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=40&Gene=cry35Ab1
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=31&Gene=cry3Bb1
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=104&Gene=dvsnf7
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=45&Gene=mcry3A
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=27&Gene=cry1A

crylA.105

Bacillus
kumamotoensis

thuringiensis subsp.

Proteina
que
proteinas

Cry1A.105

comprende las

Cry1Ab,

Cry1F y Cry1Ac

Confiere resistencia a insectos
lepidopteros dafando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio

crylAb Bacillus thuringiensis subsp. | delta-endotoxina Confiere resistencia a insectos
kurstaki Cry1Ab lepidopteros dafiando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio
cry1Ab Forma sintética de  Cry1Ab | delta-endotoxina Confiere resistencia a insectos
(truncado) | de Bacillus thuringiensis  subsp. | Cry1Ab lepidopteros dafando
kumamotoensis selectivamente el revestimiento del
intestino medio
crylAc Bacillus delta-endotoxina Confiere resistencia a insectos
thuringiensissubsp. Kurstaki  cepa | Cry1Ac lepidopteros dafando
HD73 selectivamente el revestimiento del
intestino medio
crylF Bacillus thuringiensis var. aizawai delta-endotoxina Confiere resistencia a insectos
Cry1F lepidopteros dafando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio
crylFa2 Forma sintética del gen cry1F | Proteina Cry1F | Confiere resistencia a insectos
derivado de Bacillus | modificada lepidépteros dafando
thuringiensis var. aizawai selectivamente el revestimiento del
intestino medio
cry2Ab2 Bacillus thuringiensis subsp. | delta-endotoxina Confiere resistencia a insectos
kumamotoensis Cry2Ab lepidopteros dafiando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio
cry2Ae Bacillus thuringiensis subsp Dakota | delta-endotoxina Confiere resistencia a insectos
Cry2Ae lepidopteros dafando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio
cry9C Bacillus thuringiensis subsp. | delta-endotoxina Confiere resistencia a insectos
tolworthi strain BTS02618A Cry9C lepidépteros dafando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio
mocry1F Forma sintética del gen cry1F | Proteina Cry1F | Confiere resistencia a insectos
de Bacillus thuringiensisvar. aizawai | modificada lepidopteros dafando
selectivamente el revestimiento del
intestino medio
pinll Solanum tuberosum Proteina inhibidora de | Mejora la defensa contra los
la proteasa insectos depredadores mediante la
reduccion de la digestibilidad y la
calidad nutricional de las hojas
vip3Aa20 Bacillus thuringiensis cepa AB88 Proteina insecticida | Confiere resistencia a insectos
vegetativa (variante | lepidopteros dafando
vip3Aa) selectivamente el revestimiento del
intestino medio
Caracteristica: Resistencia multiple a insectos
Gen Origen del gen Producto Funcién
ecry3.1Ab Forma sintética del gen Cry3A y | Proteina quimérica | Confiere resistencia a insectos
Cry1Ab de Bacillus thuringiensis delta-endotoxina lepidépteros dafando

(Cry3A-Cry1Ab)

selectivamente el revestimiento del
intestino medio
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http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=32&Gene=cry1A.105
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=26&Gene=cry1Ab
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=71&Gene=cry1Ab%20(truncated)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=71&Gene=cry1Ab%20(truncated)
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=17&Gene=cry1Ac
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=16&Gene=cry1F
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=51&Gene=cry1Fa2
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=21&Gene=cry2Ab2
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=23&Gene=cry2Ae
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=35&Gene=cry9C
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=52&Gene=mocry1F
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=48&Gene=pinII
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=44&Gene=vip3Aa20
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/gene/default.asp?GeneID=89&Gene=ecry3.1Ab

2.7.1 Generacion de resistencia a los cultivos Bt.

Los cultivos transgénicos resistentes a insectos producen dentro de sus células una o
mas formas del bioinsecticida natural Bt, dichos cultivos han desplazado cerca de 56

millones de kilogramos de insecticidas desde 1996 (Benbrook, 2012).

La diferencia principal entre las proteinas Bt en una planta transgénica y los insecticidas
Bt que se asperjan en las hojas, es que en el ultimo caso, la toxina esta presente
principalmente en la superficie de la planta, mientras que en las plantas Bt éstas se
encuentran dentro de las células, por lo altera el perfil del riesgo sobre los organismos
no-blanco, debido a que puede generar cambios perjudiciales en las comunidades de
organismos (Hilbeck et al., 2000). Las proteinas Cry de los insecticidas foliares Bt se
descomponen rapidamente debido a que estan expuestos a la luz solar y la lluvia; esta
es la razoén por la que raramente se detectan residuos de insecticidas en los granos de
maiz durante la cosecha, y también explica por qué las aplicaciones convencionales de
insecticida no representan un gran riesgo en la dieta humana (Abbas, 2005).

Por otro lado, en las plantas GM, la tasa de sintesis de las proteinas endotoxinas Cry de
B. thuringiensis es aproximadamente proporcional a la tasa de crecimiento de la planta,
por lo que al entrar en periodo de senescencia, decae la expresion de las endotoxinas Bt
(Benbrook, 2012).

En los ultimos afos se ha generado evidencia cientifica sobre la emergencia de
resistencia por parte de algunos insectos, en uno de los estudios mas recientes, publicado
en la revista Nature, se resumen los casos registrados de resistencia evolucionada en

campo, al maiz Bt (Carriére et al., 2015).

La resistencia desarrollada en campo puede deberse a que los productores no cumplen
con los requerimientos de plantacién de areas de refugio con variedades no-GM, también
que las dosis de toxinas pudieron haber sido muy bajas para matar a los insectos
resistentes, o que el contenido de toxinas Cry varia en diferentes condiciones
ambientales ya que se ha demostrado que disminuye su concentracion conforme pasa la
temporada de cultivo, también se ha especulado que la disminucién en produccion de las

toxinas se puede deber a otros factores como: inestabilidad del mMRNA, disminucion en la
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actividad del promotor, reduccion en el metabolismo de nitrogeno y por lo tanto

disminucién en la produccion de proteinas totales (Agapito-Tenfen et al., 2014).

El gusano de la raiz del maiz es una plaga importante en Estados Unidos que se habia
manejado exitosamente mediante el uso de cultivos Bt (Devos et al., 2013). En 2009 y
2010 se encontraron campos en los que la plaga habia generado dafios graves al maiz
Bt productor de la toxina Cry3Bb1 y al maiz Bt productor de la toxina mCry3A, debido a
que se producian dosis bajas de las toxinas y se genero resistencia cruzada a ambas
toxinas, lo que demuestra la alta vulnerabilidad del maiz Bt a la generacidn de resistencia

por parte de las plagas (Gassmann et al., 2014).

La resistencia desarrollada en campo de S. frugiperda al maiz Bt que producia la toxina
Cry1F ocurrié en un periodo de tres afos en Puerto Rico, dicho suceso es el caso de
resistencia generada mas rapidamente, lo que provocé que ese cultivo fuera
voluntariamente retirado del mercado (Storer et al., 2012). Otro caso de resistencia
desarrollada se dio en un periodo de ocho afios en Sudafrica, el insecto B. fusca
(barrenador del tallo de maiz) generd resistencia a un maiz que producia la toxina Cry1Ab
(Rensburg, 2007).

La estrategia de piramide consiste en que una misma planta produzca dos o mas toxinas
Bt que tengan como blanco la misma plaga, para lograr un control mas efectivo y reducir
dafos a cultivos. Se ha descubierto que en muchos casos no se logra la muerte de la
plaga debido a que los insectos generan resistencia cruzada a las toxinas utilizadas;
cuando la resistencia ocurre por una disminucién en la union de las toxinas a los
receptores del intestino de los insectos, se ha descubierto que la resistencia a dos mas
toxinas se debe a la similitud en la secuencia de aminoacidos en sus dominios de unién
(Carriere et al., 2015). También se ha observado que al utilizar esta estrategia, una de
las toxinas puede encontrarse en una concentracion menor e invalidar la estrategia, lo
que aceleraria la evolucién de la resistencia por parte de los insectos (Agapito-Tenfen et
al., 2014).
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2.7.2 Potenciales danos a la salud por los cultivos con rasgo de resistencia a insectos
(Cultivos Bt).

En 2012 se realizé un estudio que evaluaba los cambios morfolégicos y bioquimicos en
ratas alimentadas con maiz Bt, se encontraron diferencias significativas entre los grupos
alimentados con maiz convencional y los alimentados con maiz GM resistente a insectos.
En general, el grupo alimentado con el maiz MON810 sufrié varios cambios en el peso
de algunos 6rganos como rifidn, corazdn e higado asi como cambios en los niveles de
varias proteinas del suero y otros indicadores bioquimicos; por ejemplo se encontr6é un
incremento en los niveles de creatinina, que es un indicador de nefropatia crénica, es

decir, deficiencia en la funcion renal (Gab-Alla, 2012).

En 2007 se aplicé una metodologia estadistica apropiada para probar los efectos del maiz
Bt sobre la salud de mamiferos, las ratas alimentadas con maiz transgénico MON863
(que contiene la toxina Cry3Bb1) fueron comparadas con sus controles isogénicos mas
cercanos y se incluyeron seis grupos de referencia para comparar con los resultados de
un estudio previamente realizado por la compania Monsanto, se observé toxicidad renal
en las ratas macho relacionada con la dieta GM, debido a alteraciones quimicas en la
orina, también en ambos sexos se encontrd una disrupcion enddcrina, o que explica la
mayor sensibilidad en rifiones de ratas macho y sensibilidad en el higado de las hembras
debido a que la detoxificacion hepatica es dependiente de hormonas (Séralini, Cellier, &
De Vendomois, 2007).

También se ha comprobado la citotoxicidad in vitro de las proteinas Cry1Ab y Cry1Ac en
una linea celular hepatica embrionaria, la toxina Cry1Ab causé muerte celular a una
concentracion de 100 ppm, mientras que por si sola la proteina Cry1Ac no causo efectos
adversos (Mesnage et al.,, 2013). Otro estudio realizado en 2009, analizé también
parametros bioquimicos en ratas alimentadas con maiz MON810, se encontraron
diferencias significativas en algunos parametros bioquimicos asociados a procesos

inflamatorios relacionados a hiperplasia en rifones (de Vendémois et al., 2009).
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En 1999 se condujo un estudio en el que se evaluaron respuestas inmunes en
trabajadores de campo que asperjaban insecticida que contenia esporas de Bt, se
comprobé que los trabajadores altamente expuestos fueron los que principalmente dieron
pruebas cutaneas positivas a varios extractos de esporas, la reaccion alérgica mediada
por el efecto de la inmunoglobulina E (anticuerpos IgE) especificos a los organismos Bt
vegetativos fueron muy frecuentes y aumentaron significativamente meses después de
la exposicion inicial, también se observaron reacciones alérgicas en trabajadores con
exposicion baja o intermedia, lo que levanta preocupacién de que pudieran ocurrir efectos

de la misma naturaleza al consumir alimentos transgénicos (Bernstein et al., 1999).

En el mismo afio Vazquez-Padrén y colaboradores del Centro de Investigacién y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV), querian explorar si
el gen cry1Ac de una cepa de E. coli podria usarse para desarrollar vacunas contra
patdogenos que se adhieren a mucosas; inesperadamente encontraron que la protoxina
Cry1Ac es un inmunégeno de mucosas tan potente como la enterotoxina de Vibrio
cholerae (causante del colera), y que ademas tiene actividad adyuvante de mucosas, es
decir, facilita la induccion de anticuerpos de clase IgA especificos para los antigenos
(toxina Cry). Lo anterior implica que la proteina Cry1Ac ingerida con los alimentos
transgénicos que la contengan y consumida de manera eventual, subcrénica o crénica,
al ser liberada a la luz intestinal podria inducir inmunidad contra ella misma (alergia), y su
potente actividad adyuvante también podria inducir inmunidad contra multiples antigenos

alimentarios y tener efectos nutricionales nocivos (Vazquez-Padron et al., 1999).

También se ha comprobado que la exposicidn por vias respiratorias a la proteina Cry1Ab
purificada, presente en el evento MON810, produce una reaccién inmunolégica y alérgica
(Andreassen et al., 2014).

En enero de 2016 se publicé el articulo que Gléckner y Séralini habian preparado de 1997
a 2002, el cual representa el estudio mas largo de observacién en mamiferos de granja,
realizado por veterinarios y granjeros experimentados en vacas recibiendo una dieta alta
en OGMs. Se utilizé el maiz Bt176, que fue el primer OGM liberado comercialmente en
Europa, dicho maiz, que también contiene la toxina Cry1Ab, se introdujo progresivamente
en dietas controladas en el periodo que duré el estudio.
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A pesar de que no se diseid como un experimento cientifico, a través de los afios y
coincidiendo con un incremento del contenido de maiz transgénico en la dieta (0-40%),
la proporcion de vacas saludables con altos rendimientos de produccion de leche,
disminuyé de 70% (tasa normal) a s6lo 40%. En 2002 se presento un pico de mortalidad,
con un 10% de muertes, precedido de un sindrome duradero de paralisis sin hipocalcemia
o fiebre, pero con falla bioquimica renal y problemas de mucosas o epiteliales. Al no haber
encontrado causas microbianas y no haber hecho algun otro cambio en el manejo de los
animales, se propuso que el maiz Bt176, subsecuentemente retirado del mercado,
provoco los efectos téxicos a largo plazo, los cuales no son observables en condiciones
de agricultura intensiva en donde hay una rapida rotacion de animales y sin un etiquetado

especifico en el alimento genéticamente modificado (Glockner & Séralini, 2016).

2.7.3 Efectos de los cultivos Bt sobre organismos no-blanco.

Las toxinas Bt pueden tener efectos sobre organismos que estan estrechamente
relacionados con los organismos blanco, no obstante, también pueden tener efectos
sobre organismos mas distantes. La mayoria de los estudios realizados para identificar
efectos adversos en organismos no blanco, han resultado negativos (Yu et al., 2011). Sin
embargo, existen estudios recientes que comprueban el dafio que produce el consumo

de las proteinas Cry en diversos insectos no blanco.

La toxina Cry1Ab, aumenta la mortalidad de las catarinas (Harmonia axyridis), la cuales
son de gran importancia para el control de plagas agricolas (Hilbeck et al., 2012). También
se ha encontrado que las larvas de mariposas monarca (Danaus plexippus) que se
desarrollan en la planta de algodoncillo, al estar en contacto con polen de maiz Bt, se
alimentaban menos, crecian a una tasa menor y sufrian mayor mortalidad que las larvas

que crecian en las hojas con polen de maiz convencional o sin polen (Losey et al., 1999).

En el caso de las abejas, se ha demostrado que al ser alimentadas con la proteina Cry1Ab
purificada, pueden afectarse las respuestas al aprendizaje para asociar aromas con las
fuentes de néctar, las abejas alimentadas con 5000 ppb de la toxina continuaban
respondiendo positivamente al aroma aprendido incluso en ausencia de alimento,

mientras que las abejas control se desanimaban y buscaban otras fuentes de alimento.

58



Aunque aun no hay explicacion sobre los mecanismos de accion de la toxina que
pudieran afectar el comportamiento, es probable que existan modos de accidn
desconocidos y que pongan en riesgo a otros organismos (Ramirez-Romero et al., 2008).
Debido a que las concentraciones de proteinas Bt son muy variables y los organismos no
blanco podrian estar expuestos desde etapas tempranas de su desarrollo y por periodos
mas largos, mas organismos no blanco podrian estar en riesgo por los cultivos Bt (Latham
& Wilson, 2008).

2.8 APILAMIENTO (STACKING) DE EVENTOS TRANSGENICOS PARA RESISTENCIA A
INSECTOS Y TOLERANCIA A HERBICIDAS.

Desde hace algunos afos ha habido un rapido incremento en el desarrollo y cultivo de
plantas con rasgos apilados, la mayoria de estos cultivos se han generado por
cruzamiento convencional de dos eventos parentales GM, es decir por la cruza entre una
planta (evento) que contiene un rasgo individual con otro(s) evento(s) que contienen uno
0 mas rasgos transgénicos produciendo asi los llamados “eventos apilados” o “eventos
piramidados” (De Schrijver et al. 2006).

Actualmente muchas companias biotecnoldgicas desarrollan cada vez mas variedades
con rasgos apilados para resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas (Que et al.,
2010).

Con respecto a la legislacion en materia de bioseguridad de los cultivos con eventos
transgénicos apilados se ha puesto de manifiesto la falta de consenso con respecto a si
dichos OGMs deben ser objeto de evaluaciones especificas; en Estados Unidos y
Canada, los eventos apilados se consideran productos del cultivo convencional e inocuos
cuando las lineas parentales ya hayan sido consideradas “seguras”, al contrario, en la
UE, cada nuevo evento apilado se considera como un nuevo OGM, el cual debe ser
evaluado y aprobado, aun cuando los eventos individuales ya hayan sido aprobados en
el mercado (Co-Extra, 2006).

Segun el ministerio austriaco de salud y la Uniéon Europea (UE), los eventos apilados
pueden considerarse diferentes de sus eventos transgénicos parentales por varias

razones (Jugend, 2007):
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1) Los eventos apilados contienen una nueva combinacion de rasgos transgénicos y
fondos genéticos derivados de eventos GM individuales.

2) No se construyen por una modificacion genética directa, en contraste con las lineas
parentales, sino que son producidos por cruzamiento de diferentes eventos transgénicos
parentales.

3) Los eventos apilados deben considerarse como nuevos organismos genéticamente
modificados, los cuales deberian someterse a una evaluacion de riesgos similar o aun
mas estricta a la de los eventos individuales antes de establecerse en el mercado (EC
2003b, EFSA 2004b).

Actualmente los cultivos con eventos apilados son los mayormente comercializados y
consumidos en el mundo, sin embargo, solo se han realizado estudios toxicoldgicos de
mas de 90 dias 0 en mas de una generacion por parte de la Autoridad Europea para la
Seguridad de los Alimentos (EFSA). No obstante, algunos investigadores consideran que
incluso un periodo de 90 dias en insuficiente para evaluar la toxicidad crénica en
mamiferos (EFSA, 2008; Séralini et al., 2009).

Todos estos cultivos transgénicos comercializados han sido modificados para contener
pesticidas, tanto por la produccién de proteinas insecticidas o por su tolerancia a
herbicidas, y por lo tanto podrian ser considerados como "plantas pesticidas" (Séralini,
2004). Por lo general, se evalua la toxicidad de los plaguicidas durante un periodo de 2
afos para medir efectos secundarios en mamiferos. Ademas, los efectos no intencionales
de la modificacion genética no pueden ser excluidas, como consecuencia directa o
indirecta de mutagénesis de insercion que crean posibles efectos metabdlicos (Rosati et
al., 2008).

En los ultimos afios se han utilizado ampliamente eventos transgénicos piramidados que
producen dos o mas toxinas de Bacillus thuringiensis que matan a la misma plaga de
insectos, con el objetivo de retrasar la evolucion de la resistencia a las toxinas Cry
(Carriére et al., 2015), al haberse encontrado probables dafios a la salud por el consumo
de maiz GM que contiene toxinas Bt, es relevante que se realicen analisis de riesgo para

este tipo de eventos, los cuales contienen un mayor numero de proteinas transgénicas y
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de las que se desconoce su inocuidad al no haberse realizado ensayos de alimentacion
a largo plazo (Glockner & Séralini, 2016).

En un estudio realizado para evaluar los efectos del apilamiento de genes de resistencia
a insectos (cry) y tolerancia a herbicidas (epsps) en el proteoma del maiz transgénico se
encontré que existe una variacion en la expresion de veintidos proteinas en maices tanto
en eventos apilados como en eventos simples con respecto a maices no GM; se observd
una clara reduccion de los niveles de transcrito de los transgenes en el maiz que contenia
los eventos apilados, comparando con los que s6lo tenian un evento, lo que implicaria,
en el caso de las toxinas Bt, que las proteinas se produzcan en menor cantidad y que de
esta manera se generara resistencia ya que la dosis de toxina Bt puede ser muy baja y
no suficiente para matar a los insectos heterdcigos resistentes, ademas la expresion de
algunas proteinas no transgénicas en variedades GM no estaba comprendida en el
intervalo de variabilidad natural de la variedad local utilizado en este estudio (Agapito-
Tenfen et al., 2014).

Este fue el primer informe sobre el analisis proteémico comparativo de cultivos GM
apilados contra cultivos GM de un solo evento; se concluyé que la insercion de
transgenes apilados en el genoma de un maiz puede afectar la expresion global de genes
enddgenos y por lo tanto afectar su seguridad y utilidad, por lo que se deben considerar
analisis mas extensos para la evaluacion de riesgos de estos cultivos (Agapito-Tenfen et
al., 2014).

Por otro lado, también se han estudiado los efectos combinatorios de las toxinas Cry en
eventos apilados con una o mas de las proteinas Bt. Para evaluar la seguridad de estos
cultivos es importante evaluar sus efectos sinérgicos, ya que las toxinas que en
combinacion excedan la tasa de mortalidad de la toxina de forma individual considerando
su mayor actividad, significa que la toxicidad de una mezcla no puede predecirse a partir
de las toxinas individuales. En varios de los estudios se han encontrado efectos
combinatorios de las toxinas Cry con compuestos derivados de bacterias (Wirth et al.,
2004), insectos (Chen et al., 2007) y plantas (Mohan, 2008), en los que se observé que
los efectos de las proteinas individuales eran frecuentemente menores y no letales,
mientras que la combinacion de las toxinas con dichos compuestos tenian efectos mas
fuertes y letales (Hilbeck & Otto, 2015).
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Por las evidencias expuestas anteriormente, queda claro que los niveles de expresién de
proteinas en los eventos transgénicos apilados son de gran preocupacién. Por otra parte,
las pruebas de posibles interacciones de las proteinas transgénicas apiladas, y de
elementos genéticos implicados en su expresion, es un tema que no se ha estudiado y

que requiere de analisis (Agapito-Tenfen et al., 2014).

2.9 EL MAIZ TRANSGENICO Y EL INCREMENTO EN EL RENDIMIENTO.

La evidencia de que los cultivos transgénicos aumentan el rendimiento comparado con
los métodos convencionales de mejoramiento de cultivos suele ser controversial ya que
los estudios que examinan los rendimientos de los cultivos transgénicos en algunos casos
han fracasado al aislar los efectos de la tecnologia transgénica de otros factores, debido
a que los desempefios varian de acuerdo al tipo de cultivo, regién geografica, clima,

presién por plagas e incluso la capacitacion del agricultor (Klimper & Qaim, 2014).

Sin embargo, existe evidencia sélida de que los cultivos transgénicos no han logrado
aumentar los rendimientos. En un estudio realizado por la Universidad de Ohio con datos
del USDA, se concluy6 que no ha habido un incremento significativo en el rendimiento
con la adopcion del maiz transgénico. Los registros indican que el aumento del
rendimiento de maiz entre 1940 y 1995, cuando se utilizaba la agricultura convencional,
fue de 118 kg por hectarea, mientras que en el periodo de 1996 a 2011, después de la
adopcidn de la tecnologia GM, fue de 128 kg por hectarea; es decir, hubo aumento de
s6lo 1% (Zulauf, 2011).

Una de las revisiones sobre rendimiento de los transgénicos mas completas, publicada
por la UCS en Estados Unidos, con base en una revision de los estudios cientificos sobre
el desempefio que los cultivos transgénicos han tenido para aumentar el rendimiento,

afirman que los cultivos GM han fallado en incrementarlo (Gurian-Sherman, 2009).

Se encontré que: 1) los cultivos GM no han mejorado el rendimiento intrinseco
(rendimiento maximo bajo condiciones ideales) de ningun cultivo, 2) La ingenieria
genética sélo ha traido minimas ganancias en el rendimiento operacional (bajo

condiciones de campo consideradas no ideales), siendo el maiz Bt el unico que ha
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aumentado alrededor de 3.3% entre los cultivos Bt para el barrenador europeo y el
gusano de la raiz, y desde 1996 se ha incrementado el rendimiento en un promedio de
0.2 a 0.3% por afio, 3) Los incrementos en el rendimiento en general se atribuyen a los
enfoques que no implican OGMs, 4) Los cultivos experimentales de alto rendimiento aun

no han sido exitosos (Gurian-Sherman, 2009).

Otro ejemplo del pobre rendimiento de cultivos transgénicos es el del algodon GM en la
India, ya que después de una adopcion importante por los agricultores, se ha encontrado
que el rendimiento no ha sido significativo, ya que en regiones en las que se cultiva el
algodon Bt se obtienen menores rendimientos que en regiones que utilizan algodoén
convencional, también se requiere de una fuerte inversion econémica para adquirir la
semilla GM de la que ademas es necesario utilizar hasta tres veces mas dependiendo de
la variedad. También se ha registrado que a pesar de que el algoddn resiste a plagas, se
continuan utilizando insecticidas ya que no es suficiente solo con el cultivo resistente
(Gutierrez et al., 2015).

El uso de pesticidas para resolver los problemas de plagas que el algodon Bt no logro
solucionar, provocé que los productores dependieran de la industria semillera; por estas
razones, los agricultores han aumentado sus deudas ya que los intereses para obtener
las semillas e insumos son muy altos (5-10% por mes). Entre 2001 y 2010 varias regiones
al sur de la India han sido un foco rojo de suicidios, que se han relacionado con la
produccion de algodén Bt ya que el 76% de los fallecimientos correspondian a
productores de algoddn, de los cuales 87% eran hombres entre los 30 y 44 afios de edad
(Gutierrez et al., 2015).

Espafa es el unico pais de la UE donde se cultivan transgénicos a gran escala
(Greenpeace, 2015a). Aragon es el epicentro del cultivo de transgénicos en Espania, sin
embargo en 2015 el propio Gobierno de Aragén publicoé un informe técnico que
demuestra que el maiz GM no es necesario ya que la produccién es igual o menor a la
del maiz convencional y la plaga que pretende combatir el maiz transgénico MON810,
barrenador de maiz (Ostrinia nubilalis), no provoca dafos importantes a los cultivos
(Gobierno de Aragon, 2015).
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2.10 ESTUDIOS DE MONITOREO Y DETECCION DE MAIiZ TRANSGENICO EN MEXICO
Y EL MUNDO.

A nivel mundial también se han encontrado casos de introgresion transgénica. En 2012
el Instituto Nacional de Investigacion Ambiental de Corea del Sur (NIER) realiz6 pruebas
en muestras de soya, canola, algodén y maiz, dichas plantas se encontraban en sitios
cercanos a puertos y fabricas de alimentos que procesaban plantas GM, el maiz resulté
la planta con mas resultados positivos de contaminacién. Ademas, se encontraron
poblaciones completas de plantas transgénicas en areas cercanas a las granjas que
procesaban plantas GM. Estudios previos ya habian mostrado la presencia de plantas
GM en areas cercanas a puertos de importacion; ademas se encontraron cambios

epigenéticos en las plantas transgénicas analizadas (Bauer-Panskus et al., 2013).

En Filipinas se cultiva maiz Bt desde 2002, muchos agricultores en ese pais utilizan
variedades de polinizacion abierta para la produccion tradicional de maiz, lo que quiere
decir los transgenes pueden persistir en las variedades regionales una vez que se
establece el flujo génico. Un estudio realizado por Greenpeace confirmé la contaminacion
de variedades tradicionales con secuencias transgénicas. El maiz es el segundo cultivo
alimentario mas importante de Filipinas y es el alimento basico del 20% de la poblacion.
Se encontro la presencia de dos eventos transgénicos de maiz en muestras colectadas
en los mercados de Mindanao, los niveles de contaminacién encontrados fueron

sustanciales ya que se encontr6 hasta 40% de contaminacion (Ocamo & Cotter, 2013).

En Sudafrica, al igual que en México, se practica el intercambio de semillas, situacion que
puede contribuir con la propagacién y persistencia de transgenes a nivel local o regional.
El maiz GM se introdujo en ese pais en 1997, un estudio reciente analizé plantas de maiz
en un pueblo donde se habia cultivado previamente maiz Bt, se encontraron genes para
la resistencia a insectos (de MON810) en 10% de los lotes de semillas, indicando que el
evento MON810 se habia vuelto parte del maiz que se intercambia localmente, cuestion

desconocida por los agricultores (Iversen et al., 2014).

Durante 1993 en México, se realizé experimentacion con maiz transgeénico por parte de

investigadores del CINVESTAV; a partir de esa primera solicitud y hasta mediados de
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1995, todos los ensayos fueron en realidad experimentos de escala minima y en febrero
de 1996 se le concedio al CIMMYT el primer permiso oficial para llevar a cabo una prueba
propiamente de campo en los Unicos invernaderos bioconfinados para maiz transgénico

en el pais, en la zona de Tlaltizapan, Morelos (Serratos-Hernandez, 2009).

A partir de 1996, y hasta enero de 1999, hubo un crecimiento significativo de solicitudes
de experimentacion en campo con maiz transgénico. En la mayoria de los casos (20
ensayos) se traté de pruebas para medir la eficacia del maiz Bt. Sin embargo, también
se solicitaron permisos (8 ensayos) para probar los dos tipos de maiz tolerante a
herbicidas (glifosato y glufosinato de amonio). En dos casos (CIMMYT) se solicitd permiso
para generar semillas transgénicas al retrocruzar con polen de maiz normal el jilote de

plantas transgénicas (Serratos-Hernandez, 2009).

En todos los casos, el area de campo utilizada no excedié una hectarea y se tomaron
medidas de control para el manejo de material transgénico, principalmente: 1) no permitir
la maduracién sexual de la planta o desespigar todas las plantas del experimento; 2)
barreras fisicas y bioldgicas alrededor de las pruebas; 3) personal calificado y autorizado
para el manejo del ensayo; 4) destruccion o incineracion de material transgénico
remanente y de las barreras bioldgicas en el caso de que se hubiera utilizado maiz
convencional. En 1997 se sabia que en superficies de menos de una hectarea y con
supervision técnica es posible manejar en campo el maiz transgénico (Serratos-
Hernandez, 2009).

A pesar del conocimiento sobre el manejo del maiz transgénico y la experiencia
acumulados por la Comisién Nacional de Bioseguridad Agricola (CNBA), encargada de
la bioseguridad en México en ese tiempo, no hubo una respuesta clara del gobierno para
apoyar las iniciativas en cuanto al impacto del maiz transgénico propuestas por los
cientificos y la sociedad. Por otro lado hubo una fuerte presion de las empresas para
realizar pruebas “experimentales” de gran escala que involucraban superficies de varias
hectareas, estas solicitudes parecian tener el propdsito de acelerar el proceso de
desregulacion tal como estaba sucediendo con el algodén GM para el cual ya en 1998 se
pedian permisos con el fin de hacer ensayos en miles de hectareas (Serratos-Hernandez,
2009).
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En 1999 la SAGARPA implementé la moratoria de facto para las pruebas de campo con
maiz transgénico, desaparecio la CNBA y se cred la Comisién Intersecretarial de
Bioseguridad y Organismos Genéticamente Modificados (CIBIOGEM), modificandose
sustancialmente los preceptos y la filosofia de bioseguridad que habia desarrollado el
CNBA (Serratos-Hernandez, 2009).

La presencia de maiz transgénico en México fue revelado por primera vez al publico a
través de un estudio de cientificos de la Universidad de Berkeley, quienes encontraron
construcciones transgénicas en variedades nativas de maiz en la Sierra Juarez de
Oaxaca (Quist & Chapela, 2001).

A pesar de que los resultados del estudio fueron atacados inmediatamente por la industria
e investigadores afiliados a ella, autoridades mexicanas condujeron pruebas consistentes
con los resultados (Ezcurra et al., 2001). Un grupo de investigacion comisionado por el
TLCAN confirmé que la contaminacion de variedades nativas mexicanas de maiz era una
realidad (CEC, 2004). En un estudio realizado en 2005 no se encontraron rastros de maiz
GM en las variedades nativas de maiz (Ortiz-Garcia, 2005). Finalmente, algunos afos
después del primer estudio publicado, se confirmd la propagacion de secuencias
transgénicas en variedades de maiz nativo mexicano en diversos estudios citados en la
Tabla 10.

Tabla 10. Investigaciones que confirman la propagacioén de secuencias transgénicas en
variedades de maiz nativo en México.

Lugar Toma de muestras Referencias
Sierra Juarez (Oaxaca) 2000 (Quist & Chapela, 2001).
Suelo de conservacion cercano a la 2003 (Serratos-Hernandez et al.,
Ciudad de México 2007).
Sierra Juarez (Oaxaca) 2001 y 2004 (Pifieyro-Nelson et al., 2009).
Guanajuato, Veracruz, Oaxaca y 2002 (Dyer et al., 2009)
Yucatan,
Oaxaca, Puebla, Ciudad de México, 2004-2014 Instituto Nacional de Ecologia
Michoacan, Tamaulipas, Estado de y Camibo Climético
México, Veracruz y Chiapas (INECC,2015)
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Otros reportes de fuentes gubernamentales en México y de ONGs fueron parcialmente
publicados, y de acuerdo a ellos también se encontrd introgresion transgénica en los
estados de Chihuahua, Morelos, Durango, Oaxaca y Tlaxcala (Mercer & Wainwright,
2008).

La comision del TLCAN concluy6 que las importaciones de maiz provenientes de Estados
Unidos eran las responsables de la introduccion de maiz transgénico incluso en partes
remotas de México, dicho maiz fue importado como ayuda alimentaria pero no fue molido
ni etiquetado como genéticamente modificado (CEC, 2004). De acuerdo a esta teoria, el
maiz importado de Estados Unidos se utilizé como semilla por agricultores mexicanos y
asi fue encontrando su camino en los sistemas de semillas tradicionales, los cuales se

basan en el intercambio de semillas (Dyer et al., 2009).

En la Tabla 11 se presentan los casos que fueron notificados en un reporte periodistico
basado en documentos de agencias publicas en México. Se encontré que en el
transcurso de algunos afios han habido derrames de maiz transgénico en el territorio
mexicano, en total, las compafiias notificaron el derrame de 712.5 toneladas de grano de
maiz GM (Mendoza, 2015), pero no puede descartarse que sucedieran mas, y no fueran

notificados.

Tabla 11. Casos notificados de derrame de maiz transgénico en México (Mendoza, 2015).

Derrame
Ano Estado Compaiiia
(toneladas)
2010 Veracruz 631 CP Ingredientes
Almidones
2010 Guanajuato 20 ]
Mexicanos
Almidones
2010 Guanajuato 20 ]
Mexicanos
2012 Guanajuato 41,5 Monsanto

De acuerdo con las agencias de bioseguridad mexicanas, se realizaron medidas de
bioseguridad como el monitoreo y destruccion de las plantas GM, para tratar de parar el
escape de material transgénico, aunque no hay mas informacién disponible al respecto,

y el tiempo de monitoreo permanece poco claro (Mendoza, 2015).
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El flujo génico ha afiadido un nivel extra de riesgo a la biodiversidad, se debe reforzar el
principio precautorio para proteger la integridad ecoldgica y evolutiva de la biodiversidad
natural (Pimentel et al., 2000), mediante la prevencion de la propagacion de organismos
GM en el ambiente. También son necesarias herramientas regulatorias mas fuertes para
rechazar la liberacién de organismos transgénicos que no pueden ser controlados en su
dimension espacio-temporal, especialmente si tienen consecuencias no intencionadas a

largo plazo (Bauer-Panskus et al., 2015).

El cultivo de plantas GM en regiones en las cuales se pueden contaminar los sistemas
de intercambio donde se salvaguardan semillas nativas, debe parar tan pronto sea
posible para evitar que se sigan propagando los transgenes en los sistemas

agroecologicos (Bauer-Panskus et al., 2015).

2.11 FLUJO GENICO Y LAS IMPLICACIONES DE LA LIBERACION DE MAIZ GM DE
FORMA MASIVA EN MEXICO.

El intercambio de genes entre poblaciones de una misma especie, se denomina flujo
genico, es el primer paso para que suceda el flujo de secuencias transgénicas, seguido
por la hibridacion e introgresion (incorporacion del transgén en el genoma hospedero con
herencia estable) (Soleri et al., 2006).

El flujo génico y sus efectos a largo plazo en la diversidad de la poblacion que recibe la
informacion genética; depende de algunas variables, incluyendo el tamano de las
poblaciones del donador y de la especie receptora, la tasa de flujo y polinizacién de las
semillas y el polen, y el “fitness” o la aptitud absoluta y relativa de los hibridos, las cuales
se determinan por los procesos genéticos, ecoldgicos y socioculturales en sistemas

agricolas especificos (Ellstrand, 2003b).

Este fendmeno determina hasta qué punto cada poblacion local es una unidad evolutiva
independiente, por lo que si existe una gran cantidad de flujo génico entre poblaciones
locales todas ellas evolucionaran juntas (Slatkin, 1995) y por lo tanto se conduce a la
poblacion hacia una homogeneizacion de la especie, al tener las mismas frecuencias
alélicas, a menos que exista oposicion de otras fuerzas divergentes como la deriva génica

o la seleccion natural (Futuyma, 2009).
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El proceso de hibridacion se define como la cruza entre individuos pertenecientes a
poblaciones genéticamente diferentes, la hibridacion generalmente conduce a un proceso
denominado introgresioén, el cual consiste en la incorporacion de genes de un taxén a otro
0 a mas poblaciones (Ellstrand, 2003). La hibridacion puede tener consecuencias
evolutivas, por ejemplo, puede ser un medio para el escape de transgenes a las
poblaciones naturales, presentando problemas potenciales como la pérdida del valioso
germoplasma en centros de diversidad y la introgresion de transgenes a las poblaciones
naturales. Al contrario de lo que sucede con contaminantes quimicos o de otro tipo, los
transgenes no necesariamente decaerian en el ambiente con el paso del tiempo, sino
que podrian aumentar su frecuencia con el paso del tiempo si los organismos en los que
residen tienen éxito al reproducirse y transmitir sus genes a las siguientes generaciones
(Alavez et al., 2013).

En un estudio realizado por Turrent y colaboradores, se realizé un calculo hipotético de
lo que podria suceder si interaccionaran genéticamente 30 eventos transgénicos
independientes con las mas de 50 razas de maiz nativo. Se determind que en los afios
posteriores a la liberacién comercial de maiz transgénico, las plantas transformadas de
cada raza de maiz nativo podrian incluir desde uno hasta 30 insertos de ADN transgénico
en su genoma, pudiendo generar 220 genotipos diferentes (Turrent-Fernandez et al.,
2009).

Segun Turrent-Fernandez y colaboradores, algunos miembros de la comunidad cientifica
mexicana aun se inclinan por el uso irrestricto de maiz genéticamente modificado en el
campo mexicano, argumentando que evolutivamente las especies han aprendido a
prosperar con acumulaciones de ADN adventicio (de maiz mejorado no GM), por lo que
la acumulacién de ADN transgénico podria resultar inofensivo (Turrent-Fernandez et al.,
2009) e incluso, por ejemplo en el caso del maiz Bt, conferir una ventaja a las variedades
transgénicas si es que los agricultores reconocen el valor del nuevo rasgo conferido por
el maiz GM (Bellon et al., 2004). Sin embargo, otros cientificos indican que, entre otras
consecuencias, esa acumulacion podria causar esterilidad, pérdida de vigor, produccion

de granos defectuosos, lo que seria desastroso para la diversidad genética del maiz
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nativo y provocaria el fin de la conservacién in situ de maiz nativo para programas de

mejoramiento genético clasico (Turrent-Fernandez et al., 2009).

Del estudio se concluye que sélo por medio de una investigacion multigeneracional del
microcosmos de esas interacciones genéticas se conoceria a priori si la acumulacion de
ADN transgénico pone en riesgo la biodiversidad del maiz en México (Alavez et al., 2013).
Existen factores que fomentan el flujo génico, la persistencia y la proliferacion de
transgenes, como la existencia de sistemas para el intercambio de semillas, que lleva a
la transferencia inadvertida de semillas contaminadas. Ademas el monitoreo y control de
las plantas GM no se lleva a cabo efectivamente en México (Bauer-Panskus et al., 2013).
Por otro lado, si por efectos econémicos de la globalizacién, se comenzaran a sembrar
variedades transgénicas, estas podrian afectar la diversidad tan sélo por el hecho de que
se reduciria el area plantada con variedades nativas o por que serian reemplazadas por
el maiz GM (Soleri et al., 2006).

Desde hace varios afios, se ha identificado que el cultivo de maiz es de los mas
vulnerables dentro del sector agricola mexicano, aproximadamente el 70-80% de los
agricultores siembran maiz nativo de temporal ergo, dependen fuertemente de las
condiciones climaticas (Cruz et al., 2012). Sin embargo, se sabe que en una misma
region, el cambio climatico puede favorecer a ciertas especies agricolas y perjudicar a
otras; basandose en este mismo principio, como las poblaciones de maiz estan
adaptadas a condiciones climaticas particulares, también se podria suponer que el
impacto del cambio climatico sera diferencial dentro de una especie agricola que presenta

tanta diversidad genética, morfoldgica, fisiologica y fenoldgica (Ureta-Sanchez, 2014).

Si México llegara a perder la gran variedad de maices nativos, se pondria en riesgo la
soberania alimentaria ya que los agricultores se verian obligados a comprar semillas afio
con afio a alguna de las compafias semilleras transnacionales, sin poder guardar
semillas para las proximas cosechas (GRAIN, 2015a), ademas de los probables riesgos
a la salud, pérdida de patrimonio biocultural, dafnos al medio ambiente y pérdida de
biodiversidad (Alvarez-Buylla et al., 2013).
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2.12 LEGISLACION SOBRE EL ETIQUETADO DE ALIMENTOS QUE CONTIENEN
OGM:s.

Actualmente 64 paises tienen una legislacion especifica para el etiquetado y la para el
control de la produccion de alimentos que contienen OGMs (www.justlabelit.org). En
algunos paises el etiquetado de OGMs es de caracter obligatorio, como en la Unién
Europea (UE), mientras que en otros es voluntario, o no es un requisito exigible, como en
Estados Unidos (Federici, 2010).

En la reglamentacion de la UE se establece que los alimentos GM deben etiquetarse si
la proteina o el ADN transgénico puede ser detectado. Se exige el etiquetado de los
alimentos que contengan OGMs en una cantidad superior al 0.9% que es el limite
asumido para que la presencia de transgénicos sea accidental o técnicamente inevitable
(de los ingredientes individualmente considerados) (DOUE, 2003a, 2003b).

En México la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente modificados, se refiere
en su titulo quinto a la proteccién de la salud humana en relacion con los OGMs y el titulo
sexto al etiquetado de OGMs y a la informacion sobre la composiciéon de OGMs para
consumo humano (LBOGM, 2005). Es preciso mencionar, que esta es una de las partes
débiles de la ley, puesto que en relacion con el etiquetado, la ley es bastante ambigua y

no lo establece como una obligacion (LBOGM, 2005).

Para poder llevar a cabo el etiquetado de los alimentos transgénicos y garantizar el
cumplimiento de la normatividad, es necesario disponer de sistemas de trazabilidad que
permitan detectar la presencia o ausencia de OGMs a lo largo de toda la cadena de
produccion, lo anterior resulta complicado y costoso, por lo que en los paises en los que
se etiquetan los transgénicos se recurre a un analisis de presencia/ausencia en los
productos destinados a la venta; para realizar la deteccién, identificacién y cuantificacion
de OGMs de manera rapida y eficaz, se utilizan métodos biotecnolégicos o de biologia
molecular (Bertheau, 2012).
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2.13 TECNICAS DE DETECCION DE OGMs.

Las técnicas disponibles para la deteccion de OGMs consisten en evidenciar las
diferencias entre la variedad modificada y la no modificada. Esto se puede realizar
detectando el ADN transgénico insertado, detectando la nueva proteina expresada, o en
el caso de que la proteina sea una enzima, utilizando el analisis quimico para detectar el

producto de la accion enzimatica (Querci et al., 2007).

Los dos métodos comunmente utilizados para la deteccion de modificaciones genéticas
en plantas son el método de ELISA y la PCR. El primero es el ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), el cual aprovecha
la especificidad de la union entre el antigeno expresado por la proteina transgénica y un
anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable. El segundo
es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Saiki et al.,
1988), basada en la deteccién de secuencias de ADN insertadas en el genoma de la
planta. Ambos métodos indican la presencia o ausencia de OGMs en la muestra y pueden

dar una estimacion de su contenido (Lépez et al., 2003).

En muchos casos, el uso de la técnica de ELISA esta limitado por el bajo nivel de
expresion de la proteina transgénica, o por la degradacién de las mismas durante el
procesamiento del alimento (Arleo, 2015). También, en el caso de los eventos apilados,
la presencia combinada de transgenes, puede influir en el silenciamiento de otros genes
o0 de las mismas secuencias transgénicas, y cambiar la expresion de, por ejemplo,
secuencias reguladoras (De Schrijver et al., 2007), situacién que produciria la ausencia
del promotor responsable de la expresion del transgén para su transcripcion a ARN y

posterior traduccién a proteina (Alavez et al., 2013).

Por otro lado, los métodos basados en la deteccion de ADN han resultado ser mas
especificos y sensibles, y son los métodos aceptados y validados por las instancias
regulatorias internacionales (Barbau-Piednoir et al., 2014; EFSA, 2008; Gasparic et al.,
2010; Mazzara et al., 2004). La PCR permite la amplificacién selectiva de fragmentos
especificos de ADN presentes en baja frecuencia en una matriz que contiene otras

secuencias de ADN.
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Los alimentos crudos pueden ser identificados facilmente como genéticamente
modificados, pero la deteccién puede llegar a ser mas dificil cuando éstos se encuentran
procesados, ya que el ADN puede estar degradado y el alimento contiene otras
sustancias que incluso pueden interferir con la reaccion de PCR; por lo que cuanto mas
procesado esté el alimento, mas dificil sera la deteccidn del transgén (Querci et al., 2010).
En el proceso de deteccion de OGMs en alimentos existen tres principales etapas (Figura
5). La primera consiste en la deteccion cualitativa o escrutinio de OGMs (screening de
OGMs), cuya finalidad es evidenciar la presencia o ausencia de material transgénico en
una muestra. Para lo cual se buscan secuencias comunes entre distintos eventos
transgénicos, de modo que se pueda abarcar la mayor cantidad de OGMs liberados, en
este trabajo se monitorearon las secuencias CaMV 35S y T-NOS, debido a que en
conjunto estan presentes en mas del 90% de los eventos transgénicos de maiz
aprobados en México para consumo humano y en alrededor del 80% de todos los eventos
transgénicos de maiz en el mundo (CERA, 2015; COFEPRIS, 2015; ISAAA, 2015b). La
segunda etapa es la de identificacion, cuyo objetivo es determinar especificamente cual
o cuales son los eventos transgénicos especificos de maiz que estan presentes en una
muestra alimentaria, para precisar si se trata de eventos transgénicos aprobados o no
aprobados para consumo humano. La tercera etapa consiste en la cuantificacién, que
tiene como propodsito determinar el contenido porcentual de OGMs en el alimento, para
evaluar si requeriria o no del etiquetado, en el supuesto caso de que la legislacion lo
exigiera (Griffiths et al., 2002; Markoulatos et al., 2004).
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Figura 5. Procedimiento general para la deteccién de OGMs. 1) Escrutinio de OGMs: se
detecta la presencia de OGMs mediante una busqueda dirigida de secuencias comunes
presentes en distintos eventos. 2) Identificacion de eventos especificos. 3) Cuantificacién
de los OGMs encontrados.

2.13.1 Métodos cualitativos de deteccion de OGMs por PCR.

Existen varios niveles de especificidad para el analisis de deteccion de transgenes por
PCR, dependiendo del blanco al cual estan dirigidos los cebadores (Figura 6). En grado
creciente de especificidad se encuentran las siguientes estrategias de deteccion: rastreo
o escrutinio de OGMs (screening), deteccidn especifica de gen, deteccidén especifica de
construccion y deteccidn especifica de evento.

La diferencia entre ellas consiste en la secuencia blanco a la cual se unen los cebadores
dentro de la construccién del transgén (cassette de expresidn). Estas secuencias pueden
ser: el promotor, un gen introducido, el terminador, o la unidon entre dos de estos

elementos (Arleo, 2015).

El promotor sirve como una sefal de comienzo para la expresion génica y
consecutivamente para la produccion de la proteina de interés. El promotor 35S del Virus
del Mosaico de la Coliflor (CaMV) es utilizado en mas del 90% de las variedades de
plantas GM liberadas (CERA, 2015). El gen introducido codifica para una proteina nueva

que confiere a la planta cierta caracteristica de interés (p.ej. el gen de la proteina Cry1Ab
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para la resistencia a insectos). Los genes introducidos pueden existir en la naturaleza o
pueden ser completamente sintéticos. La secuencia terminadora es la sefial de
finalizacién para la expresion de la proteina de interés. Aproximadamente el 70% de las
plantas transgénicas liberadas, contienen en su construccion al terminador del gen (nos)

de la enzima nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (CERA, 2015).

Debe tomarse en cuenta que estos elementos pueden originarse a partir de organismos
de tipo salvaje, pueden estar presentes en mas de una copia y en mas de un evento
transgénico; incluso pueden ser combinados de una manera similar en mas de un OGM.
De este modo, la eleccion del método debe ajustarse a la finalidad del analisis (Anklam
et al., 2002).

Promotor

Gen de interés | Terminador

Rastreo Rastreo - _

4

|
) Especifica de gen !
¥ 1

& L N
h @ W) (9 especificn de construccion ) =
‘ Especifica de evento Especifica de evento - h .

Figura 6. Representacion esquematica de un evento transgénico. Se muestran las
estrategias de deteccién e identificacion por PCR en grado creciente de especificidad de
arriba hacia abajo. Las flechas horizontales indican la ubicacién de los cebadores.
Tomado de (Arleo, 2015).

2.13.2 Estrategia de escrutinio (screening) de OGMs.

En el primer nivel de especificidad, se encuentra el escrutinio o rastreo de OGMs, que es
capaz de detectar a la mayoria de eventos transgénicos autorizados actualmente. Se
basa en la deteccion de las secuencias que controlan la expresion de los transgenes,
como promotores y terminadores, que flanquean al gen introducido en la planta. Entre las
secuencias reguladoras mas utilizadas se encuentra el promotor CaMV 35S y el

terminador T-NOS. Esta aproximacion establece en primera instancia si la muestra
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contiene o no rastros de material genéticamente modificado. Si bien tiene la virtud de
poder detectar la presencia de varios eventos transgénicos en un solo ensayo, no existe
un unico rastreo que detecte todos los OGMs, ya que existen eventos que contienen
promotores y terminadores distintos (p. €j. Promotor FMV del virus del mosaico del higo
y el terminador t-HSP17 de la proteina heat shock del trigo). Es un método cualitativo,
cuya sensibilidad suele detectar alrededor de 0.01% de material GM (Giriffiths et al.,
2002).

2.13.3 Estrategia especifica de gen.

La estrategia especifica de gen o de caracteristica (trait-specific) se encuentra en el
segundo nivel de especificidad. Consiste en la detecciéon de los genes activos del
transgén, como el gen cry1Ab de los eventos de maiz Bt11 y MON810, o el gen pat del
evento Bt11. Esta estrategia indica la posible presencia de un grupo de eventos con un
gen caracteristico en una muestra y da informacién sobre las caracteristicas fenotipicas
de una muestra GM. Sin embargo, no se puede identificar cual es el evento especifico

presente, ya que el gen blanco puede haber sido utilizado en diferentes OGMs.

2.13.4 Estrategia especifica de construccion.

Las estrategias de deteccion especifica de construccion se encuentran en el tercer nivel
de especificidad. Esta aproximacién consiste en la deteccion de secuencias de union
dentro de la construccién del transgén, por ejemplo, al borde entre el promotor y el gen,
o entre el gen y el terminador. Mediante esta estrategia se acotan las posibilidades de
encontrar numerosos eventos, pero al existir varios OGMs que comparten las mismas

construcciones no es tan especifica como la estrategia especifica de evento.

2.13.5 Estrategia evento especifica.

La estrategia especifica de evento permite identificar un Unico evento de transformacion.
Se logra una mayor especificidad ya que detecta la secuencia comprendida en el sitio de
unién entre el ADN transgénico y el genoma del organismo huésped, que es unico para
cada evento de transformacion (Markoulatos et al., 2004).
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Debido a que los eventos apilados, que se obtienen mediante la cruza entre lineas de
plantas GM, se consideran nuevos eventos transgénicos, mediante el uso de estos
métodos es imposible distinguir entre un evento apilado, por ejemplo el evento MON810
X NK603, y la mezcla de los OGM parentales MON810 y NK603 en una muestra (Holst-
Jensen et al., 2006).

2.14 CUANTIFICACION DE OGMs POR PCR EN TIEMPO REAL.

2.14.1 Fundamento de la PCR en Tiempo Real.

La técnica de PCR en Tiempo Real (QPCR) representa una metodologia practica, rapida
y confiable para detectar secuencias transgénicas en alimentos (Ahmed, 2002). La gran
mayoria de los trabajos publicados para detectar OGMs en matrices complejas se
respaldan en esta técnica (Barbau-Piednoir et al., 2010; Huber et al., 2013; Van den
Bulcke et al., 2010). Los sistemas de PCR en tiempo real monitorean la cantidad de
producto amplificado a medida que se lleva a cabo la reaccion. En este tipo de sistema,
la PCR se acopla a la emision de una sefal fluorescente proporcional a la cantidad de
producto generado en cada ciclo sucesivo de reaccién. El primer incremento significativo
de la fluorescencia se correlaciona con la cantidad inicial del molde de ADN blanco
(Vinueza-Burgos, 2009). A medida que progresa la reaccion de PCR, se recogen los
datos de fluorescencia (valores Rn) y se construye un grafico respecto al tiempo de

reaccion (numero de ciclos) como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema de las diferentes etapas de la deteccion de fluorescencia en un
sistema de PCR en tiempo real. En la etapa A, sélo se detecta fluorescencia de fondo. En
los ciclos incluidos en la fase B se observa incremento exponencial de fluorescencia y es
posible analizar medidas tanto cualitativas como cuantitativas. En C la reacciéon ha
llegado a una fase de saturacion o agotamiento de los reactivos, el nivel de fluorescencia
se iguala independientemente de la cantidad de ADN inicial y la medida sélo es relevante
como dato cualitativo (tiempo final). El Ct de cada muestra representa el ciclo en el que la
fluorescencia alcanza el nivel de referencia (umbral), y es proporcional al nimero de
copias de ADN iniciales en la reaccion. Tomado de (L6pez Andreo, 2013).

La cuantificacion se efectua en la fase de crecimiento exponencial de la cantidad de ADN
amplificado. El numero de ciclo en el cual la emisién de la intensidad de fluorescencia se
eleva por encima del ruido de fondo, se conoce como ciclo umbral o Ct (Lépez Andreo,
2013). Cuanto mayor es la cantidad inicial de ADN gendémico, mas temprano se detecta
el producto acumulado y mas bajo resulta el valor de Ct. La cuantificacién se realiza
comparando el numero de ciclo, Ct, en el cual la muestra problema alcanza un mismo
nivel de fluorescencia que una muestra patréon, cuya concentracion inicial o numero de
copias de ADN es conocida (Mason et al., 2002). Si en cada ciclo de PCR se duplica el
numero de moléculas (asumiendo una eficiencia de la reaccién del 100%), el valor de Ct
debe ser proporcional al numero de copias de ADN inicial en la muestra.

El numero de copias de ADN cuando se alcanza el nivel de fluorescencia de referencia,
Nct, sera proporcional al numero de copias diana inicial, Ni, segun la ecuacion:

Ng = N; x 2¢t
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Dado que experimentalmente, la cantidad de ADN producida en cada ciclo puede no ser
exactamente el doble de la presente en el ciclo previo, se puede proponer una forma mas

general de la ecuacion anterior:

Nee = N; x (1+E)¢t
En la que E es la eficiencia de la reaccion de PCR, es decir, el numero medio de copias
de producto de reaccion por ciclo de PCR (Lopez Andreo, 2013). La eficiencia puede ser
calculada experimentalmente, tomando el valor de la pendiente de una curva de
calibracion realizada con diluciones seriadas de un estandar de ADN de concentracion

conocida (Ct vs log[ADN]). E se calcula de acuerdo a la férmula:

1
E =10 (_pendiente)

El calculo de la eficiencia de PCR es importante en los métodos de cuantificacién, ya que
permite realizar comparaciones entre datos obtenidos a partir de amplificaciones

independientes.

2.14.2 Sistema de deteccion por fluorescencia.

La especificidad del método de PCR en Tiempo Real depende del reactivo fluorescente
utilizado para generar la sefial de amplificacion y del instrumento empleado para
monitorearla. Los sistemas de deteccion por fluorescencia utilizan actualmente dos tipos
de reactivos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos
(Gasparic et al., 2010).

Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan notablemente la emision de
fluorescencia cuando se unen a ADN de doble cadena. El mas empleado en PCR en
Tiempo Real es el SYBR® Green (Figura 8). A medida que la reaccién de PCR avanza,
el producto amplificado se acumula, una mayor proporcién de moléculas de SYBR® Green
se unen a las dobles hebras de ADN generadas, lo que resulta en un aumento de la sefal
de fluorescencia (BIO-RAD Laboratories, 2012).
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(a) SYBR green assays

Unbound SYBR
green — no
ds DNA
Template
denaturation
EEREREER SYBR green
unbound - no
fluorescence
LLLLLLLLL
PCR amplification

(annealing and extension)

PCR

oues TTITET]  [TETECTT

(dsDNA)

§’- Fluorescent label

Figura 8. Deteccioén de productos de amplificacion mediante agentes intercalantes
fluorescentes (SYBR Green). El colorante se une al surco del ADN bicatenario, pero no al
ADN monocatenario. Como consecuencia de esta unién, se produce un incremento de la
sefnal fluorescente (representado con estrellas color verde). Debido al aumento de la
cantidad de ADN recién sintetizado tras cada ciclo de la PCR, la emision de fluorescencia
aumenta en proporcién al nimero de moléculas del ADN bicatenario, tomado de (Smith &
Osborn, 2009).

La utilizacion de SYBR® Green es ventajosa por su simplicidad y capacidad de detectar
concentraciones bajas de ADN de doble cadena, ademas de ser mas economico que las
sondas especificas. La principal desventaja es la potencial falta de especificidad ya que
el SYBR® Green se intercala a cualquier secuencia de doble cadena, emitiendo asi una
senal fluorescente, dificultando la distincion entre el ADN diana y la amplificacién de
secuencias no diana o de la formacion de dimeros de cebadores; ademas de la sefal de
fluorescencia de base de la técnica, emitida por el compuesto SYBR® Green. Por esta
razén es importante implementar un analisis de la curva de disociacién (melt curve), para
verificar si se esta amplificando la secuencia diana u otro artefacto (Hernandez et al.,
2003).
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Figura 9. Curva de disociaciéon (melt curve) tipica generada a partir de los datos
recolectados del analisis de PCR en tiempo real utilizando el colorante SYBR Green.
Mediante la comparacion de las temperaturas de disociacion de los productos de PCR de
cada muestra, se puede detectar la presencia de la secuencia diana, la presencia de un
amplicon no blanco adicional, o la formacién de dimeros de cebadores.

El analisis de la curva de disociacion se basa en aumentar la temperatura para que todas
las cadenas de ADN que se encuentren en doble cadena se disocien a cadenas simples.
De esta forma, las moléculas de SYBR® Green que se encontraban unidas al ADN de
doble cadena se liberan, lo que se observa como una disminucién de la fluorescencia. En
una curva de disociacion tipica (Figura 9) se representa la intensidad de fluorescencia
frente a latemperatura y se traza la primera derivada negativa (-d(RFU)/dt). Esta derivada
representara un pico caracteristico a cada amplificacion, conocido como temperatura de
disociacion (melting temperature). La temperatura de melting o Tm, es la temperatura a
la cual el 50% de los pares de bases de bases de una doble cadena de ADN se separan.
La misma dependera del tamaino del ADN de doble cadena y de su composicion en bases
nitrogenadas. Cuanto mayor sea el contenido de GC (guanina-citosina) y mas grande sea
el tamafno de amplicon, mas alta sera la temperatura de disociacion. Mediante la
comparacion de las Tm de los amplicones conocidos, se puede detectar facilmente la

presencia de un amplicon no objetivo adicional, o de la formacion de dimeros de
cebadores (Flores et al., 2007).
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2.14.3 Cuantificacion de OGMs en alimentos.

El contenido de OGMs de un alimento se expresa por ingrediente, se calcula la cantidad
relativa de material GM en el total del material que compone al alimento. Todos los
ingredientes (p. ej. harina, aceite) de un alimento derivados de una misma especie (p. €j.
maiz), se consideran colectivamente un solo ingrediente, por lo que se analiza por

separado de los demas componentes del alimento.

Si un alimento ademas de contener maiz GM contiene por ejemplo soya GM, el
porcentaje de material genéticamente modificado debe expresarse para cada ingrediente
(especie) individualmente, sin realizar la suma de los porcentajes (Querci et al., 2007).

Para realizar la determinacién del porcentaje de OGMs, es necesario medir el numero de
secuencias de ADN especificas del OGM y normalizarlo con el numero de secuencias de
un gen de referencia endégeno de la especie correspondiente. El porcentaje de OGMs

se calcula de la siguiente manera (ENGL, 2011).

0GM (%) = No.de copias GM 100
*~ No.de copias de referenciax

El gen de referencia enddgeno debe ser especifico de la especie, estar presente en una
sola copia por genoma haploide, deber encontrarse estable en lineas diferentes de la
misma especie y también ser facil de amplificar. Algunos genes de referencia
corresponden a: zeina (zeine), invertasa (ivr), alcohol deshidrogenasa (adhl), o proteinas

del grupo de alta movilidad (hmga) en el maiz (Hernandez et al., 2004).

Mediante la PCR en Tiempo Real, sélo es posible cuantificar, en sentido estricto, el
numero de copias de ADN presente al inicio de la reaccion. Por lo tanto, la cuantificacion
debe expresarse en numero de copias del ADN blanco (Lépez-Andreo, 2013).

Uno de los enfoques generales para la cuantificacion de OGM en alimentos mediante la
PCR en Tiempo Real es el método de las curvas patron (cuantificacion absoluta) (Querci
et al., 2007). En esta aproximacion se realizan dos curvas patron utilizando materiales de
referencia; una para el sistema de cuantificacién especifico del OGM vy la otra para la

cuantificacion del gen de referencia.
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Para cada muestra, se determinan mediante interpolacion con las curvas patron, las
cantidades correspondientes a la secuencia diana GM y al gen de referencia. Luego se
calcula el porcentaje de GM segun la féormula anterior. Para utilizar las curvas de
calibracion es necesario comprobar que las eficiencias de amplificacion del ADN estandar

y el de la muestra son comparables (Lopez-Andreo, 2013).

La Comisién Europea recomienda que los resultados de las medidas de OGMs, se
expresen en funcion del numero de copias de ADN; para calibrar las medidas de OGMs
se utilizan materiales de referencia basadas en la fraccion masica GM (%m/m, definido
como la masa de soluto por cada 100 unidades de masa de disolvente), el resultado final
puede convertirse a numero de copias, sabiendo que estos MRC se producen con maiz

hemicigoto para el transgén (Trapmann, 2006).

El numero de copias de ADN contenido en una muestra de maiz puede ser calculado
dividiendo la masa de ADN obtenida, por el valor 1C calculado para el genoma de la
especie (2.725 pg) (Arumuganathan et al.,1991). Por ejemplo, se calcula que una muestra
de 100 ng de ADN gendmico de maiz, contiene alrededor de 36,697 copias de genoma
haploide para esa especie (Mazzara et al., 2004). Por lo tanto, 100 ng de un material de

referencia de maiz 0.1% GM (m/m), tendra 36 copias de genoma transgénico.

Segun la normativa de la UE, un alimento a base de maiz que contenga menos de 0.9%
de maiz GM, debera ser etiquetado como “Libre de OGMs”, pero cuando el producto
contenga mas de 0.9% es obligatorio que presente una etiqueta en donde se indique la
presencia de organismos genéticamente modificados. En la Tabla 12 se presenta el

umbral de etiquetado de OGMs establecido para algunos paises.
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Tabla 12. Umbral para el etiquetado de OGMs en algunos paises (IHCP, 2010).

Pais Nivel
Union Europea 0.9%
Rusia 0.9%
Arabia Saudita 0.9%
Brasil 1%
Australia-Nueva Zelandia | 1%
Corea del Sur 3%
Japon 5%
Indonesia 5%
Taiwan 5%
Tailandia 5%

El umbral establecido por la UE fue definido para contemplar posibles contaminaciones
de maices por flujo génico, por el procesado o el transporte de granos, asi como por las
técnicas de deteccion utilizadas, siendo el limite de cuantificacion de la PCR de 0.1%;
cabe mencionar que dicho limite en el contenido de OGM no ha considerado estudios
sobre consumo de transgénicos y su posible relacidn con danos a la salud humana,

debido a que no existen estudios clinicos al respecto.

2.14.4 Materiales de Referencia Certificados.

Los Materiales de Referencia Certificados (MRC), son elementos con propiedades
estables y uniformes, autenticadas por una institucién reconocida y especializada. El
Instituto de Materiales y Medidas de Referencia del Centro Comun de Investigacion en
Geel, Bélgica (IRMM), ofrece un conjunto de MRC para distintas variedades de maiz GM
(European Comission, 2015). El material de referencia para OGMs utilizado en este
trabajo, consistia de harina de semillas GM, con un porcentaje de pureza definido y
certificado. Cada variedad transgénica, tiene un juego de materiales de referencia que

incluyen distintos porcentajes GM y sus respectivos blancos no-GM.
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2.14.5 Limites de deteccién (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

La sensibilidad de la técnica de PCR puede ser expresada en términos de limites de
deteccion (LOD) y limites de cuantificaciéon (LOQ). Estos parametros de validacion
dependen de la cantidad de ADN genomico utilizado para la reaccion, del tamafio del

genoma de las especies y del numero de transgenes insertados.

El limite de deteccion para esta metodologia se define como la menor concentracion de
ADN transgénico (LOD relativo en % m/m, LOD absoluto en numero de copias), que
puede ser detectada en un 95% de las determinaciones.

El limite de cuantificacion se define como la menor concentracion de ADN transgénico
que puede determinarse cuantitativamente, con un nivel aceptable de precisién y

exactitud (CEN European Comitee for Standarization, 2005).

El numero minimo de copias que se puede cuantificar depende del error analitico
aceptado y de la sensibilidad del método de detecciéon de PCR. Para el analisis de
alimentos transgénicos, el limite de deteccion de los métodos de PCR se encuentra en el
intervalo de 1-10 copias de la secuencia diana 0 0.01%% m/m de OGM, mientras que el
limite de cuantificaciéon se encuentra en un intervalo de 10-100 copias 0 0.1% m/m de
OGM (Querci et al., 2007).
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3. OBIJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

e Detectar la presencia de secuencias transgénicas de maiz y residuos de
herbicidas en alimentos elaborados con maiz y que se encuentran disponibles en

México.

3.2 Objetivos particulares.

e Determinar la presencia de maiz GM en muestras alimentarias utilizando la técnica
de PCR en Tiempo Real (SYBR® Green).

e Utilizar una estrategia de escrutinio de OGM mediante la deteccidén del promotor
CaMV 35S y terminador T-NOS.

¢ |dentificar eventos transgénicos especificos de maiz en las muestras alimentarias,
utilizando los cebadores especificos para seis diferentes variedades de maiz
genéticamente modificado: Bt176, NK603, TC1507, GA21, Bt11 y MON&810.

e Cuantificar el contenido transgénico en muestras alimentarias de maiz.

e Cuantificar residuos del herbicida glifosato, acido aminometilfosfénico y

glufosinato de amonio.

4. HIPOTESIS

Dado que en México se encuentran aprobados 68 eventos de maiz transgénico para
consumo humano y animal, que actualmente se importan desde Estados Unidos
alrededor de 11 millones de toneladas de maiz que no es etiquetado como transgénico,
que no existe trazabilidad de dicho maiz y que se ha detectado desde 2001 presencia de
maiz transgénico en el campo mexicano, se espera encontrar secuencias genéticamente
modificadas en productos alimentarios elaborados a base de maiz comercializados en el

pais.

86



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Método

La deteccién e identificacidon de secuencias transgénicas en alimentos se llevé a cabo

mediante el método ilustrado en la Figura 10.

Se busco obtener ADN de buena calidad y en cantidad suficiente a partir de muestras de
alimentos elaborados con maiz. Se detectdé mediante la estrategia de escrutinio de OGM
por PCR en Tiempo Real, la presencia del promotor CAMV 35S y del T-NOS.
Posteriormente todas las muestras se analizaron para la presencia de eventos
transgénicos de maiz especificos BT176, NK603, TC1507, GA21, BT11 y MON810.

También se cuantificd el contenido transgénico en 29 de las muestras alimentarias y
finalmente se cuantificé en un laboratorio certificado externo la presencia del herbicida
glifosato, su metabolito AMPA vy el glufosinato de amonio en 16 muestras de alimentos

por HPLC (Cromatografia de liquidos de alta eficiencia) con derivatizacion pos-columna.
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Homogeneizacion de la muestra.

Extraccion de ADN del alimento

(Doyle and Doyle, 1987).

Cuantificacion del ADN obtenido.

Amplificacién del gen
endogeno de maiz
hmga por PCR en

punto final.

Si

Escrutinio de OGM. Deteccion del
promotor CAMV 35s y T-NOS por
PCR en tiempo real (SYBR

Re-extraccion de
ADN.

Green®).
Presencia de Ausencia de
CaMV 35S y/o T- CaMV 35S y/o T-
NOS. NOS.

Deteccion e identificacion de eventos
transgénicos especificos de maiz por
PCR en tiempo real (SYBR Green ®)

BT176, NK603, TC1507, GA21, BT11,
MON 810.

Figura 10. Diagrama metodolégico empleado en la deteccion e identificacion de
secuencias transgénicas de maiz en alimentos (PCR en Tiempo Real con SYBR®

Green).
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5.2 Muestras Alimentarias.

Se recolectaron 156 muestras alimentarias elaboradas con maiz, 35 muestras
corresponden a tortillas, 46 muestras a botanas de maiz, 30 muestras a harinas, 30
muestras a tostadas y 15 muestras a cereales. Las muestras se recolectaron en el

mercado nacional entre junio de 2014 y julio de 2015.

5.3 Materiales de referencia.

Para realizar la deteccion e identificacion de secuencias transgénicas, como controles
positivos y negativos se utilizaron Materiales de Referencia Certificados (MRC)
importados desde IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements) y por el
ERM (European Reference Materials).

Como controles positivos se emplearon harinas certificadas de cinco variedades
transgénicas de maiz y como controles negativos se utilizaron sus respectivos blancos
no GM (blanks): Bt176, NK603, TC1507, GA21, Bt11 y MON810. (Tabla 13).

Tabla 13. Material de Referencia utilizado para la deteccion e identificacion de secuencias
transgénicas.

Control Positivo Control Negativo (blank)

ERM-BF411f, Bt176 Maize (Level 5, 5% GMO)

ERM-BF411a, Bt176 Maize (blank, 0% GMO)

ERM-BF415f, NK603 Maize (Level 5, 5% GMO)

ERM-BF415a, NK603 Maize (blank, 0% GMO)

ERM-BF418d, TC1507 Maize (Level 3, 10%

GMO)

ERM-BF418a, TC1507 Maize (blank, 0% GMO)

ERM-BF414f, GA21 Maize (Level 5, 5% GMO)

ERM-BF414a, GA21 Maize (blank, 0% GMO)

ERM-BF412f, Bt11 Maize (Level 5, 5% GMO)

ERM-BF412a, Bt11 Maize (blank, 0% GMO)

ERM-BF413ek, MON810 Maize

ERM-BF413ak, MON810 Maize (blank, 0%

GMO)
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5.4 Extraccion de ADN.

Las muestras alimentarias se pulverizaron con nitrégeno liquido utilizando un mortero
estéril. Para la extraccion de ADN se realizaron algunas modificaciones del protocolo de
Doyle y Doyle (Anexo I) para tejidos vegetales (Doyle & Doyle, 1990).

Se afiadieron 1.5 pL de RNAsa (10 mg/mL) a las muestras para evitar tener una
concentracion elevada de ARN que pudiera interferir en la cuantificacién. Las muestras

obtenidas se rotularon y almacenaron en un congelador a -20°C hasta su uso.

Una vez extraido el ADN, se cuantifico la concentracion de acidos nucleicos, utilizando
un espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop 2000® a 260 nm. Generalmente se
consideran “puras” las muestras de ADN cuya relacion de absorbancia a 260 nm/280 nm
sea de aproximadamente 1.8 (Thermo Scientific, 2012).

Cada muestra de ADN extraido fue diluida en H20 mQ hasta una concentracion final de
50 ng/uL para ser utilizadas en los ensayos de PCR en punto final y PCR en Tiempo

Real. Las muestras se almacenaron en un congelador a -20°C hasta su utilizacion.

5.5 Deteccion de gen enddgeno de maiz hmga por PCR en Punto Final.

Para confirmar la presencia de ADN de maiz y descartar la presencia de inhibidores de
la PCR, se amplificé el gen endégeno hmga (High Mobility Group proteins), que codifica
para una proteina del grupo de alta movilidad de maiz; se ha demostrado que el gen
hmga esta presente en el genoma haploide de maiz en una sola copia y aunque esto
podria ser problematico cuando se utilizan plasmidos como moléculas de referencia, se
han desarrollado metodologias, como la PCR en Tiempo Real en donde el gen hmga se
ha seleccionado como un gen de referencia endégeno de maiz en muchos de los
protocolos validados por la European Comission para la deteccién de secuencias
transgénicas en maiz y sus derivados (Salvi et al., 2008).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 15 pL, el contenido de
cada tubo de reaccion fue el siguiente: 2 uL de ADN molde (50 ng/uL), 0.3 pL del cebador
o primer forward (20 mM), 0.3 uL del cebador o primer reverse (20 mM), 0.18 uL de DNA
polimerasa (1U), 1.5 pL Buffer 10X, 0.45 yL MgCl2 (50 mM), 1.2 yL dNTPs (10 mM) y H20
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mQ c.s.p 15 pL. Los cebadores utilizados estan reportados por el Joint Research Centre

(JRC) de la Unidn Europea y se encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Cebadores utilizados para la deteccion del gen endégeno hmga de maiz. (JRC,
2011).

TAMANO
Tm TEMP. Método
CEBADOR | NOMBRE SECUENCIA 5°- 3 DEL
(°C) ) TRABAJO Ref.
AMPLICON
Directo o TTG GAC TAG AAATCT
HMGA-F 58.9
Forward CGT GCT GA
79 pb
60°C QT/ZM/020
Reverso GCT ACA TAG GGA GCC
HMGA-R 62.1
o Reverse TIGTCCT

La PCR se llevo a cabo con un programa de ciclado de 4 minutos de desnaturalizacién
inicial a 94°C, seguida de 35 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C y 30
segundos a 72°C. Finalmente una extension de 7 minutos a 72°C.

Los productos de PCR se analizaron a través de una electroforesis en gel de agarosa al

2%, tefiido con bromuro de etidio (Figura 11).

----P-.-——---

82 83 49 22 113 114 40 6 149 93 137 29

Figura 11. Productos de PCR para la amplificaciéon del gen endégeno de maiz
hmga en muestras de alimentos (Los numeros indican el nuimero de muestra de
la que se extrajo el material genético).

5.6 Escrutinio de secuencias transgénicas en alimentos.

Para el rastreo de OGMs en alimentos se eligieron como secuencias diana de deteccion

al promotor CaMV 35S y el terminador T-NOS, debido a la presencia de al menos uno de
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éstos en todos los eventos transgénicos aprobados en México para consumo humano,
con excepcion de los eventos DAS40278 y LY038 (Anexo lll). Estas secuencias también
estan presentes en la mayoria de los eventos liberados en paises que exportan sus
productos a México (ISAAA, 2015b).

El escrutinio por PCR en Tiempo Real se realizé utilizando SYBR® Green. El protocolo
para la deteccién del promotor 35S CaMV con SYBR® Green fue puesto a punto y se

verifico previo al analisis de los alimentos.

5.7 Puesta a punto del escrutinio de OGMs por PCR en Tiempo Real (SYBR ® Green).

El método de escrutinio de OGMs por gPCR se baso en el protocolo realizado por Barbau-
Piednoir y colaboradores (Barbau-Piednoir et al., 2009). EI método consiste en la
amplificacion de las secuencias del promotor CaMV 35S y del terminador T-NOS,
mediante el uso de cebadores especificos y la deteccion de los productos amplificados a
partir de la sefial fluorescente emitida por el agente intercalante SYBR® Green. Dicho
protocolo ha sido validado como Método de Referencia por el Joint Research Centre
(Método QL-ELE-00-17).

Se realizé la puesta a punto del método evaluando parametros de validacion tales como
la especificidad y selectividad de los cebadores utilizados (Tabla 15). Posteriormente se

analizé cada una de las muestras alimentarias.

Tabla 15. Cebadores utilizados para el escrutinio de OGMs en tiempo real.

Secuencia . Tm Tamaiio Temp. Método de
Cebador Secuencia 5’-3’
Diana °C amplicon | trabajo Ref.
GCCTCTGCCGACAGTG
CAMVp35S-F GT 60
CaMV 35S 82 pb 60°C SC/ELE/012
AAGGCGTGGTTGGAAC
CAMVp35S-R 60.3
GTCTT
CATGTAATGCATGACG
t-Nos F 59.3
TTATTTAT
T-NOS 84 pb 60°C SC/ELE/012
TTGTTTTCTATCGCGTA
t-Nos R 64.4
TTAAATGT

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un equipo ABI 7500 PCR System (Applied
Biosystems), en un volumen final de 7 L, conteniendo: 2 uL de ADN (50 ng/uL), 3 uL de
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SYBR® Green PCR Mastermix con ROX (Life Technologies, Thermo Scientific), 5mM de
cada cebador. El programa de ciclado consta de: un ciclo de activacion de la enzima ADN
polimerasa de 2 minutos a 50°C y posteriormente 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos
de amplificacioén de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacion) y 1 minuto a 60°C (annealing
y extension). Adjunto al ciclado de amplificacion, se programa un ciclo para las curvas
de fusién (melting curve) de los productos obtenidos. Se concreta un ascenso de
temperatura desde 60°C a 95°C y se recolectan los datos de intensidad de fluorescencia

cada minuto.

5.8 Analisis de datos.

Los valores obtenidos para cada reaccion se normalizaron contra la sehal de
fluorescencia de la zona de referencia interna ROX (referencia pasiva). El Software
StepOne v.2.3 de Applied Biosystems, calculé automaticamente la linea de base y el
umbral (threshold) para cada reaccion, en algunas ocasiones se ajustaron estos
parametros manualmente. Para cada muestra se registré el ciclo umbral (Ct), que
corresponde al nimero de ciclo en el que la fluorescencia generada por el SYBR® Green

sobrepaso la linea de threshold.

Se establecieron cuatro criterios obligatorios para considerar a una muestra como
positiva para la presencia de un marcador transgénico (CaMV 35S o T-NOS y/o algun

evento transgénico especifico de maiz):

1) Cuando la sefal de fluorescencia obtenida sobrepasa la linea umbral de deteccion.

2) Cuando se observa una sefial detectable en el control positivo y no se observa
fluorescencia en el control negativo (blanco).

3) Cuando el valor de Ct de la muestra no sobrepasa el ciclo numero 36.5 (definido
experimentalmente). Debido a que después de este ciclo la sefial de amplificacion
detectada podria deberse a una amplificacion inespecifica.

4) Cuando el producto de amplificacién presenta un unico pico de temperatura en la
curva de disociacion, con un valor de Tm igual al obtenido para el respectivo

control positivo. Se toleré una desviacién de £1°C.
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5.9 Especificidad y selectividad de los cebadores para el método de escrutinio.

Se evaluod la capacidad de los cebadores CaMVp35s F/R y t-NOS F/R de amplificar de
manera especifica la secuencia blanco correspondiente. Se analizé el material certificado
de referencia (MCR): ERM-BF412f correspondiente a la linea de maiz Bt11 (5%) que
contiene tanto la secuencia transgénica CaMV 35S como la T-NOS.

Para descartar la presencia de falsos positivos en el método, se analizd el material de
referencia certificado no transgénico (blanco no-GM). Ademas, en cada una de las
pruebas se incluydé un blanco de reaccién sin ADN para evaluar la formacién de dimeros

de cebadores y la intensidad de la fluorescencia base del método.

5.10 Sensibilidad y calculo del Limite de Deteccion (LOD).

El limite de deteccion de la técnica fue definido como la menor concentracion de ADN
transgénico (LOD relativo en % m/m) que puede ser detectada en un 95% de las
determinaciones (ISO 21571, 2005). Este limite se calcul6 para ambas secuencias
blanco, promotor CaMV 35S y T-NOS. Para ello, realizaron ensayos con distintas
concentraciones de material GM del MRC de la linea NK603 que contiene al promotor
CaMV 35S y al T-NOS): 5%, 1%, 0.1%, 0.01% (m/m) y se definié el menor valor para el
cual las cuatro réplicas dieron positivas.

Se construyeron las curvas de calibracion para cada juego de cebadores, graficando los
valores de Ct, respecto al logaritmo (log) de las concentraciones de los MRC. A partir de
las curvas de calibracion se calcularon las eficiencias de las reacciones como se presenta

a continuacion:

)

1
Eficiencia = 10 pendiente) — 1 x 100

Posteriormente se analizaron las muestras de ADN extraidas de distintos alimentos de

maiz. Cada ensayo se realizé por triplicado colocando una cantidad de 100 ng en la

reaccion de PCR.
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5.11 Identificacion de eventos especificos de maiz transgénico por PCR en Tiempo Real
(SYBR® Green).

Una vez realizado el escrutinio de OGM en los alimentos se continué con los ensayos de
PCR en Tiempo Real para la identificaciéon de eventos especificos. En este estudio se
monitorearon cinco eventos transgénicos especificos de maiz aprobados en México:
Bt11, NK603, TC1507, GA21, MON810; y uno no aprobado para consumo: Bt176.

Se utilizaron cebadores especificos disefiados para la técnica de PCR en Tiempo Real
que amplifican la region de union entre el genoma de la planta y la construccion geénica,
especifica del evento buscado (Tabla 16). La identificaciéon con SYBR® Green fue puesta
a punto y validada con los materiales de referencia certificados del IRMM. Cada reaccién
se llevd a cabo en 7 L totales, conteniendo: 2 yL de ADN (50 ng/uL), 3 uL de SYBR®
Green PCR Mastermix con ROX (Life Technologies, Thermo Scientific), 1 yL del cebador
forward [5 mM] y 1 pyL del cebador reverse [5 mM].

Tabla 16. Cebadores utilizados para la identificacion de eventos especificos de maiz
transgénico.

Tamaio
Tm Temp. de Método de
Evento Primer Secuencia 5’-3’ del
(°C) L trabajo Referencia
amplicén
Bt11-INS-F
GCG GAACCCCTATTTGTTTA | 553 QT-EVE-ZM-
Bt11 70 bp 60°C 006
Bt-11-3'JUN-R TCC AAG AAT CCCTCCATGAG | 57.3
ATG AAT GAC CTC GAG TAA
NK603-F 65.6
GCT TGT TAA QT-EVE-ZM-
NK603 108 bp 60°C
AAG AGA TAA CAG GAT CCA 008
NK603-R 65
CTC AAC ACT
TC1507-F TAG TCT TCG GCC AGAATG G 58 QT-EVE-ZM-
TC1507 58 bp 60°C
TC1507-R CTT TGC CAA GAT CAA GCG 54 010
GA21-OTP-F GAAGCCTCGGCAACGTCA 58 QT-CON-00-
GA21 133 bp 60°C
GA21-ESPS-R ATCCGGTTGGAAAGCGACTT 57.3 008
TGT TCA CCA GCA GCA ACC
Bt-176- CrylA(b)-F 59.4
AG QT-CON-00-
Bt176 100 bp 60°C
Bt-176-IVSOPEPC- | ACTCCACTTTGTGCAGAACAGA 613 007
R TCT ’
GAT GCC TTC TCC CTA GTG
Mon810-1VS-HSP-F 64.3
TTGA QT-CON-00-
MON810 113 bp 60°C
Mon810-CRY GGATGC ACT CGT TGA TGT 65.4 004
1A(B)-R TTG ’
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Se utilizé un termociclador ABI 7500 PCR System (Applied Biosystems) con el programa
de ciclado de la estrategia de escrutinio: un ciclo de activacién de la enzima ADN
polimerasa de 2 minutos a 50°C y posteriormente 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos
de amplificacioén de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacion) y 1 minuto a 60°C (annealing
y extension). Finalizada la reaccién de amplificacion se programa un ascenso gradual de
temperatura desde 60°C a 95°C y se tomaron los datos de intensidad de fluorescencia
cada minuto. Lo anterior se realiza para registrar la temperatura de disociacion (melting)
de los productos obtenidos.

Para considerar una muestra como positiva o negativa, se siguieron los mismos que para

la estrategia de escrutinio de OGM por SYBR® Green.

5.12 Especificidad y selectividad de los cebadores evento-especificos.

Para asegurar que los cebadores amplifican Unica y especificamente los eventos
transgénicos correspondientes, el par de cebadores de cada evento transgénico por
analizar fue probado sobre los materiales de referencia certificados del evento especifico
y sobre cada una de las lineas transgénicas para los cuales se contaba con material de
referencia. En cada reaccion, se analizaron los controles no-GM, asi como el blanco de
PCR (sin ADN) para poder descartar falsos positivos del método, observar si existia
formacion de dimeros de cebadores o potenciales estructuras secundarias entre los
cebadores que pudieran ser detectadas por el instrumento y evaluar la intensidad de

fluorescencia de base de cada reaccién especifica.

5.13 Sensibilidad y calculo de Limite de Deteccion (LOD).

De la misma forma que para el método de escrutinio de OGMs por SYBR® Green, el limite
de deteccion se definié como la menor concentracion de ADN transgénico (LOD) relativo
en (% m/m) que pudo ser detectada en un 95% de las determinaciones (ISO 21571,
2005). Para cada estrategia evento especifica se ensayaron distintas concentraciones
del MRC genéticamente modificado correspondiente, con un contenido GM de 5%, 1%,
0.1% y 0.01%, y se defini6 el menor valor para el cual se obtuvo una sefial de

fluorescencia por encima del umbral detectable. A partir de estos resultados se generaron
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las curvas de calibracién correspondiente y se calcularon las eficiencias de reaccion

como se presento anteriormente.

Posteriormente se analizaron las muestras de ADN extraidas de los alimentos
procesados. Cada alimento se analizé por triplicado, colocando una cantidad de 100 ng

de ADN extraido en la reaccion de PCR.

5.14 Cuantificacion de OGMs mediante qPCR (SYBR® Green).

Esta metodologia se llevdo a cabo en colaboracion con la M. en B. Mailén Arleo del
Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria de la Facultad de Ciencias de la

Universidad de la Republica de Uruguay.

La cuantificacion de OGMs mediante SYBR® Green para 29 de las muestras alimentarias,
se realizé disefiando dos curvas de calibracién, una para el gen endégeno de maiz hmga
(normalizador) y una para el promotor CaMV 35S. Las curvas se construyeron utilizando
diluciones del material de referencia certificado (MRC), de la linea NK603 (5% GM) que
contiene al promotor 35S, conteniendo aproximadamente 100, 50, 10, 1, y 0,1 ng de ADN
gendmico. Estas concentraciones corresponden a 18348, 3670, 367 y 36 copias del
genoma haploide de maiz (considerando el valor 1C de la especie), y 917, 184, 18,y 2

copias de material GM respectivamente (Mazzara et al., 2004).

Los valores obtenidos de Ct fueron graficados con respecto al logaritmo (log) del producto
amplificado y tras la regresion lineal, se obtuvo el coeficiente de correlacion (R?) y la
pendiente. A partir del valor de esta ultima, se calcularon las eficiencias de cada reaccion.
El limite de cuantificacion (LOQ) se defini6 como la menor cantidad de material
transgénico que pudo determinarse cuantitativamente con un nivel aceptable de precision

y exactitud, y se estimé a partir de las curvas de calibracion.

5.15 Calculo del porcentaje de OGMs en muestras alimentarias.

Para las 29 muestras cuantificadas, se determinaron mediante interpolacion con las

curvas patrén, las cantidades correspondientes al gen de referencia y a la secuencia
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promotora. El contenido de OGMs en porcentaje, se estimé como el cociente entre la
cantidad de secuencias de promotor CaMV 35S sobre la cantidad de gen endogeno,
multiplicado por 100. Los calculos se realizaron utilizando una planilla de calculo disefiada
especialmente para trazar las curvas patron, calcular las eficiencias de reaccion, calcular
las concentraciones para cada secuencia blanco y estimar el contenido (porcentaje de
OGMs) en las muestras, tomando en cuenta las desviaciones de la técnica y un factor
normalizador que contempla la diferencia entre las eficiencias de las dos curvas patron.
Para amplificar la secuencia del promotor CaMV 35S se utiliz6 el juego de cebadores
CaMV F/R (ver Tabla 15) y para amplificar el gen hmga, se utilizaron los cebadores
HMGA F/R (ver Tabla 14).

Las reacciones se llevaron a cabo en 25 L totales, conteniendo: 2 uL de ADN (25 ng/
ML), 12.5 uL de SYBR® Green PCR Mastermix con ROX (Life technologies), 1 uL del
cebador directo (10 uM) y 1 pL del cebador inverso (10 uM) y H2O mQ c.s.p. 25 uL.

Se utilizé el equipo ABI 7500 PCR System (Applied Biosystems), el cual se programé de
la siguiente manera: un ciclo de activacion de la enzima ADN polimerasa por 10 minutos
a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacion de 30 segundos a 95°C para la
desnaturalizacion, y 1 minuto a 60°C para el annealing y la extension. Al finalizar la
reaccion de amplificacion, se realizé el analisis de la temperatura de melting de los
productos obtenidos. Para ello se programé un ascenso gradual de temperatura desde
60°C a 95°C y se tomaron los datos de intensidad de fluorescencia cada 30 segundos.

El andlisis de los datos, y los criterios de aceptacion para considerar una muestra como

positiva, fueron los mismos que se utilizaron para el escrutinio de OGM por SYBR® Green.
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6. RESULTADOS

6.1 Especificidad de los cebadores CaMVp35S F/R y Tnos F/R utilizados en este estudio.

Los cebadores utilizados para detectar al promotor CaMV 35S y los utilizados para

detectar el terminador T-NOS, resultaron ser especificos (Tabla 17).

Tabla 17. Ensayo de especificidad y selectividad para el juego de cebadores CaMVp35S F/Ry Tnos
F/R. Se representan los valores obtenidos del ciclo umbral (Ct) y las temperaturas de melting (Tm)
para los MRC, las lineas transgénicas Bt11, Bt176, TC1507, GA21, MON810 y NK603, y para sus
respectivos blancos no transgénicos. Si: la secuencia blanco esta presente; No: la secuencia blanco
esta ausente; (-) No hubo amplificacion o la misma se encontré por debajo del limite de deteccidn,
con valores de Ct >36,5. (*) pico de Tm no caracteristico para la secuencia blanco.

Material de Referencia Certificado Cebadores

Linea % GM (m/m) Secuencia blanco CaMVp35S F/IR Tnos FIR
CaMV 35S | T-NOS Ct Tm Ct Tm

Bt11 (GM) 5% Si Si 29.1 80.8 | 29.5 | 73.2
Bt176 (GM) 5% Si No 27.2 80.1 - 63.5*
TC1507 (GM) 10% Si No 28.4 79.8 - 63.8*
GA21 (GM) 5% No Si - 65.1* 29.7 | 7341
MON810 (GM) 10% Si No 29.2 79.9 - 62.9*
NK603 (GM) 2% Si St | 289 | 802 |20 | 726
Bt11 (blanco) 0% No No - 64.5* - 62.5*
Bt176 (blanco) 0% No No - 66.0* - 63.9*
TC1507 (blanco) 0% No No - 65.6* - 64.0*
GA21 (blanco) 0% No No - 64.8* - 63.9*
MON810 (blanco) 0% No No - 65.5* - 62.8*
NK603 (blanco) 0% No No - 64.4* - 63.6*
Control sin ADN - No No - 62.2* - 62.9*

Para el par de cebadores CaMVp35S F/R, se obtuvieron sefiales de fluorescencia por
encima del umbral detectable en las lineas transgénicas Bt11, Bt176, TC1507, MON810
y NK603, las cuales contienen al promotor 35S en la secuencia recombinante (Figura 12).
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Figura 12. Ejemplo de curvas de amplificacion y de disociacién (melting) obtenidas en el
escrutinio de OGM mediante qPCR (SYBR® Green) en las muestras de alimentos. (arriba)
Curvas obtenidas para la amplificacion del promotor CaMVp35S (izquierda) y del
Terminador nos (derecha). (Abajo) Curvas de disociacion correspondientes a los
productos de amplificacion utilizando los cebadores CaMVp35S F/R (izquierda) y los
cebadores t-Nos F/R (derecha). Para ambos casos se observan picos unicos de Tm,
caracteristicos de la secuencia diana (CaMVp35S Tm (°C) = 80%1; t-Nos Tm (°C) = 73 £1).

No se detectd sefial en la linea de maiz GA21, tampoco en los MRC no transgénicos
(blancos), ni en el control negativo de PCR (sin ADN), que carecen de dicho elemento
genético. Debido a que no se observo la presencia de falsos positivos en este ensayo, la
especificidad para el juego de cebadores CaMVp35S F/R se considerd de 100% (Figura
13).
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Figura 13. (Arriba) Curvas obtenidas para la amplificacion de los MRC del control positivo
(rojo) y negativo (amarillo) del promotor CaMV 35S. (Abajo) Curvas de disociacién
correspondientes a los productos de amplificaciéon utilizando los cebadores CaMVp35S
F/R sobre el control positivo (rojo) y negativo del promotor CaMV 35S (amarillo). Se
observan un pico unico de Tm (rojo), caracteristicos de la secuencia diana CaMVp35S Tm
(°C) = 80%1, en amarillo se observa una curva de disociacién inespecifica correspondiente
al control negativo del promotor CaMV 35S, esta curva se observa de forma similar para
los controles negativos de otras secuencias diana.

Después de visualizar las curvas de fluorescencia para los MRC, se analizaron las
temperaturas de disociacion o melting (Tm) de los productos amplificados con los dos
juegos de cebadores. La curva de disociaciéon obtenida con el par de cebadores
CaMVp35S F/R sobre los MRC de las lineas Bt11, Bt176, TC1507, MON810 y NK603,
resultaron en un pico unico de Tm = 80 + 1°C. El mismo es caracteristico de la secuencia

del promotor 35S (Figura 12). Este pico no fue observado en el control de la linea GA21,
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ni en los blancos no-GM, o en el control negativo de PCR (sin ADN), que carecen de esta
secuencia recombinante. Sin embargo, para estos ultimos controles, se observé un ligero
pico de Tm= 65 + 1°C, cuya intensidad de fluorescencia resulto insignificante respecto a
la obtenida para el pico de Tm = 80% 1°C, este pico inespecifico podria estar indicando
la formacion de dimeros de cebadores y/o la presencia de una sefial de fluorescencia de

base de la técnica (Figura 13).

Para el par de cebadores Thos F/R, se observaron sefales de fluorescencia por encima
del umbral detectable en las lineas transgénicas Bt11, GA21 y NK603, las cuales
contienen en su construccion a la secuencia terminadora T-NOS (Figura 12). No se
detectaron sefiales de fluorescencia para las lineas transgénicas Bt176, TC1507 vy
MONB810 que no poseen la secuencia T-NOS, ni para los blancos no-GM o para el control
negativo de PCR (sin ADN). La especificidad obtenida para el juego de cebadores Tnhos
F/R, fue establecida en 100%.

El analisis de la curva de disociacion de los productos amplificados con el par de
cebadores Tnos F/R, mostré un pico unico de Tm= 73 = 1°C en los materiales de
referencia Bt11, GA21 y NK603 (Figura 12), no asi en las lineas Bt176, TC1507 y
MONS810, tampoco en los blancos ni en el control negativo de PCR. Sin embargo, se
observé un pico inespecifico de baja intensidad de Tm= 63 = 1°C, que podria

corresponder a la formacion de dimeros de cebadores.

6.2 Sensibilidad y Limite de deteccion (LOD).

Para calcular el limite de deteccion de la estrategia de escrutinio, se ensayaron distintas
concentraciones del material de referencia de la linea de maiz NK603: 5%, 1%, 0.1%,
0.01%, (m/m) de material GM. Para los dos juegos de cebadores CaMVp35S y Tnos F/R,
el Limite de Deteccion (LOD) fue definido en 0.01%(m/m) GM.

Este valor de 0.01% de material GM obtenido para las dos estrategias, equivale a 2 copias
de ADN transgénico. El calculo de copias equivalentes haploides a partir del valor de %
m/m, se realizd teniendo en cuenta la naturaleza hemicigota del transgén de la linea
NK603 y tomando en cuenta que en su construccion contiene una sola copia del promotor
CaMV 35S y una copia del T-NOS.
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Con base en estos resultados, el escrutinio de OGMs para ambas secuencias abarca un
intervalo de deteccién de 0.01% a 5% (m/m) de material genéticamente modificado, el
cual permite detectar el valor limite de 1% establecido para el etiquetado de alimentos

GM en la Unién Europea.

Este ensayo sirve unicamente para estimar la cantidad de OGMs presentes y no como
un método cuantitativo. La cuantificacion de OGMs debe realizarse normalizando la
cantidad de secuencias GM, respecto a la cantidad de secuencias enddégenas de la

especie.

6.3 Identificacidon de eventos transgénicos especificos de maiz en muestras
alimentarias mediante PCR en Tiempo Real.

6.3.1 Especificidad de los cebadores utilizados en este estudio.

Se analiz6 la especificidad de cada juego de cebadores disefiados para amplificar de
manera especifica los eventos transgénicos correspondientes. Se realizaron los ensayos
sobre los materiales de referencia correspondientes a cada par de cebadores y sobre las
demas lineas transgénicas, asi como sobre lineas no GM (blancos) y sobre los controles
negativos de PCR (sin ADN) para evaluar la presencia de dimeros de cebadores y
observar la sefial de base de fluorescencia, asi como para identificar posibles falsos

positivos (Figura 12 a Figura 17).
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Figura 12. Ejemplo de curvas de amplificacién y disociacion obtenidas para las muestras
de alimentos en la identificacion del evento MON810. Curvas de amplificacion (representacion
logaritmica) (izquierda. Curvas de melting obtenidas con los cebadores MON810 f/R (derecha).
Se observa un pico unico de Tm, caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm (°C) = 79 £1).
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Figura 13. Ejemplo de curvas de amplificaciéon y disociacion obtenidas para las muestras
de alimentos en la identificacion del evento Bt11. Curvas de amplificaciéon (representacion
logaritmica) (izquierda). Curvas de disociacion obtenidas con los cebadores Bt11 F/R (derecha).
Se observa un pico unico de Tm, caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm (°C)= 72%1).
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Figura 14. Curvas de amplificacion y disociaciéon obtenidas para las muestras de alimentos
en la identificacion del evento GA21. Curvas de amplificacion (representacion logaritmica)
(izquierda). Curvas de disociacion obtenidas con los cebadores GA21 F/R (derecha). Se observa
un pico unico de Tm, caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm (°C) = 86%1).
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Figura 15. Ejemplo de curvas de amplificacion y disociacion obtenidas para las muestras
de alimentos en la identificacion del evento TC1507. Curvas de amplificacién (representacién
logaritmica) (izquierda). Curvas de disociacién obtenidas con los cebadores TC1507 F/R.
(derecha). Se observa un pico unico de Tm, caracteristico de la secuencia diana buscada (Tm
(°C)= 78%1).
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Figura 16. Ejemplo de curvas de amplificaciéon y disociacion obtenidas para las muestras
de alimentos en la identificacion del evento Bt176. Curvas de amplificacién (representacion
logaritmica) (izquierda). Curvas de disociacion obtenidas con los cebadores Bt176 F/R (derecha).
Se observa amplificacion unicamente para el control positivo (MRC), con una temperatura
caracteristica Tm (°C) = 80+1, se observa amplificacion inespecifica para la muestra alimentaria
(curvas color amarillo).
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Figura 17. Ejemplo de curvas de amplificacion y disociacion obtenidas para las muestras
de alimentos en la identificacion del evento NK603. Curvas de amplificacion (representacién
logaritmica) (izquierda). Curvas de disociacion obtenidas con los cebadores NK603 F/R
(derecha). Se observa un pico unico de Tm caracteristico de la secuencia diana (Tm= 80+1).

En la Tabla 18 se muestran los resultados de Ct y Tm para cada uno de los cebadores

especificos de evento.

Tabla 18. Ensayo de especificidad y selectividad para los cebadores utilizados en la

deteccion de eventos especificos de maiz. Se encuentran los valores obtenidos en el
ciclo umbral (Ct) y las temperaturas de melting (Tm) para los MRC, lineas transgénicas
Bt176, NK603, TC1507, GA21, Bt11 y MON810.

Material de Referencia Juego de cebadores F/R
Linea %GM (m/m) BT176 NK603 TC1507 GA21 BT11 MON810
Tm=80+1°C | Tm=80+1°C | Tm=78+1°C | Tm=86+1°C | Tm=72+1°C | Tm=79 £ 1°C
(100ng ADN) | Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm
BT176 5% 25.4 | 80.2 - 62.0 - 64.4 - 62.9 - 62.5 - 66.2
NK603 5% - 65.5 | 28.9 | 79.9 - 62.5 - 63.4 - 62.5 - 67.9
TC1507 10% - 61.4 - 63.3 | 27.1 | 774 - 63.2 - 63.5 - 66.5
GA21 5% - 63.1 - 64.2 - 62.8 | 27.9 | 86.1 - 62.7 - 66.5
BT11 5% - 64.3 - 63.3 - 61.9 - 62.8 | 28.7 | 71.15 - 66.6
MONS810 10% - 61.6 - 62.5 - 62.5 - 61.8 - 62.4 | 31.8 | 78.11
BT176 0% - 61.2 - 64.2 - 62.7 - 62.2 - 62.3 - 65.8
NK603 0% - 62.2 - 64.3 - 63.0 - 63.1 - 63.2 - 65.6
TC1507 0% - 63.3 - 63.2 - 63.0 - 63.3 - 63.3 - 66.3
GA21 0% - 63.2 - 62.7 - 62.6 - 63.1 - 62.3 - 66.3
BT11 0% - 63.3 - 63.3 - 63.6 - 62.7 - 63.2 - 66.5
MON810 0% - 62.8 - 63.0 - 63.3 - 62.3 - 63.2 - 66.3
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Al analizar la grafica generada en la amplificaciéon por PCR Tiempo Real, se observo que
para cada linea transgénica se obtuvo un pico uUnico correspondiente a la Tm,
caracteristica de la secuencia amplificada y correspondiente al evento especifico (valores
sombreados, Tabla 16). Claramente se observé que los cebadores son especificos para

cada evento transgénico.

Los valores de Tm que se observan para los MRC transgénicos (que no coinciden con el
par de cebadores) asi como los valores de Tm de los MRC no transgénicos, pueden estar
indicando la formacién de dimeros de cebadores, o una sefal de fluorescencia base. Al
realizar un analisis de las intensidades de fluorescencia de las Tm inespecificas, estas
no resultaron significativas al ser comparadas con las intensidades de fluorescencia de

los picos de Tm caracteristicos de cada evento.

6.4 Escrutinio de OGMs en alimentos elaborados con maiz.

Se analizé un total de 156 diferentes alimentos derivados de maiz. Las muestras se
agruparon en cinco categorias: tortillas, botanas de maiz, tostadas, harina de maiz y

cereales (p.ej. hojuelas de maiz para desayuno).

Utilizando el protocolo descrito por Doyle & Doyle (Doyle J. J., 1987), se extrajo el ADN
de cada muestra, se cuantificé y se confirmd la ausencia de inhibidores de la PCR
mediante la amplificacion la regién del gen endégeno especifico de la especie de maiz

hmga por PCR de punto final.

Las muestras sin inhibidores fueron analizadas para la presencia de material transgénico.
El escrutinio de OGM se realiz6 utilizando la técnica de PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR® Green para determinar la presencia de CaMV 35S y T-NOS, presentes en el 97%
de los eventos transgénicos permitidos en México y en mas del 80% de los eventos
permitidos a nivel mundial (CERA, 2015; ISAAA, 2015b). Los resultados obtenidos del

escrutinio se resumen en la Tabla 19.

Se consideraron negativas a la presencia de OGMs aquellas muestras en las que no
hubo amplificacion o cuando la reaccién ocurre a partir de un valor de Ct>36.5 en el
analisis por PCR en Tiempo Real, mientras que las muestras con valores Ct<36,5, se
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consideraron positivas; ademas de que se analizaron individualmente las curvas de
melting y los valores de Tm para corroborar que fueran iguales que las de los controles
positivos correspondientes a cada secuencia recombinante o evento transgénico
especifico buscado.

En la Tabla 19 se presenta la lista de los alimentos analizados en este estudio y los
resultados obtenidos para el escrutinio de OGMs. El analisis se enfoco principalmente a
alimentos ampliamente disponibles en el mercado mexicano y consumidos masivamente

a nivel nacional.
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Tabla 19. Resultados del monitoreo de secuencias transgénicas en alimentos de maiz por
el método de escrutinio en PCR Tiempo Real. Resultado negativo, (-), corresponde a la
ausencia de la secuencia buscada, al no haber obtenido senal de amplificaciéon o la
misma tuvo valores de Ct > 36,5; Resultado positivo (+), corresponde a la presencia de la
secuencia buscada, definida para valores de Ct < 36,5 (limite de deteccion de la técnica).
Los numeros romanos indican que las muestras son diferentes, y fueron colectadas en
sitios distintos.

Muestra Escrutinio OGM
N° | Categoria Nombre Origen C;EI:/;V T-NOS
1 Tortilla Tortilla de tortilleria | Ciudad de México + +
2 Tortilla Tortilla de tortilleria Il Ciudad de México - -
3 Tortilla Tortilla de tortilleria Il Ciudad de México - -
4 Tortilla Tortilla de tortilleria IV Estado de México + +
5 Tortilla Tortilla de restaurante | Ciudad de México - -
6 Tortilla Tortilla de tortilleria V Colima + +
7 Tortilla Tortilla azul de tienda | Ciudad de México + +
8 Tortilla Tortilla azul de restaurante Il Ciudad de México + +
9 Tortilla Tortilla artesanal | Oaxaca + +
10 | Tortilla Tortilla de restaurante Il Oaxaca - +
11 Tortilla Tortilla de restaurante IV Oaxaca + +
12 | Tortilla Tortilla de restaurante V Oaxaca - +
13 | Tortilla Tortilla azul de restaurante VI Oaxaca + +
14 | Tortilla Tortilla azul de restaurante VI Oaxaca + +
15 | Tortilla Tortilla de tortilleria VI Oaxaca + +
16 | Tortilla Tortilla de restaurante VIII Ciudad de México + +
17 Tortilla Tortilla de restaurante IX Chiapas - +
18 Tortilla Tortilla maiz amarillo Chiapas - -
19 Tortilla Tortilla artesanal Il Ciudad de México - +
20 Tortilla Tortilla artesanal maiz criollo 1l Oaxaca - +
21 Tortilla Tortilla de restaurante X San Luis Potosi + +
22 Tortilla Tortilla de tortilleria VII Tlaxcala - -
23 | Tortilla Tortilla orgénica industrial Nuevo Ledn - +
24 | Tortilla Tortilla gourmet industrial Ciudad de México - -
25 Tortilla Tortilla industrial Ciudad de México + +
26 | Tortilla Tortilla gourmet industrial Il Morelos - -
27 | Tortilla Tortilla de tortilleria VIII Estado de México + +
28 | Tortilla Tortilla de tortilleria 1X Estado de México - -
29 Tortilla Tortilla de tortilleria X Estado de México + +
30 Tortilla Tortilla de tortilleria XI Estado de México + +
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N° | Categoria Nombre Origen 355 T-NOS
31 | Tortilla Tortilla de tortilleria XII Estado de México + +
32 | Tortilla Tortilla de tortilleria XIII Estado de México - -
33 | Tortilla Tortilla de tortilleria XIV Estado de México - -
34 | Tortilla Tortilla de tortilleria XV Estado de México - +
35 | Tortilla Tortilla de tortilleria XVI Estado de México + +
36 Botana Churritos chile y limén industriales | | Ciudad de México + +
37 Botana Charritos chile y limdén industriales Il | Ciudad de México + +
38 Botana Palomitas industriales | Ciudad de México - +
39 Botana Palomit.as con .mantequilla Ciudad de México + +
industriales
40 Botana Tejitas de maiz industriales Quintana Roo + +
41 Botana Gordita artesanal Colima + +
42 Botana Frituras de maiz industriales Ciudad de México + +
43 Botana | Churritos chile y limén industriales Il | Ciudad de México + +
44 Botana Galletas de maiz artesanales Ciudad de México + +
45 Botana Totopos artesanales Oaxaca - -
46 | Botana Pasta de maiz industrial Italia - +
47 Botana Frituras chile-limén industriales Ciudad de México - -
48 Botana Empanizador de maiz industrial Ciudad de México - -
49 Botana Tortilla-chips industriales Ciudad de México + +
50 Botana Palomitas de puesto ambulante Ciudad de México - -
51 Botana Palomitas industriales Il Ciudad de México + +
52 | Botana Churritos de maiz industriales | Ciudad de México + +
53 Botana Nachos industriales | Ciudad de México - -
54 Botana Frituras industriales sabor pizza Ciudad de México + +
55 Botana Frituras industriales con chile Ciudad de México - -
56 Botana Totopos gourmet industriales | Estados Unidos + +
57 Botana Palomitas industriales IlI Estados Unidos - +
58 Botana Botana de maiz industrial | Ciudad de México + +
59 Botana Totopos industriales | Ciudad de México - -
60 Botana Nachos con chile industriales Ciudad de México + +
61 Botana Tostada de maiz industrial Espaina - -
62 Botana Churritos de maiz industriales Il Ciudad de México - -
63 Botana Palomitas industriales IV Estados Unidos + +
64 Botana Galletas industriales Estados Unidos - +
65 Botana Palomitas industriales V Estados Unidos - +
66 Botana Totopos gourmet industriales Il Estados Unidos + +
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N° | Categoria Nombre Origen 355 T-NOS
67 Botana Totopos gourmet industriales Ill Estados Unidos - -
68 Botana Totopos industriales Il Estados Unidos + +
69 Botana Totopos organicos industriales Estados Unidos + +
70 Botana Palomitas industriales VI Estados Unidos - -
71 Botana Frituras sabor queso industriales | Ciudad de México + +
72 | Botana Frituras con chile industriales | Ciudad de México + +
73 Botana Frituras sabor queso industriales Il Ciudad de México + +
74 Botana Frituras chile y limén industriales Ciudad de México + +
75 Botana Frituras con chile industriales Il Ciudad de México - +
76 Botana Nachos industriales Il Ciudad de México - -
77 Botana Palomitas industriales VII Ciudad de México - +
78 | Botana Churritos de maiz industriales Il Ciudad de México + +
79 Botana Botana de maiz industrial Il Tlaxcala + +
80 Botana Totopos salados industriales Ciudad de México + +
81 Botana Totopos industriales Il Ciudad de México - -
82 Harina Harina de maiz industrial | Ciudad de México + +
83 Harina Harina de maiz industrial Il Ciudad de México + +
84 Harina Harina de tortilleria | Chiapas + +
85 Harina Harina de tortilleria Il Chiapas + +
86 Harina Harina de tortilleria Ill Chiapas + +
87 Harina Harina de tortilleria IV Chiapas + +
88 Harina Harina de tortilleria V Chiapas + +
89 Harina Harina de maiz azul de tortilleria Chiapas + +
90 Harina Harina de tortilleria VI Chiapas + +
91 Harina Harina de tortilleria VII Chiapas + +
92 Harina Harina de tortilleria VIII Chiapas + +
93 Harina Harina de tortilleria IX Michoacan + +
94 Harina Harina de tortilleria X Chiapas - +
95 Harina Harina de maiz amarillo tortilleria Chiapas + +
96 Harina Harina de tortilleria XI Chiapas + +
97 Harina Harina de tortilleria XII Chiapas + +
98 Harina Atole artesanal rojo en polvo Ciudad de México - -
99 Harina Atole artesanal azul en polvo Ciudad de México - -
100 Harina Harina de tortilleria Xl Estado de México + +
101 Harina Harina de tortilleria XIV Estado de México + +
102 | Harina Harina de tortilleria XV Estado de México + +
103 Harina Harina de tortilleria XVI Estado de México + +
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N° | Categoria Nombre Origen 355 T-NOS
104 | Harina Harina de tortilleria XVII Estado de México + +
105 | Harina Harina maiz amarillo industrial Colombia + +
106 Harina Harina maiz dulce amarillo industrial Colombia + +
107 | Harina Harina de maiz industrial IlI Ciudad de México + +
108 | Harina Harina de maiz industrial IV Ciudad de México + +
109 Harina Pinole de maiz tostado Sinaloa - -
110 Harina Pinole de maiz Ciudad de México - -
111 | Harina Harina de maiz de restaurante Jalisco - -
112 Tostada Tostadas.hornea.das maiz azul Ciudad de México + +
industriales
113 | Tostada Tostadas ¢/ sal de mar industriales Ciudad de México + +
114 | Tostada Tostadas planas industriales | Ciudad de México + +
115 | Tostada | Tostadas maiz con nopal industriales | Ciudad de México + +
116 | Tostada Tostadas industriales | Ciudad de México + +
117 | Tostada Tostadas industriales I Ciudad de México - +
118 | Tostada Tostadas industriales Il Ciudad de México - +
119 | Tostada Tostada horneada artesanal Colima + +
120 | Tostada Tostada artesanal Colima + +
121 | Tostada Tostada casera artesanal Colima + +
122 | Tostada Tostadas industriales IV Colima + +
123 | Tostada Tostadas horneadas industriales Ciudad de México + +
124 | Tostada Tostadas industriales V Ciudad de México + +
125 | Tostada Tostadas industriales VI Ciudad de México + +
126 | Tostada Tostada de restaurante | Ciudad de México - -
127 | Tostada Tostadas planas industriales Il Ciudad de México + +
128 | Tostada Tostada estilo pozolera industrial Ciudad de México - +
129 | Tostada Tostadas industriales VII Ciudad de México - -
130 | Tostada Tostadas industriales VIII Ciudad de México + -
131 Tostada Tostada de maiz nativo amarillo Colima + )
artesanal
132 | Tostada Tostadas industriales IX Estado de México - +
133 | Tostada Tostada botanera industrial Ciudad de México + +
134 | Tostada Tostada de restaurante Il Morelos - -
135 | Tostada Tostadas cevicheras industriales Jalisco - -
136 | Tostada Tostadas industriales X Hidalgo + +
137 | Tostada Tostadas industriales XI Morelos + +
138 | Tostada Tostadas industriales Xl Estado de México + +
139 | Tostada Tostadas industriales Xl Sinaloa - -
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N° | Categoria Nombre Origen 355 T-NOS
140 | Tostada Tostadas chilapitas industriales Ciudad de México + +
141 | Tostada Tostadas industriales XIV Jalisco - +
142 Cereal Cereal bajo en calorias industrial Ciudad de México + +
143 Cereal Cereal para nifios industrial | Ciudad de México - +
144 Cereal Cereal sabor miel industrial Ciudad de México + +
145 Cereal Cereal para nifios industrial Il Ciudad de México + +
146 Cereal Cereal industrial | Ciudad de México + +
147 Cereal Cereal con chocolate industrial Ciudad de México - -
148 Cereal Cereal para nifios industrial lll Ciudad de México + +
149 Cereal Cereal industrial Il Ciudad de México - -
150 Cereal Cereal para nifos industrial IV Ciudad de México - -
151 Cereal Cereal para nifios industrial V Ciudad de México + +
152 Cereal Cereal para nifios industrial VI Ciudad de México - -
153 | Cereal Cereal industrial Il Ciudad de México - -
154 | Cereal Cereal industrial IV Ciudad de México - -
155 Cereal Cereal industrial V Ciudad de México + +
156 Cereal Cereal industrial VI Ciudad de México + +
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En la Tabla 19 se observa que a partir del escrutinio de OGMs por PCR en Tiempo Real,
un total de 118 de las 156 muestras analizadas, presentaron alguno de los dos elementos
transgénicos (CaMV 35S y/o T-NOS), que representa el 75.6% del total de las muestras
analizadas, del total de muestras analizadas, el 24.4% (n=38) resultaron negativas para
la presencia de ambas secuencias transgénicas monitoreadas en este estudio (Figura
18).

De las 118 muestras positivas, el 82.2% (n=97) contienen tanto al promotor CaMV 35S
como al terminador T-NOS; el 16.1% (n=19) de las muestras s6lo contienen el marcador
T-NOS y unicamente el 1.7%% (n=2) de las muestras contenian solo la secuencia del
promotor CaMV 35S (Figura 19).

® Positivas CaMV35S y/o T-NOS = Negativas CaMV 35S y T-NOS

Figura 18. Resultados del escrutinio de OGMs (busqueda y detecciéon del promotor CaMV
35S y el terminador T-NOS) en alimentos de maiz (n=156).

m Positivas CaMV 3Sy T-NOS = Sélo CaMV 35S = Sdlo T-NOS

Figura 19. Resultados de la presencia de las secuencias CaMV 35S y T-NOS en las
muestras positivas al escrutinio de OGMs. (n=118)

114



En la Figura 20, se resumen los resultados del escrutinio de OGMs en las muestras

alimentarias por categoria de alimento.

100%

80%

60%

40%

20%

0%
Tortillas  Botanas Harinas  Tostadas Cereales
B Muestras negativas CaMV 35S y/o T-NOS
® Muestras positivas CaMV 35S y/o T-NOS
Figura 20. Resultados de escrutinio de OGMs por categoria de alimento. Sobre las barras
en color azul y anaranjado se muestra el nimero de muestras positivas y negativas,

respectivamente, para la presencia del promotor CaMV 35S y/o T-NOS en cada categoria
de alimento.

Las muestras analizadas, por tratarse en su mayoria de alimentos industrializados,
corresponden a productos ampliamente disponibles en puntos de venta presentes en
todo el territorio nacional, por lo tanto, aunque las muestras hayan sido colectadas
principalmente en la Ciudad de México, los resultados podrian extrapolarse a todo el pais.
De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis realizado a partir de muestras
disponibles en el mercado mexicano de alimentos elaborados con maiz, te6ricamente por
cada 100 tortillas de maiz, existirian 74 que contengan secuencias transgénicas, por cada
100 botanas de maiz existirian alrededor de 72 productos elaborados con maiz
transgénico, por cada 100 muestras de harina se encontrarian 83 que contengan
secuencias transgénicas, por cada 100 tostadas existirian 83 productos elaborados con
maiz GM y 60 de cada 100 cereales para desayuno contendrian maiz transgénico (Figura
21).
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Figura 21. Porcentaje (%) de muestras positivas para las secuencias transgénicas (CaMV
35S y/o T-NOS) en los diferentes tipos de alimentos elaborados con maiz.

Al realizarse la prueba estadistica de chi cuadrada con un valor de significancia del 95%
para evaluar si existia diferencia entre la incidencia de secuencias transgénicas de maiz
de acuerdo al tipo de alimento, se obtuvo un valor estadistico de chi cuadrada de 4.333,
con un valor p de 0.363, por lo que el resultado no es significativo, es decir, que el tipo
de producto alimentario no influye sobre la presencia de secuencias transgénicas de
forma general en los alimentos elaborados con maiz.

Sin embargo, con base en los resultados obtenidos, se puede observar que las muestras
en las que se encuentra maiz GM con mayor frecuencia son las harinas y las tostadas
(Figura 21).

A continuacién, se muestra un analisis del escrutinio de OGMs por categoria de alimento.

6.4.1 Resultados del escrutinio de OGMs en muestras de tortillas.

El 74.3 % (n=26) de las muestras de tortillas resultaron positivas para alguno de los
marcadores transgénicos (CaMV 35S y T-NOS) monitoreados en el escrutinio de OGMs
en las tortillas de maiz y el 25.7% (n=9) resultaron negativas a la presencia de dichos

marcadores transgénicos.
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En la Figura 22 se observa el porcentaje en el que se detectd la presencia de dichos
marcadores, para este tipo de alimento de las 26 muestras positivas, el 76.9% (n=20)
contenian tanto al promotor CaMV 35S como al T-NOS, mientras que 23.1% (n=6)

contenian unicamente al T-NOS.

0%

® Positivas CaMV 35Sy T-NOS = Sélo T-NOS = Sélo CaMV 35S

Figura 22. Resultados de la presencia de las secuencias CaMV 35S y T-NOS en las
muestras de tortillas positivas al escrutinio de OGMs (n=26).

6.4.2 Resultados del escrutinio de OGMs en muestras de botanas de maiz.

El 71.7% (n=33) de muestras de botanas de maiz resultaron positivas para al menos uno
de los dos marcadores transgénicos, el 28.3% (n=13) resultaron negativas para ambas
secuencias transgénicas

En la Figura 23 se observa que, de las 33 muestras transgénicas positivas, el 81.8%
(n=27) contenia ambos marcadores transgénicos (CaMV 35S y T-NOS), mientras el

18.2% (n=6) contenia unicamente el T-NOS.
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® Positivas CaMV 35S y T-NOS = Sélo T-NOS = Sélo CaMV 35S

Figura 23. Resultados de la presencia de las secuencias CaMV 35S y T-NOS en las
muestras de botanas positivas al escrutinio de OGMs. (n=33).

6.4.3 Resultados del escrutinio de OGMs en muestras de harinas de maiz.

El 83.3% (n=25) de las muestras de harinas de maiz analizadas (n=30) resultaron
positivas al escrutinio de OGMs, el 16.7% (n=5) de las muestras resultaron negativas

para la presencia de los marcadores transgénicos CaMV 35S y T-NOS.

En la Figura 24 se observa que del total de las 25 muestras positivas para la presencia
de transgenes, 4% (n=1) presentd unicamente el T-NOS, y el 96% (n=24) presentaron

ambos marcadores transgénicos (CaMV 35S y T-NOS).

4.0% 0%

m Positivas CaMV 35S y T-NOS = Sélo T-NOS = Sélo CaMV 35S

Figura 24. Resultados de la presencia de las secuencias CaMV 35S y T-NOS en las
muestras de harinas positivas al escrutinio de OGMs (n=25).
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6.4.4 Resultados del escrutinio de OGMs en muestras de tostadas de maiz.

El 83% (n=25) de las muestras de tostadas analizadas (n=30) fueron positivas para el
escrutinio de OGMs y el 16.7% (n=5) resultaron negativas para ambos marcadores

transgeénicos.

En la Figura 25 se observa que, de las 25 muestras positivas a la presencia de
transgenes, el 72% (n=18) contenian las dos secuencias monitoreadas en el escrutinio,

20% (n=5) solo contenian el T-NOS y el 8% (n=2) unicamente al promotor CaMV 35S.

8.0%

m Positivas CaMV 35S y T-NOS = Sélo T-NOS = Sélo CaMV 35S

Figura 25. Resultados de la presencia de las secuencias CaMV 35S y T-NOS en las
muestras de tostadas positivas al escrutinio de OGM. (n=25).

6.4.5 Resultados del escrutinio de OGMs en muestras de cereales.

El 60% (n=9) de las muestras de cereales de maiz analizadas (n=15) resultaron positivas

al escrutinio de OGMs y el 40% (n=6) resultaron negativas.
En la Figura 26 se observa que del total de muestras positivas para la presencia de

transgenes (n=9), el 11.1% (n=1) presentd unicamente el T-NOS, y el 88.9% (n=8)

presentaron ambos marcadores transgénicos (CaMV 35S y T-NOS).
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11.1% 0%

m Positivos CaMV 35Sy T-NOS = Sélo T-NOS = Sélo CaMV 35S

Figura 26. Resultados de la presencia de las secuencias CaMV 35S y T-NOS en las
muestras de cereales positivos al escrutinio de OGMs (n=9).

6.5 Identificacion de eventos transgénicos especificos en alimentos de maiz.

En México se han aprobado 68 eventos transgénicos de maiz para alimentacion humana
y animal. De dichos eventos, 48 de ellos contienen las dos secuencias recombinantes
monitoreadas en el escrutinio de OGMs (CaMV 35S y T-NOS), 12 contienen unicamente
el promotor CaMV 35S, solamente seis el terminador T-NOS, y sélo dos de los eventos
no las contienen (ISAAA, 2015a).

Por lo tanto, monitoreando la presencia del promotor CaMV 35S y el terminador T-NOS
en las muestras, se puede abarcar un total de 66 eventos transgénicos aprobados para
alimentacién humana en nuestro pais. Los dos eventos aprobados que no contienen
ninguna de estas dos secuencias transgénicas son el evento DAS40278 (tolerancia al
herbicida 2,4-D) y el LY038 (modificado para incrementar la producciéon del aminoacido
lisina), por lo que quedarian fuera del alcance de este estudio.

Para poder conocer los eventos especificos presentes en cada matriz alimentaria y por
lo tanto los rasgos de resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas, se monitoreé la
presencia de seis de los eventos transgénicos especificos de maiz mas comunes y mas
comercializados a nivel mundial: Bt176, Bt11, NK603, MON810, TC1507 y GA21. EI
evento Bt176 se incluyo en el estudio considerando los estudios relativos a su toxicidad
(Glockner & Séralini, 2016), a pesar de que este evento no se encuentra aprobado para
consumo humano en México, se considerd relevante evaluar su presencia en las

muestras alimentarias.
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En el Anexo lll se incluye la lista de los eventos transgénicos aprobados en México para
consumo humano, se puede observar que existen eventos transgénicos individuales y

una gran mayoria se encuentran como eventos transgénicos apilados.

De los 66 eventos transgénicos que pueden detectarse mediante el escrutinio de OGMs,
49 contienen al menos uno de los siguientes cinco eventos transgénicos monitoreados:
Bt11, NK603, MON810, TC1507 y GA21, es decir, se encuentran de forma individual o
como eventos apilados.

Los 17 eventos transgénicos restantes, unicamente pueden detectarse mediante el
escrutinio de OGMs, pero al no haber sido monitoreados especificamente en este
estudio, no se podria identificar qué rasgo transgénico contenia el maiz con el que fue

elaborada la muestra alimentaria.

En la Tabla 20 se presentan las caracteristicas de cada evento transgénico monitoreado
en este estudio, como se puede observar, los eventos NK603 y Bt11 contienen tanto al
promotor CaMV 35S como al T-NOS, los eventos Bt176, MON810 y TC1507 unicamente
contienen la secuencia promotora CaMV 35S y el evento GA21 sdlo contiene la secuencia
terminadora T-NOS.
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Tabla 20. Caracteristicas de los eventos transgénicos especificos analizados.

Forraje (alimento

ganado)

Evento Rasgo(s) Uso sugerido Genes Promotor | Terminador | Autorizacion
transgénico Insertados | CaMV 35S | T-NOS en México*
Bt11 Resistencia a | Consumo cry1Ab Si Si 2007
insectos humano pat
lepiddpteros Forraje (alimento
Tolerancia a | ganado)
Glufosinato de
amonio
Bt176 Resistencia a | Consumo cry1Ab Si No No hay
insectos humano CP4 epsps aprobacién
lepidopteros Forraje (alimento
Tolerancia a | ganado)
Glifosato
TC1507 Resistencia a | Consumo Cry1Fa2 Si No 2003
insectos humano pat
lepiddpteros Forraje (alimento
Tolerancia a | ganado)
Glufosinato de
amonio
GA21 Tolerancia a | Consumo CP4 epsps | No Si 2002
Glifosato humano
Forraje (alimento
ganado)
MONS810 Resistencia a | Consumo cry1Ab Si No 2002
insectos humano
lepidépteros Forraje (alimento
ganado)
NK603 Tolerancia a | Consumo CP4 epsps | Si Si 2002
Glifosato humano

Se analizaron las muestras de alimentos para identificar eventos especificos de maiz

mediante PCR en Tiempo Real, los resultados obtenidos para los eventos Bt176, NK603,
TC1507, GA21, Bt11 y MON810 se resumen en la Tabla 21.
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Tabla 21. Resultados del monitoreo de secuencias transgénicas en alimentos de maiz. (-)
Resultado negativo, corresponde a la ausencia de la secuencia recombinante o evento
transgénico correspondiente; (+) Resultado positivo (en rojo), para la secuencia
recombinante o el evento transgénico correspondiente.

Muestra Escrutinio OGM Evento especifico
N° Nombre Origen c;gnsv T-NOS | Bt176 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
1 Tortilla de Ciudad de + + + +
tortilleria | México
5 Tortilla de Ciudad de
tortilleria Il México
3 Tortilla de Ciudad de
tortilleria 11l México
A Tortilla de Estado de + + + +
tortilleria IV México
s Tortilla de Ciudad de
restaurante | México
6 Tortilla de Colima + +
tortilleria V
Tortilla azul de Ciudad de
7 . p + + - - - - - -
tienda | México
Tortilla azul de Ciudad de
8 p + + - + - - - -
restaurante Il Meéxico
Tortilla artesanal
9 | Oaxaca + + - - - - - -
Tortilla de
10 Oaxaca - + - - + - - -
restaurante Il
11 Tortilla de Oaxaca + +
restaurante IV
Tortilla de
12 Oaxaca - + - - - - - -
restaurante V
Tortilla azul de
13 Oaxaca + + - - - - - -
restaurante VI
Tortilla azul de
14 Oaxaca + + - - - - - -
restaurante VII
15 Tortilla de Oaxaca + + + + +
tortilleria VI
16 Tortilla de Ciudad de + + + + +
restaurante VI México
Tortilla de
17 Chiapas - - - - - - -
restaurante IX P +
Tortilla maiz .
18 . Chiapas - - - - - - - -
amarillo
Tortilla artesanal Ciudad de
19 , . - + - - - - - -
Il México
Tortilla artesanal
20 .. Oaxaca - + - - - - - -
maiz criollo Ill
Tortilla de . ,
21 San Luis Potosi + + - - - - - -

restaurante X
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N° Nombre Origen — T-NOS | Btl76 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
22 Tortilla de Tlaxcala
tortilleria VII B B B B B B B B
Tortilla orgdnica .
23 . . Nuevo Ledn - + - - - - - -
industrial
" Tortilla gourmet Ciudad de
industrial México
- Tortilla Ciudad de + + + +
industrial México B ) ) )
Tortilla gourmet
26 . & . Morelos - - - - - - - -
industrial Il
»7 Tortilla de Estado de + + + + +
tortilleria VIII México
»8 Tortilla de Estado de
tortilleria IX México
Tortilla de Estado de
29 I p + + - - - - - -
tortilleria X Meéxico
30 Tortilla de Estado de + + + + +
tortilleria Xl México
Tortilla de Estado de
31 - p + + - - - - - -
tortilleria XII Meéxico
3 Tortilla de Estado de
tortilleria Xl México
Tortilla de Estado de
33 — p + + - - - - - -
tortilleria XIV Meéxico
Tortilla de Estado de
34 o . + + - - - - - -
tortilleria XV México
3 Tortilla de Estado de + + + +
tortilleria XVI México
Churritos chile .
. y Ciudad de
36 limoén L. + + - + + - - -
. . México
industriales |
Charritos chile .
. ¥ Ciudad de
37 limon , + + - - + - - -
. . México
industriales Il
38 Palomitas Ciudad de + +
industriales | México
Palomitas con .
. Ciudad de
39 mantequilla L + + - - - - - +
. . México
industriales
Tejitas de maiz .
40 ) . Quintana Roo + + - + - - - -
industriales
Gordita .
41 Colima + + - + - - - -
artesanal
Frituras de maiz Ciudad de
42 . ) . + + - + + - - +
industriales México
Churritos chile .
POS CI®Y | Ciudad de
43 limon , + + - + + - - +
. . México
industriales Ill
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N° Nombre Origen — T-NOS | Btl76 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
Galletas de maiz Ciudad de
44 . + + - + - - - -
artesanales México
Totopos
45 P Oaxaca - - - - - - - -
artesanales
Pasta de maiz .
46 . . Italia - + - - - - - -
industrial
Frituras chile- .
L Ciudad de
47 limén L. - - - - - - - -
. . Meéxico
industriales
18 Empanizador de Ciudad de
maiz industrial México
Tortilla-chips Ciudad de
49 : . - + + - - + + + +
industriales México
Palomitas de .
Ciudad de
50 puesto L. - - - - - - - -
Meéxico
ambulante
51 Palomitas Ciudad de + +
industriales Il México
Churritos de .
. . Ciudad de
52 | maiz industriales L + + - + + + + +
| México
53 Nachos Ciudad de
industriales | México
Frituras .
. . Ciudad de
54 industriales , . + + - - - - - -
. México
sabor pizza
Frituras .
. . Ciudad de
55 | industriales con L. - - - - - - - -
. México
chile
Totopos
56 gourmet Estados Unidos + + - + + - - +
industriales |
Palomitas .
57 . . Estados Unidos - + - + - - - -
industriales 11l
Botana de maiz Ciudad de
58 : : - + + - + + - - +
industrial | México
59 Totopos Ciudad de
industriales | México
Nachos con chile Ciudad de
60 : ; L + + - + + - - -
industriales México
Tostada de maiz o
61 . . Espana - - - - - - - -
industrial
Churritos de .
. . Ciudad de
62 | maiz industriales , . - - - - - - - -
" México
Palomitas .
63 Estados Unidos + + - - - - - -

industriales IV
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N° Nombre Origen — T-NOS | Btl76 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
Galletas .
64 . . Estados Unidos - + - - - - - -
industriales
Palomitas .
65 . . Estados Unidos - + - - - - - -
industriales V
Totopos
66 gourmet Estados Unidos + + - + + - - +
industriales Il
Totopos
67 gourmet Estados Unidos - - - - - - - -
industriales 11l
Totopos .
68 . .p Estados Unidos + + - + + - - -
industriales Il
Totopos
69 organicos Estados Unidos + + - + + - - -
industriales
Palomitas .
70 . . Estados Unidos - - - - - - - -
industriales VI
Frituras sabor .
- eSO Ciudad de + +
. g ) México
industriales |
Frituras con .
g . Ciudad de
72 | chile industriales .. + + - + + - - -
| México
Frituras sabor .
Ciudad de
73 gueso o + + - + + + + +
. . México
industriales Il
Frituras chile .
. ¥ Ciudad de
74 limén . + + - + + + + +
. . México
industriales
Frituras con .
. . Ciudad de
75 | chile industriales , . - + - - - - - -
I México
76 Nachos Ciudad de
industriales Il México
Palomitas Ciudad de
77 . . , . - + - - - - - -
industriales VII México
Churritos de .
. . Ciudad de
78 | maiz industriales L. + + - + + - - +
I México
Botana de maiz
79 . . Tlaxcala + + - + + - + -
industrial Il
Totopos salados Ciudad de
80 . . . + + - + + - - -
industriales México
81 Totopos Ciudad de
industriales Il México
Harina de maiz Ciudad de
82 . . . + + - + + - - +
industrial | México
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N° Nombre Origen — T-NOS | Btl76 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
g3 Harina de maiz Ciudad de + + ) + ) ) ) +
industrial Il México
84 Harina de Chiapas + + - + - - - +
tortilleria |
85 Harina de Chiapas + + - + + - - +
tortilleria Il
86 Harina de Chiapas + + - + + - - +
tortilleria Ill
87 Harina de Chiapas + + - + + - - -
tortilleria IV
88 Harina de Chiapas + + - + + - - +
tortilleria V
89 Harina de maiz Chiapas + + - + + - - -
azul de tortilleria
90 Harina de Chiapas + + - + + - - +
tortilleria VI
91 Harina de Chiapas + + - + + - - -
tortilleria VII
92 Harina de Chiapas + + - + + - - +
tortilleria VIII
Harina de . .
93 g Michoacan + + - + + - - -
tortilleria IX
Harina de .
> tortilleria X Chiapas B + B B B ) ) )
Harina de maiz
95 amarillo Chiapas + + - + + - - +
tortilleria
96 Harina de Chiapas + + - + + - - +
tortilleria XI
97 Harina de Chiapas + + - + + - - +
tortilleria XII
o8 Atole artesanal Ciudad de ) ) ) ) ) ) ) )
rojo en polvo México
99 Atole artesanal Ciudad de ) ) ) ) ) ) ) )
azul en polvo México
Harina de Estado de
100 o L. + + - - - - - -
tortilleria Xl México
101 Harina de Estado de + + ) + ) ) ) )
tortilleria XIV México
10 Harina de Estado de + + ) ) + ) ) )
tortilleria XV México
Harina de Estado de
103 e . + + - - - - - -
tortilleria XVI México
104 Harina de Estado de + + ) + ) ) ) )
tortilleria XVII México
Harina maiz
105 amarillo Colombia + + - + + - + +
industrial
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N° Nombre Origen — T-NOS | Btl76 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
Harina maiz
106 dulce amarillo Colombia + + - + + - - -
industrial
Harina de maiz Ciudad de
107 ) ) . + + - + + - - +
industrial Il Meéxico
108 Harina de maiz Ciudad de + + +
industrial IV México
Pinole de maiz .
109 Sinaloa - - - - - - - -
tostado
. ; Ciudad de
110 | Pinole de maiz L. - - - - - - - -
Meéxico
Harina de maiz .
111 Jalisco - - - - - - - -
de restaurante
Tostadas .
, Ciudad de
112 | horneadas maiz , . + + - + + - - -
. . México
azul industriales
Tostadas ¢/ sal .
/ Ciudad de
113 de mar , . + + - + + - + +
. . México
industriales
Tostadas planas Ciudad de
14 | : p + + - + + - - +
industriales | México
Tostadas maiz .
Ciudad de
115 con nopal .. + + - + + - - +
. . México
industriales
116 Tostadas Ciudad de + + +
industriales | México
117 Tostadas Ciudad de + + +
industriales Il México
118 Tostadas Ciudad de + + +
industriales 11l México
Tostada
119 horneada Colima + + - + - - - +
artesanal
Tostada .
120 Colima + + - + - - - -
artesanal
Tostada casera .
121 Colima + + - + - - - -
artesanal
122 Tostadas Colima + + + +
industriales IV
Tostadas .
Ciudad de
123 horneadas , . + + - + + - + +
. . México
industriales
124 Tostadas Ciudad de + + + +
industriales V México
125 Tostadas Ciudad de + + + +
industriales VI México
126 Tostada de Ciudad de
restaurante | México
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N° Nombre Origen — T-NOS | Btl76 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
Tostadas planas Ciudad de
127 | . : . + + - + + - - -
industriales Il Meéxico
Tostada estilo .
Ciudad de
128 pozolera , . - + - - - - - -
. . Meéxico
industrial
129 Tostadas Ciudad de
industriales VII México
Tostadas Ciudad de
130 | . : L + - - - - - - -
industriales VIII Meéxico
Tostada de maiz
131 | nativo amarillo Colima + - - - - - - -
artesanal
Tostadas Estado de
132 | ; p - + - - - - . .
industriales IX Meéxico
Tostada .
Ciudad de
133 botanera . . + + - + + - - -
. . México
industrial
Tostada de
134 Morelos - - - - - - - -
restaurante Il
Tostadas
135 cevicheras Jalisco - - - - - - - -
industriales
136 Tostadas Hidalgo + + + +
industriales X &
Tostadas
137 . . Morelos + + - + + - + +
industriales XI
138 Tostadas Estado de + +
industriales XII México
139 Tostadas Sinaloa
industriales XIlI
Tostadas .
. Ciudad de
140 chilapitas i + + - - - - - -
. . México
industriales
141 Tostadas Jalisco +
industriales XIV
Cereal bajo en .
,J Ciudad de
142 calorias i + + - + + - + -
. . México
industrial
Cereal para Ciudad de
143 | . L - + - + + - + +
nifios industrial | México
Cereal sabor Ciudad de
144 o ; » + + - + + + + +
miel industrial México
Cereal para .
-ereaipara Ciudad de
145 | nifios industrial , . + + - + + + + +
I México
Cereal industrial Ciudad de
146 L. + + - - - - - -
| Meéxico
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N° Nombre Origen — T-NOS | Btl76 | NK603 | TC1507 | GA21 Btll | MONS810
Cereal con .
Ciudad de
147 chocolate , . - - - - - - - -
. . Meéxico
industrial
Cereal para .
o P . Ciudad de
148 | nifios industrial A + + - + + + + -
" Meéxico
149 Cereal industrial Ciudad de
1 México
Cereal para .
o P . Ciudad de
150 | nifios industrial L. - - - - - - - -
Meéxico
\Y)
Cereal para .
. . Ciudad de
151 | nifios industrial A + + - + + + + +
Meéxico
\Y
Cereal para ,
. . Ciudad de
152 | nifios industrial A - - - - - - - -
México
VI
153 Cereal industrial Ciudad de
1 México
154 Cereal industrial Ciudad de
\Y; México
Cereal industrial Ciudad de
155 . + + - - + - + -
Vv Meéxico
Cereal industrial Ciudad de
156 . + + - + + - + +
VI Meéxico
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De las 118 muestras que resultaron positivas para la presencia de las secuencias
transgénicas CaMV 35S y/o T-NOS, el 69.5% (n=82) resulté positivo para la presencia
de uno 0 mas de los seis eventos especificos monitoreados. En la mayoria de los casos
se encontré mas de un evento especifico por muestra. Por otro lado, el 30.5% (n=36) no

contenia ninguno de los eventos transgénicos monitoreados (Figura 27).

® Muestras positivas a un evento o combinacion de eventos
= Muestras negativas a los eventos monitoreados

Figura 27. Presencia de eventos transgénicos especificos en las muestras de alimentos
que resultaron positivas al escrutinio de OGMs (n=118).

El 30.5% (n=36) de las muestras positivas para la presencia del promotor CaMV 35S y/o
T-NOS, resultaron negativas para la presencia de los seis eventos transgénicos
monitoreados (Tabla 21, muestras:
6,7,9,11,12,13,14,17,19,20,21,23,29,31,33,34,46,51,54,63,64,65,71,75,77,94,100,103,1

28,130,131,132,138,140,141 y 146).

Es posible que dichas muestras alimentarias contengan alguno de los 17 diferentes

eventos transgénicos aprobados en México que no fueron monitoreados, pero que

contienen los elementos recombinantes CaMV 35S y/o T-NOS (Tabla 22).
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Tabla 22. Eventos transgénicos de maiz disponibles en México no considerados en este

estudio que contienen al promotor CaMV 35s y/o al T-NOS.

Eventos transgénicos que contienen sélo el promotor CaMV 358S.

Nombre del evento transgénico
de maiz. Rasgo(s)

Resistencia a insectos coledpteros y lepidopteros.

4114 . .
Tolerancia a glufosinato.

59122 Resistencia a insectos coledpteros. Tolerancia a glufosinato.

98140 Tolerancia a glifosato, sulfonilureas e imidazolinonas.

98140 x 59122 Tole.ranC|a.1 a g!lfosato, sulfor'1|lureas e |m|daz<?I|nonas. .
Resistencia a insectos coledpteros. Tolerancia a glufosinato.
T25 Tolerancia a glufosinato.

Eventos transgénicos que contienen sélo el terminador T-NOS.

Nombre del evento transgénico

de maiz Rasgo(s)
3272 Produccion de una enzima alfa-amilasa termoestable.
5307 Resistencia a insectos coledpteros y lepidépteros.
MIR162 Resistencia a insectos lepidopteros.
MIR604

Resistencia a insectos coledpteros.

Eventos transgénicos que contienen CaMV 35S y T-NOS.

Nombre del evento transgénico
de maiz Rasgo(s)

MON863 Resistencia a insectos coledpteros.
Tolerancia a glifosato.

MON87427

Tolerancia a glifosato.

MON87427 x MON89034 x . e - .
Resistencia a insectos lepidopteros y coledpteros.

MONB88017

MON87460 Tolerancia a estrés por sequia.

Tolerancia a estrés por sequia. Resistencia a insectos

MON87460 x MON89034 x L .
lepidopteros y coledpteros.

MON88017 Tolerancia a glifosato.
MONB88017 ReS|stenf:|a a |r1$ectos coledpteros.
Tolerancia a glifosato.
MON89034 Resistencia a insectos lepidopteros.
MONB89034 x MON88017 ;ﬁczlss;?gma a insectos coleodpteros y lepidopteros. Tolerancia a
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El evento transgénico mas frecuentemente detectado fue la linea NK603, que confiere el
rasgo de tolerancia a glifosato, resultando positivas el 63.6% (n=75) del total de las
muestras que previamente habian resultado positivas para los marcadores transgénicos
CaMV 35S y T-NOS (n= 118). El evento transgénico TC1507 se encontrd en el 55.1%
(n=65), el evento MON810 en un 34.7% (n=41), el evento Bt11 en 14.4% (n=17) y el
evento GA21 en un 6.8% (n=8) del total de muestras positivas para los marcadores
transgénicos CaMV 35S y T-NOS. El evento Bt176 no fue identificado en ninguna de las

muestras alimentarias analizadas (Figura 28).
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H B =

NK603 TC1507  MON 810 Bt1l GA21 Bt176

B % Eventos 63.6 55.1 34.7 14.4 6.8 0.0

Porcentaje de muestras positivas

Figura 28. Porcentaje de muestras positivas a los eventos especificos monitoreados.

De las muestras de alimentos que resultaron positivas para el escrutinio de OGMs y que
contenian al menos un evento transgénico especifico, se enlistan en orden ascendente:
el 38.5% (n=10) de las muestras de tortillas, el 72.0% (n=18) de las muestras de tostadas,
el 72.7% (n=24) de las muestras de botanas, el 88.0% (n=22) de las muestras de harina

y finalmente el 88.9%n=8) de las muestras de cereales (Tabla 23).
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Tabla 23. Presencia de los eventos transgénicos especificos presentes por categoria de
alimento.

Presencia de al menos un
Tipo de Muestras positivas al | Positivas para al menos evento transgénico en las
muestra escrutinio de OGMs un evento transgénico muestras

(%)
Cereales 9 8 88.9
Harinas 25 22 88.0
Botanas 33 24 72.7
Tostadas 25 18 72.0
Tortillas 26 10 38.5

En la Tabla 24 se resumen los resultados de la presencia de los eventos transgénicos

especificos encontrados por tipo de alimento.

Tabla 24. Presencia de los eventos transgénicos especificos de maiz por categoria de
alimento. Se muestra el nimero de muestras positivas a cada evento y la presencia de
dicho evento en el total de las muestras por categoria.

Tipo de Alimento | Bt176 (+) N'((f)°3 Tc(1+§°7 Gg? B(T; MO(li)810
Tortillas n=35 0[] 9[25.7] | 9[25.7] | O[] 0[] 4111.4]
Botanas n=46 0[] |21[45.7]|18[39.1] | 4[8.7] | 5[10.9] 11 [23.9]
Harinas n=30 0[] |20[66.7]|18[60.0] | O[] 1[3.3] 13 [43.3]
Tostadas n=30 0[] |18[60.0] | 12[40.0] | O[] 3[10.0] 8 [26.7]
Cereales n=15 0[] 7146.7] | 8[53.3] | 4[26.7] | 8[53.3] 5 [33.3]

La distribucidén de las muestras positivas para los eventos especificos de maiz no fue
homogénea en las diferentes categorias de alimentos.

El evento NK603 fue el mas frecuente en la categoria de harinas, siendo el 66.7% (n=20)
de las muestras positivas para este marcador, muestras que solo estuvo presente en el
25.7% (n=9) de las muestras de tortillas (Tabla 24). Para los demas eventos, también se
observo una distribucion heterogénea en la presencia de los eventos transgénicos

monitoreados. Al examinar el numero total de los diferentes eventos transgénicos por
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categoria de alimento, los cereales mostraron el mayor numero de diferentes eventos
transgénicos, seguidos de las muestras de harina, tostadas, botanas y tortillas.
A continuacion, se muestra un analisis de la presencia de los eventos transgénicos

especificos por categoria de alimento.

6.5.1 Identificacion de eventos transgénicos especificos en muestras de tortillas.

Se analizaron 35 muestras diferentes de tortillas; a partir del escrutinio de OGMs, el
74.3% (n=26) de las muestras resultaron positivas y el 25.7% (n=9) de las muestras
resultaron negativas para los marcadores transgénicos CaMV 35S y/o T-NOS. Lo que
implica que, teéricamente de cada 100 muestras disponibles en el mercado, alrededor de
74 contienen maiz genéticamente modificado.

Posteriormente, al realizarse el monitoreo de secuencias especificas de las 26 muestras
positivas, el 61.5% (n=16) no contenian ninguno de los seis eventos transgénicos
monitoreados en este estudio, sin embargo, el 38.5% (n=10) de las muestras positivas al

escrutinio de OGMs si presentaron al menos uno de estos (Figura 29).

m Positivas al escrutinio de OGMs y positivas para al menos un evento transgénico

m Positivas al escrutinio de OGMs pero negativas a eventos transgénicos especificos

Figura 29. Resultados de la presencia de secuencias transgénicas especificas en
muestras de tortillas positivas al escrutinio de OGMs (n=25).

De las 10 muestras que resultaron positivas al escrutinio de OGMs y que resultaron

positivas al menos a un evento especifico, el 20% (n=2) presentaron sélo un evento
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transgénico, el 20% (n=4) presentaron dos eventos transgénicos y 20% (n=4) mas
resultaron positivas para una combinacion de tres eventos transgénicos; ninguna de las

muestras resulté positiva para cuatro o cinco eventos transgénicos distintos (Figura 30).

0% 0%

m Sélo un evento transgénico ® 2 eventos transgénicos
= 3 eventos transgénicos 4 eventos transgénicos
5 eventos transgénicos

Figura 30. Resultados del nimero de eventos transgénicos especificos encontrados
simultaneamente en las muestras de tortillas positivas al escrutinio de OGMs (n=10).

En la Tabla 25 se resume el analisis del numero de muestras en las que se detecté por
lo menos un evento transgénico o la presencia de mas de uno de estos en las muestras
de tortilla (Frecuencia absoluta), y de la probabilidad de obtener una muestra con algun
evento transgénico o combinacion de eventos, la cual se obtiene calculando la razon
entre la frecuencia absoluta y el total de muestras de tortillas analizadas (Frecuencia
relativa).

Debido a que no se monitored el total de los eventos transgénicos aprobados en México
que contienen los rasgos de resistencia a insectos y/o tolerancia a herbicidas (Tabla 22),
no es posible realizar una estimacion precisa sobre la proporcion en la que estos rasgos

se presentan en los productos de maiz disponibles en el mercado mexicano.
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Tabla 25. Presencia de eventos transgénicos y combinaciones de estos en las muestras

de tortillas (T.H. = tolerancia al herbicida, R.l. = resistencia a insectos).

Evento transgénico o Rasgo(s) Frecuencia absoluta %Frecuencia
combinacién de eventos. relativa
Un evento
NK603 T.H. Glifosato 1 29
TC1507 R.I./T.H. 1 2.9
Glufosinato
Total 2 5.7
Dos eventos
NK603/TC1507 R.I./ T.H. 4 11.4
Glufosinato/
T.H. Glifosato
Total 4 11.4
Tres eventos
NK603/TC1507/MON810 R.I/T. H. 4 11.4
Glufosinato/
T.H. Glifosato
Total 4 11.4

6.5.2 Identificacion de eventos transgénicos especificos en botanas de maiz.

Con respecto al analisis de las botanas elaboradas con maiz (n=46), se encontré el 71.7%

(n=33) de las muestras fueron positivas a la presencia del promotor CaMV 35S y/o T-

NOS y que el 28.3% (n=13) de las muestras resultaron negativas a la presencia de dichos

marcadores transgénicos.

Del 71.7% (n=33) de las muestras que resultaron positivas en el escrutinio de OGMs, en

el 27.3% (n=9) no se detectaron los eventos transgénicos especificos monitoreados en

esta tesis, pero el 72.7% (n=24) si presentaron al menos uno de ellos (Figura 31).
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m Positivas al escrutinio de OGMs y positivas para al menos un evento transgénico
m Positivas al escrutinio de OGMs pero negativas a eventos transgénicos especificos

Figura 31. Resultados de la presencia de secuencias transgénicas especificas en
muestras de botanas de maiz positivas al escrutinio de OGMs (n=33).

En la Figura 33 se muestra que del 72.7% (n=24) de las muestras de botanas que
resultaron positivas para al menos un evento transgénico monitoreado, el 29.2% (n=7)
resultaron positivas para sélo un evento transgénico, el 25% (n=6) presentaron una
combinacién de dos eventos transgeénicos especificos, el 29.2% (n=7) una combinacion
de tres eventos transgénicos, el 4.2% (n=1) una combinacién de cuatro eventos y
finalmente el 12.5% (n=3) resultaron positivos a cinco eventos transgénicos especificos

diferentes.

138



4.2% .

m Sélo un evento transénico = 2 eventos transgénicos
m 3 eventos transgénicos 4 eventos transgénicos
= 5 eventos transgénicos
Figura 32. Resultados del numero de eventos transgénicos especificos encontrados

simultaneamente en las muestras de botanas de maiz positivas al escrutinio de OGMs
(n=24).

En la Tabla 26 se resumen las frecuencias encontradas para cada evento transgénico o
combinaciones de eventos y la frecuencia relativa o probabilidad de encontrar una
muestra de botana con cada combinacion y los rasgos correspondientes a los transgenes

encontrados.
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Tabla 26. Eventos y combinaciones de eventos encontrados en las muestras de botanas

(R. I= Resistencia a insectos. T.H= Tolerancia al herbicida.)

Evento o %
combinacion de Rasgo(s) Frecuencia absoluta Frecuencia
eventos. relativa
Un evento
NK603 T.H. Glifosato 5 10.9
R.I./T.H.
TC1507 1 2.2
Glufosinato
MON810 R.I. 1 2.2
Total 7 15.2
Dos eventos
R.I./TH
NK603/TC1507 Glufosinato/ 6 13.0
T.H. Glifosato
Total 6 13.0
Tres eventos
R.I./ T.H.
NK603/TC1507/MONS8
10 Glufosinato/ 6 13.0
T.H. Glifosato
R.I./ T.H.
NK603/TC1507/Bt11 Glufosinato/ 1 2.2
T.H. Glifosato
Total 7 15.2
Cuatro eventos
R.I./ T.H.
TC1507/GA21/Bt11/M
Glufosinato/ 1 2.2
ON810
T.H. Glifosato
Total 1 2.2
Cinco eventos
R.I./ T.H.
NK603/TC1507/GA21/
Glufosinato/ 3 6.5
BT11/MON810
T.H. Glifosato
Total 3 6.5
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La probabilidad de encontrar una muestra de botanas elaboradas con maiz GM que
contenga mas de un evento es alta ya que de las 46 muestras analizadas, en 26 se
detect6 mas de un evento transgénico, combinando asi los rasgos de resistencia a

insectos y tolerancia a herbicidas.

6.5.3 Identificacion de eventos transgénicos especificos en harinas de maiz.

De las muestras de harina analizadas (n=30), el 83.3% (n=25) resulté positivo para el
escrutinio de OGMs (presencia de CaMV 35S y/o T-NOS), pero 12% (n=3) de estas
ultimas, no contenian alguno de los eventos monitoreados en este estudio.

Del 83.3% (n=25) de las muestras que resultaron positivas a la presencia del promotor
CaMV 35S y/o T-NOS, el 88% (n= 22) resulté positivo para al menos uno de los eventos
transgénicos monitoreados y el 12% (n= 3) resultd negativo para todos los eventos

transgénicos especificos monitoreados (Figura 33).

m Positivas al escrutinio de OGMs y positivas para al menos un evento transgénico
= Positivas al escrutinio de OGMs pero negativas a eventos transgénicos especificos

Figura 33. Resultados de la presencia de eventos transgénicos especificos en harinas de
maiz positivas al escrutinio de OGMs (n=25).

De las 22 muestras que contenian al menos un evento transgénico especifico, se
encontro que el 18.2% (n=4) fueron positivas para soélo un evento transgénico especifico,
el 31.8% (n=7) resultd positivo para dos eventos, el 45.5% (n=10) resultoé positivo para

tres diferentes eventos transgénicos especificos y finalmente el 4.5% (n=1), resultd
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positiva para cuatro eventos transgénicos especificos de maiz distintos; ninguna de las

muestras resultd positiva para cinco eventos de forma simultanea (Figura 34).

4.5% 0%

m Sélo un evento transgénico = 2 eventos transgénicos
® 3 eventos transgénicos 4 eventos transgénicos

= 5 eventos transgénicos

Figura 34. Resultados del numero de eventos transgénicos especificos encontrados
simultaneamente en las muestras de harina de maiz positivas al escrutinio de OGMs
(n=22).

En la Tabla 27, se resumen las frecuencias encontradas para cada evento transgénico o
combinaciones de eventos y la frecuencia relativa o probabilidad, de encontrar una
muestra de harina de maiz con cada combinacion de eventos transgénicos y los rasgos

correspondientes a los transgenes encontrados.
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Tabla 27. Eventos transgénicos y combinaciones de eventos encontrados en las
muestras de harinas (R. |= Resistencia a insectos T.H= Tolerancia al herbicida).

Evento o combinacion de Rasgo(s) Frecuencia | %Frecuencia
eventos. absoluta Relativa
Un evento
NK603 T.H. Glifosato 2 6.7
TC1507 R.I./T.H. 2 6.7
Glufosinato
Total 4 13.3
2 eventos
NK603/MON810 R.l. / T.H. Glifosato 2 6.7
NK603/TC1507 R.I./ T.H. 5 16.7
Glufosinato/ T.H.
Glifosato
Total 7 23.3
3 eventos
NK603/TC1507/MON810 R.I./ T.H. 10 33.3
Glufosinato/ T.H.
Glifosato
Total 10 33.3
4 eventos
NK603/TC1507/Bt11/MON810 R.I./ T.H. 1 3.3
Glufosinato/ T.H.
Glifosato
Total 1 3.3

Como se puede observar en la combinacion que se presentd con mayor frecuencia
(NK603/TC1507/MON810), estan presentes simultaneamente los rasgos de resistencia

a insectos y tolerancia a los herbicidas glufosinato y glifosato.
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6.5.4 Identificacion de eventos transgénicos especificos en tostadas de maiz.

Con respecto a los resultados del monitoreo de secuencias transgénicas especificas en
tostadas de maiz se encontré lo siguiente.

De las 30 muestras analizadas el 83% (n=25) resultd positivo a la presencia de
secuencias transgénicas (CaMV 35S y T-NOS) y 16.7% (n=5) resulté negativo. De estas
25 muestras, el 72% (n=18) contenia al menos uno de los seis eventos transgénicos
incluidos en este estudio y el 28% (n=7) no contenian alguno de los eventos transgénicos

monitoreados (Figura 35).

m Positivas al escrutinio de OGMs y positivas para al menos un evento transgénico
= Positivas al escrutinio de OGMs pero negativas a eventos transgénicos especificos

Figura 35. Resultados de la presencia de secuencias transgénicas especificas en las
muestras de tostadas de maiz positivas al escrutinio de OGMs (n=25).

En la Figura 36 se observa que, de las 18 muestras que contenian al menos un evento
transgénico especifico, el 16.7% (n=3) contenia sélo un evento transgénico, el 55.6%
(n=10) presento dos eventos transgénicos, el 11.1% (n=2) tres eventos transgénicos y el
16.7% (n=3) de las muestras presentd hasta cuatro eventos transgénicos diferentes;
ninguna de las muestras resultd positiva para cinco eventos distintos de manera

simultanea.
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0%

16.7%

L 4

= Sélo un evento transgénico = 2 eventos transgénicos
= 3 eventos transgénicos 4 eventos transgénicos

» 5 eventos

Figura 36. Resultados del nimero de eventos transgénicos especificos simultaneos en las
muestras de tostadas de maiz positivas al escrutinio de OGMs (n=18).

En la Tabla 28 se resumen las frecuencias encontradas para cada evento transgénico o
combinaciones de eventos y la frecuencia relativa o probabilidad, de encontrar, una
muestra de tostada con cada combinacion y los rasgos correspondientes a los transgenes

encontrados.
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Tabla 28. Eventos y combinaciones de eventos encontrados en las muestras de tostadas.
(R. I= Resistencia a insectos. T.H= Tolerancia al herbicida.)

Evento o combinacion de Frecuencia | % Frecuencia
eventos. Rasgols) absoluta relativa
Sélo un evento
NK603 T.H. Glifosato 10.0
Total 10.0
Dos eventos
R.I./ T.H.
NK603/TC1507 Glufosinato/ T.H. 7 23.3
Glifosato
NK603/MON810 RALITH 3 10.0
Glifosato
Total 10 33.3
Tres eventos
R.I./ T.H.
NK603/TC1507/MON810 Glufosinato/ T.H. 2 6.7
Glifosato
Total 2 6.7
Cuatro eventos
R.I./ T.H.
NK603/TC1507/Bt11/MON810 | Glufosinato/ T.H. 3 10.0
Glifosato
Total 3 10.0

En este tipo de alimento se encontraron con mayor frecuencia muestras que contenian

una combinacion de dos eventos, combinando los rasgos de resistencia a insectos y

tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato.
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6.4.5 Identificacion de eventos transgénicos especificos en cereales de maiz.

Por ultimo, las muestras de cereales resultaron positivas a la presencia de marcadores
transgénicos (CaMV 35S y T-NOS) en un 60%, es decir 9 de 15 muestras. De las 9
muestras positivas para el escrutinio de OGMs, el 88.9% (n=8) de las muestras si
contenian alguno eventos transgénicos especificos y solo el 11.1% (n=1) no presento
ninguna de las seis secuencias transgénicas especificas monitoreadas. (Figura 37).

m Positivas al escrutinio de OGMs y positivas para al menos un evento transgénico
m Positivas al escrutinio de OGMs pero negativas a eventos transgénicos especificos

Figura 37. Resultados de la presencia de secuencias transgénicas especificas en
cereales de maiz (n=15).

En la Figura 38 se muestra que, de las 8 muestras que habian resultado positivas al
escrutinio de OGMs y al menos a un evento especifico, el 12.5% (n=1) contenia dos
eventos transgénicos, 12.5% (n=1) presentaba tres eventos transgénicos, 37.5% (n=3)
contenia una combinacion de cuatro eventos transgénicos y finalmente, 37.5% (n=3)
presento simultaneamente cinco de los seis eventos transgénicos monitoreados en este

estudio; ninguna muestra resulté positiva para sélo un evento transgénico especifico.
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12.5%

37.5%

Sélo un evento transgénico = 2 eventos transgénicos
3 eventos transgénicos 4 eventos transgénicos
5 eventos transgénicos

Figura 38. Resultados del numero de eventos transgénicos simultaneos en las muestras
de cereales (n=8).

En la Tabla 29 se resume el analisis de las frecuencias encontradas para cada evento
transgénico o combinaciones de eventos y la frecuencia relativa o probabilidad, de
encontrar, una muestra de cereal con cada combinacion de eventos transgénicos y los

rasgos correspondientes a los transgenes encontrados.
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Tabla 29. Eventos y combinaciones de eventos encontrados en las muestras de cereales.
(R. I= Resistencia a insectos. T.H= Tolerancia al herbicida.)

Evento o %
combinacién de Rasgo(s) Frecuencia absoluta | Frecuencia
eventos. relativa
Dos eventos
R.I./T.H.
TC1507/Bt11 1 6.7
Glufosinato
Total 1 6.7
Tres eventos
R.I./T.H.
NK603/TC1507/Bt11 Glufosinato / 1 6.7
T.H. Glifosato
Total 1 6.7
Cuatro eventos
R.I./T.H.
NK603/TC1507/Bt11/
Glufosinato / 2 13.3
MONS810
T.H. Glifosato
R.I./T.H.
NK603/TC1507/GA21/
Glufosinato / 1 6.7
Bt11
T.H. Glifosato
Total 3 20.0
Cinco eventos
R.I./T.H.
NK603/TC1507/GA21/
Glufosinato / 3 20.0
Bt11/MON810
T.H. Glifosato
Total 3 20.0

En este tipo de muestra se identificé con mayor frecuencia la presencia combinada de
cinco eventos transgénicos en una misma muestra, por lo que se presentaban los tres
rasgos transgénicos presentes mayoritariamente en los cultivos transgénicos: la

resistencia a insectos y tolerancia a los herbicidas glifosato y glufosinato.
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6.6 Cuantificacion de material transgénico presente en las muestras alimentarias
(cuantificacion de CaMV 35S).

Aunque no se realiz6 la cuantificacion de porcentaje transgénico para todas las muestras
en las que previamente se determiné la presencia de maiz genéticamente modificado, se
analizaron 9 muestras de tortillas, 10 de harinas y 10 muestras de tostadas, provenientes
de la Ciudad de México, Chiapas, Estado de México.

Los resultados de la cuantificacion de OGMs en 29 diferentes muestras alimentarias se
muestran en la Tabla 30.

El 93.1% (n=27) de las muestras cuantificadas contenian mas de 1% de contenido
transgénico. La cuantificacion de CaMV 35S mostré que el 100% (n=9) de las muestras
de tortillas contienen mas de 1% de contenido transgénico, el 80% (n=8) de las muestras
de harina analizadas contienen mas de 1% de contenido transgénico y el 100% (n=10)
de las muestras de tostadas contienen mas de 1% de contenido transgénico. Sélo una
muestra de harina de maiz amarillo, proveniente de Colombia disponible en los
supermercados mexicanos, si presentaba en su etiqueta la leyenda ‘Este producto
contiene organismos modificados genéticamente’ y contenia 8.41% de contenido
transgénico.

Si se considerara el criterio regulatorio de la Unién Europea para el etiquetado de
alimentos que contengan ingredientes transgénicos en cantidades superiores al 1%, 27
de las 29 muestras alimentarias cuantificadas en este estudio deberian mostrar un aviso
que indique que han sido elaboradas con ingredientes transgénicos (maiz). Dado que el
contenido de CaMV 35S cuantificado en los diferentes tipos de muestras alimentarias es
elevado (intervalo desde 0.18% hasta 14.18%), y tomando en cuenta que el maiz
proveniente de Estados Unidos no se etiqueta como genéticamente modificado, se puede
inferir que dicho maiz se utiliza en la cadena alimentaria del maiz en México, que
comienza los las empresas transnacionales que lo comercializan, continua con las
empresas harineras que distribuyen este producto a través de todo el territorio nacional
en la mayoria las tortillerias, asi como en las companias que elaboran una gran cantidad

de alimentos procesados a base de maiz.
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Tabla 30. Cuantificacion del porcentaje de OGMs en muestras alimentarias.

GEN REFERENCIA

OGM (Promotor

MUESTRA %GM exp.
(hmga) 358)
No. No.
N° NOMBRE ORIGEN Ct . Ct . (OGM/Ref)*100
Copias Copias
Tortilla de Estado de
4 31,30 1372,96 31,85 170,02 12.38
tortilleria IV México
Tortilla de
15 Oaxaca 30,51 2356,51 31,50 215,47 9.14
tortilleria VI
Tortilla Ciudad de
25 31,28 6026,77 32,14 133,41 2.21
industrial México
Tortilla de Estado de
29 29,98 3395,08 30,77 352,00 10.37
tortilleria X México
Tortilla de Estado de
30 30,87 1840,38 32,43 114,79 6.24
tortilleria Xl México
Tortilla de Estado de
31 30,51 2351,23 30,85 333,31 14.18
tortilleria Xl México
Tortilla de Estado de
33 32,44 2706,31 32,80 85,01 3.14
tortilleria XIV México
Tortilla de Estado de
34 31,07 6947,49 30,98 291,25 419
tortilleria XV México
Tortilla de Estado de
35 30,72 8824,59 31,60 191,24 2.17
tortilleria XVI México
Harina de
84 Chiapas 29,18 25346,99 28,25 1853,15 7.31
tortilleria |
Harina de maiz
89 azul de Chiapas 31,48 5235,48 36,08 9,28 0.18
tortilleria
Harina de
90 Chiapas 29,53 20026,45 29,17 992,91 4.96
tortilleria VI
Harina de
91 Chiapas 28,68 35784,02 27,57 2928,60 8.18
tortilleria VII
Harina de maiz
95 amarillo Chiapas 32,48 2639,97 32,26 122,38 4.64
tortilleria
Harina de
96 Chiapas 28,43 42471,62 27,64 2791,36 6.57
tortilleria Xl
Harina de
97 Chiapas 28,33 45431,64 27,60 2875,46 6.33
tortilleria Xl
Harina de Estado de
102 31,14 6622,77 32,51 103,46 1.56
tortilleria XV México
Harina maiz
105 Colombia 29,87 15836,43 28,74 1331,36 8.41
amarillo
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GEN REFERENCIA

OGM (Promotor

MUESTRA %GM exp.
(hmga) 35S)
No. No.
N° NOMBRE ORIGEN Ct Ct (OGM/Ref)*100
Copias Copias
Harina de maiz | Ciudad de
108 31,90 3932,57 34,35 29,82 0.76
comercial IV México
Tostada
119 horneada Colima 30,30 2728,84 32,51 108,62 3.98
artesanal
Tostada
120 Colima 30,88 1827,08 34,29 32,88 1.80
artesanal
Tostada
121 casera Colima 31,24 1434,99 34,89 21,95 1.53
artesanal
Tostadas
122 Colima 29,86 3665,36 33,01 77,71 2.12
industriales IV
Tostadas
Ciudad de
123 horneadas 30,47 2420,26 32,41 116,34 4.81
México
industriales
Tostadas Ciudad de
124 27,97 13359,81 30,28 487,91 3.65
industriales V México
Tostadas Ciudad de
125 30,25 2815,58 31,01 298,93 10.62
industriales VI México
Tostada
Ciudad de
133 botanera 30,90 1801,64 33,44 58,18 3.23
México
industrial
Tostadas
136 Hidalgo 31,79 983,31 33,00 77,99 7.93
Industriales X
Tostadas
137 Morelos 30,53 2324,50 33,43 58,50 2.52
industriales Xl
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6.7 Determinacion y cuantificacion de glufosinato de amonio, glifosato y acido
aminometilfosfonico (AMPA) en alimentos de maiz.

Un total de 16 muestras de alimentos elaborados con maiz que resultaron positivos para
eventos transgénicos de tolerancia a herbicidas (glifosato y glufosinato) se analizaron
para determinar y cuantificar la presencia de glufosinato de amonio, glifosato y su
principal metabolito, el acido aminometilfosfonico (AMPA). Dichas muestras se analizaron
en un laboratorio certificado para la deteccion de transgenes en diversas matrices, asi
como de presencia de herbicidas, en Alemania (EuroFins). De las 16 muestras
analizadas, cinco eran botanas, cuatro harinas, cuatro tostadas y tres cereales. El 50%
de las muestras analizadas resultd positiva para la presencia del herbicida glifosato
(Tabla 31).
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Tabla 31. Resultados de la deteccion y cuantificaciéon de glifosato y AMPA en las muestras que resultaron positivas.

Glifosato ampa | Slufosinato de
Muestra Nombre Categoria Origen amonio CaMV 35S | T-NOS | NK603 | GA21 |TC1507
[mg/kg] [mg/ke]
[mg/kg]
56 Tot.opos gf)urmet Botanas Estados Unidos 0.014 <0.01 <0.01 + + + - +
industriales
68 . Totopps Botanas Estados Unidos 0.17 0.017 <0.01 + + + - +
industriales
Totopos
69 organicos Botanas Estados Unidos <0.01 <0.01 <0.01 + + + - +
industriales
72 | Friturasconchile | oo ¢ | Ciudad de México <0.01 <0.01 <0.01 + + + . +
industriales
73 _ Frituras Botanas | Ciudad de México 0.019 <0.01 <0.01 + + + + +
industriales
82 Harina industrial Harina Ciudad de México <0.01 <0.01 <0.01 + + + -
85 Harina industrial Harina Ciudad de México <0.01 <0.01 <0.01 + + - -
105 Harina maiz Harina Colombia 0.01£0.005 | <0.01 <0.01 + + + . +
industrial
106 Harina maiz Harina Colombia 0.045 0.015 <0.01 + + + . +
industrial
113 Tostadas Tostadas | Ciudad de México <0.01 <0.01 <0.01 + + + - +
industriales
133 'Tostad.a Tostadas | Ciudad de México 0.011 <0.01 <0.01 + + + - +
industrial
Tostadas .
136 . . Tostadas Hidalgo <0.01 <0.01 <0.01 + + + - +
industriales
137 . Tostac?las Tostadas Morelos <0.01 <0.01 <0.01 + + + - +
industriales
151 | Cerealparanifios| 1| Ciudad de México 0.047 <0.01 <0.01 + + + + +
industrial
155 Cereal industrial Cereal Ciudad de México 0.01 <0.01 <0.01 + + - -
156 Cereal industrial Cereal Ciudad de México <0.01 <0.01 <0.01 + + + -
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Como se puede observar en la Tabla 31, se encontraron residuos de glifosato en ocho
de las 16 muestras analizadas (Muestras: 56, 68, 105, 106, 133, 151, 155). Dos de las
muestras positivas para glifosato también resultaron positivas para la presencia de AMPA
(Muestras: 68 y 106).

En la deteccion de eventos transgénicos especificos, las muestras 56, 68,
correspondientes a botanas, las muestras 105, 106 correspondientes a harinas y la
muestra de tostada numero 133 resultaron positivas para los eventos NK603 y TC1507,
que confieren tolerancia a glifosato y glufosinato de amonio, respectivamente, en la
cuantificacion de dichos herbicidas s6lo resultaron positivas para glifosato. Por otro lado,
la muestra de botana numero 73 y la muestra de cereal numero 151 resultaron positivas
para los eventos NK603, TC1507 y el evento GA21, este ultimo también confiere
tolerancia al herbicida glifosato, las tres muestras mencionadas resultaron positivas para
dicho herbicida. Finalmente, la muestra 155, correspondiente a una muestra de cereal
para desayuno resultd positiva para el evento TC507 de tolerancia a glufosinato de

amonio, sin embargo, resultd positiva a la presencia de glifosato.

Las 16 muestras analizadas habian resultado positivas para el evento transgénico
TC1507, que confiere tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. Sin embargo, todas
las muestras analizadas resultaron negativas para la presencia de dicho herbicida. En el
resto de las muestras (n=8) que habian resultado positivas para la presencia de algun
evento transgénico de tolerancia a herbicidas, no fue posible detectar la presencia de

glifosato, AMPA y glufosinato de amonio.
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7. DISCUSION

Dado que en México se importan alrededor de 11 millones de toneladas de maiz desde
Estados Unidos, considerando que el 92% del maiz sembrado en dicho pais es
genéticamente modificado y que no es segregado del maiz convencional, que en México
se encuentran aprobados 68 eventos transgénicos de maiz y que desde 2001 se ha
detectado la presencia de maiz transgénico en varios estados del pais, se deseaba
probar la presencia de secuencias transgénicas de maiz en productos alimentarios
elaborados con dicho grano comercializados en el pais. Si adicionalmente se considera
la inconsistencia en los esfuerzos de biomonitoreo de granos de importacion por parte de
las entidades mexicanas encargadas de la sanidad, calidad e inocuidad alimentarias, se
considero altamente probable que el maiz transgénico de importacion esté alcanzando la
cadena de produccion agroalimentaria humana y que residuos de herbicidas como el

glifosato estén presentes en los alimentos.

En el presente trabajo se evaluaron una gran cantidad de productos alimentarios de maiz
con el objetivo de tener una buena representacion de las diferentes formas en las que
dicho grano es consumido en centros urbanos del pais, donde vive alrededor del 78% de
la poblacion (INEGI, 2010). Se monitoreoé la presencia de dos secuencias recombinantes
ampliamente utilizadas en ingenieria genética y en la generacién de los cultivos
transgénicos (el promotor CaMV 35S y el terminador T-NOS) y seis eventos transgénicos
especificos de maiz liberados en Estados Unidos, algunos desde hace mas de 20 afos
(ISAAA, 2015b), cinco de ellos liberados para consumo en México entre 2002 y 2007
(COFEPRIS, 2015), y que por lo tanto pueden estar potencialmente presentes en los

alimentos elaborados con maiz.

En la literatura, existen trabajos que se habian enfocado en la puesta a punto de las
técnicas moleculares para detectar y cuantificar secuencias transgénicas en alimentos
procesados de maiz, soya y otros cultivos GM (Ermini et al., 2004; Quirasco & Schoel,
2008; Rabiei et al., 2013).

También se han publicado trabajos que han evaluado el impacto del procesamiento con
calor en la deteccidon de soya y maiz transgénico (Vijayakumar et al., 2009) asi como de

los efectos de la nixtamalizacién y el procesamiento térmico en la deteccidén de eventos
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transgénicos en productos de maiz elaborados bajo condiciones de laboratorio (Quirasco
et al., 2004).

Se ha observado que el tipo de matriz alimentaria y los cambios fisicoquimicos que sufren
los alimentos tienen un efecto directo tanto en la integridad del ADN como en la eficiencia
de su extraccion. Se ha demostrado que, en los productos nixtamalizados, se recupera
una menor cantidad de ADN: en la harina de maiz se recupera cerca del 68% del material
genético, mientras que en productos que ademas han sido sometidos a altas
temperaturas como las tortillas (200°C) se recupera cerca del 30% y en productos fritos
se puede recuperar entre 9y 15% del ADN en relacion a lo que se obtiene de la extraccion

de ADN de maiz sin procesar (Quirasco et al., 2004).

El presente trabajo no se enfoco en realizar una comparacién que relacionara el tipo de
muestra y la calidad del ADN obtenido con la capacidad de realizar los analisis
moleculares. Sin embargo, con base en la literatura y en los resultados experimentales
se concluyd que a pesar de que se obtengan concentraciones menores de ADN extraido
en matrices alimentarias altamente procesadas, es posible detectar tanto las secuencias
endégenas maiz (gen hmga), como las secuencias transgénicas. Las muestras
analizadas cumplieron con las condiciones necesarias para realizar posteriormente la
deteccidn de las secuencias transgénicas de maiz, corroborando en primer lugar la
pureza del ADN obtenido, estimada mediante la absorbancia de luz UV a 260 nm y la
amplificacion del gen endégeno hmga, cuya presencia se verificd mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Este es el primer trabajo en el que se analiza el contenido de
secuencias transgénicas de maiz en un gran numero de productos elaborados con dicho
grano disponibles comercialmente en México, pais que ademas es centro de origen y

diversificacion del cultivo.

Se encontré que el 75.6% del total de muestras analizadas, contenia al menos alguno de
los dos elementos transgénicos CaMV 35S y T-NOS. A pesar de que se encontré maiz
GM con mayor frecuencia en las muestras de harinas y tostadas, no existia diferencia

significativa en la incidencia de dichas secuencias transgénicas por el tipo de alimento.

Por otro lado, se confirmd la presencia de eventos transgénicos especificos de maiz en

la mayoria de los productos industriales analizados. Desde 2003, la COFEPRIS ha
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aprobado un gran numero de eventos transgénicos, que han sido aprobados y sembrados

en otros paises, como adecuados para consumo humano y animal en México (Anexo lll).

Se encontraron eventos transgénicos especificos (de resistencia a insectos, tolerancia a
herbicidas o ambos) en el 69.5% de las muestras que previamente resultaron positivas
al escrutinio de OGMs. Los eventos transgénicos mayormente representados en los
alimentos, fueron NK603 y TC1507, los cuales contienen el rasgo de tolerancia a los
herbicidas glifosato y glufosinato de amonio, respectivamente; seguido del evento
MONS810, de resistencia a insectos. En menor frecuencia se encontraron los eventos
Bt11, tanto de resistencia a insectos y tolerancia a glufosinato de amonio y, finalmente el

evento GA21 de tolerancia a glifosato.

En todas las categorias de alimentos analizados se encontraron con mayor frecuencia
combinaciones de dos 0 mas eventos transgénicos simultaneos por muestra, resultando
en la coexistencia de los rasgos de resistencia a insectos, tolerancia a glifosato y

glufosinato de amonio en la mayoria de las muestras que contenian maiz transgénico.

Una explicacion sobre dichos resultados se relaciona con el hecho de que las lineas de
maiz con eventos apilados originalmente derivados de eventos individuales, han
comenzado a ser comunmente utilizados en la produccion de maiz en Estados Unidos
(USDA, 2016).

Una de las limitaciones de este estudio es que no es posible determinar si las
combinaciones de eventos especificos de maiz encontradas en las muestras, se deben
a eventos transgeénicos apilados o a combinaciones de eventos individuales que son
utilizados para producir alimentos derivados de maiz. Sin embargo, no puede descartarse
que las muestras hayan sido elaboradas con maiz que contuviera eventos transgénicos

apilados.

Los eventos transgénicos especificos monitoreados en este trabajo, con excepcion de
Bt176, representan la mayoria de eventos liberados en México en pruebas
experimentales y pruebas piloto entre 2009 y 2013 (SENASICA, 2009, 2010, 2011, 2012,
2013). Este también es el caso para Estados Unidos, pais desde el cual México importa
maiz (ISAAA, 2015b) y para Sudafrica, pais desde el cual se importé mas de un millén
de toneladas en 2012 (Rubio, 2015) .
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Aunque el evento transgénico Bt176 no esta aprobado para consumo humano en nuestro
pais, se monitoreé debido a la evidencia cientifica sobre su toxicidad. Vacas que
recibieron una dieta alta en maiz Bt176, presentaron una mortalidad de hasta 10%
precedido de paralisis, fiebre, falla renal y problemas epiteliales (Gléckner & Séralini,
2016). No se determind si la toxina Cry1Ab, presente en este tipo de maiz, ocasion6 de
manera directa los efectos toxicos en dichos animales, pero existe evidencia de toxicidad
en otros organismos como las catarinas (Hilbeck et al., 2012), las abejas (Ramirez-
Romero et al., 2008), ademas de la comprobada citotoxicidad (in vitro) en células
hepaticas humanas (R. Mesnage, Clair, et al., 2013). En el presente trabajo, el evento

Bt176 no fue identificado en ninguna de las muestras analizadas.

Cabe mencionar que otro de los eventos que si fueron monitoreados en este estudio, el
MON810 (con rasgo de resistencia a insectos), contiene la misma toxina insecticida que
el evento Bt176, Cry1Ab (ISAAA, 2015b). Para el maiz MON810 también se ha
encontrado evidencia, en modelos animales, de danos a la salud tales como dafio renal
(de Vendbmois et al., 2009), hepatico y cardiaco (Gab-Alla, 2012), reacciones

inmunoldgicas y alérgicas (Andreassen et al., 2014).

En este estudio, del total de las muestras que contenian maiz genéticamente modificado,
el 34.7% (n=41), contenia el evento transgénico MON810. Las muestras en las que se
encontré este evento con mayor frecuencia fueron las harinas (n=13), seguido de las
botanas de maiz (n=11), las tostadas (n=8) y los cereales para desayuno (n=5) y

finalmente las tortillas (n=4).

El evento Bt11 también contiene la toxina insecticida Cry1Ab y adicionalmente contiene
el gen que confiere tolerancia a glufosinato de amonio (ISAAA, 2015b). De las muestras
que contenian maiz transgénico, el 14.4% (n=17), contenia el evento Bt11 de resistencia
a insectos. Las muestras que presentaron con mayor frecuencia dicho evento fueron los
cereales para desayuno (n=8), las botanas de maiz (n=5), las tostadas (n=3) y por ultimo
las harinas (n=1), no se encontré ninguna muestra de tortilla que contuviera el evento
Bt11.

El evento TC1507, contiene los rasgos de resistencia a insectos y tolerancia al herbicida
glufosinato de amonio. De las muestras alimentarias que contenian maiz GM, el 55.1%

(n=65) de las muestras contenian este evento transgénico. Las muestras de harina
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(n=18), asi como las de botanas (n=18) fueron las categorias de alimentos en los que se
encontré de forma mas frecuente en evento TC1507, seguido de las muestras de tostadas

(n=12), las muestras de tortillas (n=9), y las muestras de cereales de maiz (n=8).

Existe evidencia cientifica sobre la toxicidad en modelos animales del evento transgénico
NK603, que fue el mas frecuente en las muestras analizadas. Se han reportado dafios
cronicos en rindn, higado, desbalance hormonal y tumores mamarios en ratas
alimentadas con este maiz, con y sin aplicacion del herbicida Roundup® (G.-E. Séralini et
al., 2014). Encontramos que, de las muestras que resultaron positivas a la presencia de
maiz transgeénico, el evento NK603 esta presente en el 63.6% (n=75) de las muestras. La
categoria alimentaria en la que mas frecuentemente se encontré el evento NK603 fue la
de botanas de maiz (n=21), seguido de las harinas (n=20), tostadas (n=18), tortillas (n=9),

y finalmente los cereales (n=7).

El evento transgénico GA21, que contiene el rasgo de tolerancia al herbicida glifosato,
fue el menos representado en todas las categorias de alimentos que contenian maiz
transgénico con el 6.8% (n=8). Las categorias de alimentos en los que se encontro dicho
evento transgénico mas frecuentemente fueron las botanas de maiz (n=4), y los cereales
(n=4), no se encontraron muestras de tortillas, tostadas ni harinas que contuvieran el

evento transgénico GA21.

En el presente trabajo también se determind, de manera cuantitativa, la presencia de
material transgénico (cuantificaciéon de CaMV 35S) en 29 muestras de alimentos (Tortillas
n=9, Harinas n=10, Tostadas n=10), en el 93.1% de los casos se encontré mas de 1% de
dicha secuencia transgénica, las muestras de tortillas mostraron el mayor porcentaje de
contenido transgénico. Si en México se considerara el criterio aplicado en la Union
Europea, el cual indica que deben ser etiquetados los alimentos con un contenido de
OGMs igual o superior a 1% (DOUE, 2002b), muchos de los productos alimentarios
altamente consumidos en México como las tortillas tendrian que ser etiquetados con la
leyenda: ‘Contiene Organismos Genéticamente Modificados” , que de acuerdo a los

resultados de este estudio, contienen mas de 1% de secuencias recombinantes.

Este estudio se enfocd principalmente en monitorear y cuantificar la presencia de maiz
transgénico en productos alimentarios disponibles en grandes superficies comerciales

(supermercados, tiendas de conveniencia), cuya presencia en los grandes centros
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urbanos continua creciendo (GRAIN, 2015b) y por lo tanto ofrecen productos alimentarios
procesados a grandes sectores de la poblacion urbana a precios accesibles para este
sector de la poblacion. En este trabajo, se encontraron productos (por ejemplo tortillas,
harinas y tostadas de maiz), que son ofrecidos en dichos puntos de venta, cuyo contenido
de maiz transgénico va desde 1 a 14% (m/m), lo que indica que la poblacién urbana de
México, estimada en casi 93 millones de personas en el ultimo censo (INEGI, 2010), esta
consumiendo de manera inadvertida maiz transgénico que puede contener proteinas
transgénicas, en los alimentos que consume cotidianamente. Es evidente que el
contenido de maiz transgénico sobrepasa los niveles establecidos por la Union Europea,
por lo que con seguridad no se trata de alimentos elaborados con maiz con niveles bajos
de contaminacion sino de productos elaborados directamente con maiz transgénico

mezclado con maiz convencional.

Finalmente, en el presente trabajo, se analizaron 16 muestras para detectar residuos de
glifosato, AMPA y glufosinato de amonio en un laboratorio certificado externo (EuroFins).
La mitad de dichas muestras (Botanas n=3, Harinas n=2, Tostadas n=1, Cereales n=2)
contenian residuos de glifosato, mientras que en dos de ellas (Botanas n=1, Harinas n=1)
se encontro el metabolito AMPA y ninguna de las 16 muestras resulté positiva para la

presencia de glufosinato de amonio.

De las 118 muestras de alimentos que fueron positivas para al menos un marcador
transgénico, los eventos tolerantes a glifosato, NK603 y GA21 representan casi el 64%
de los positivos. Aunque en esta fase del estudio se cuantificaron pocas muestras, los
resultados obtenidos son un indicio de la presencia generalizada de agrotdxicos en la
cadena alimentaria de maiz en México, lo que indicaria la contaminacién de alimentos

procesados con herbicidas como el glifosato.

Estos resultados, plantean por lo menos dos escenarios sobre el origen del maiz utilizado
para elaborar los productos (tortillas, tostadas, harinas, cereales y botanas). El primer
escenario podria ser que el maiz con el que se elaboran dichos productos es
principalmente el importado de Estados Unidos vy, por lo tanto, se confirma que las
instituciones encargadas de la inocuidad alimentaria han fallado en restringir su uso
unicamente para alimento animal. El segundo escenario podria sugerir que los productos
estan elaborados con maiz sembrado en México, que podria ser transgénico y que ha
sido asperjado con glifosato.
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La presencia de maiz transgénico en la cadena alimentaria mexicana plantea, de acuerdo
a los resultados obtenidos, una situacion grave que podria comprometer tanto la salud
de la poblacion como aspectos econdmicos y sociales, relacionados con la produccion,
siembra, comercializacion y consumo de maiz en Meéxico, por lo que se considera

relevante discutir algunos de estos puntos.

7.1 El contexto socioecondmico del consumo de maiz en México.

La presencia de variedades de maiz transgénico en los alimentos mexicanos tiene su
origen en las condiciones economicas y politicas que han llevado a la importacion de
maiz en México. Desde la firma del TLCAN con Estados Unidos y Canada en 1994, se
liberaron gradualmente los aranceles de los cultivos basicos, hasta llegar en 2008 a la
apertura total del mercado y con ello a la dependencia de nuestra agricultura de las
estrategias de expansion comercial de Estados Unidos. De 1994 a 2007 las
importaciones de maiz se incrementaron a la elevada tasa del 8.6%. Desde entonces, se
consolid6 una dependencia estructural de granos basicos hasta llegar a importar en 2013,
el 94% de la soya consumida en el pais, el 85% del arroz, el 61% del trigo, 20% del frijol
y el 36% del maiz (Rubio, 2013).

A finales del 2010 y principios del 2011, ocurrié en México un desastre meteoroloégico por
las fuertes heladas que afectaron la producciéon de maiz blanco en Sinaloa (Rubio, 2012).
Las pérdidas y el aumento en el precio del maiz nacional llevaron a la necesidad de
importar maiz blanco de Sudafrica como un hecho inédito, y de enero a noviembre de
2012 se importaron poco mas de un milléon de toneladas de dicho grano (Rubio, 2015).
Informacién del ministerio de agricultura del pais africano indica que el tipo de maiz que
se importé desde Sudafrica en el afio 2013 es maiz transgénico de las variedades Bt11,
MONB810, NK603, GA21 y MON810 X NK603 (DAFF, 2013). Sin embargo, no se ha

podido encontrar informacién del uso o destino final de ese maiz en México.

Para 2013 se importaban alrededor de 11 millones de toneladas anuales de maiz amarillo
proveniente de Estados Unidos que supuestamente se utilizarian para alimento de

ganado y no para consumo humano (Forbes, 2013).

Con el TLCAN se ha beneficiado ampliamente a las empresas agroalimentarias

transnacionales, que importan y distribuyen maiz, asi como a las empresas que lo
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compran como insumo para producir alimentos procesados elaborados con dicho cereal
(Rubio, 2015).

Las empresas agroalimentarias concentran la distribucion y comercializacion de los
granos y tienen un caracter oligopolico, pues 20 de ellas controlan el mercado
agroalimentario mexicano, mientras que cuatro controlan el 66% de la oferta del maiz:
Maseca, Cargill, Minsa y Archer Daniel's Midland (Rubio, 2015). En 2014, nueve
companiias acaparaban 91% del programa de apoyos para la comercializacion de maiz
de la Agencia de Servicios a la Comercializacion y Desarrollo de Mercados Agropecuarios
(ASERCA), La empresa Gruma S.A. de C.V, poseedora de Maseca es la principal
beneficiaria por el gobierno federal, que obtuvo alrededor de 217 millones de pesos y
Minsa es la segunda acaparadora de apoyos, con alrededor de 119 millones de pesos
(Ramirez, 2015), también recibieron apoyos la transnacional Cargill, Bachoco y la
Compaiiia Nacional Almacenadora S.A. de C.V., subsidiaria de Grupo Maseca (Rosas,
2014).

La industria harinera privada, mayormente representadas por las empresas Gruma S.A.
de C.V, y Minsa S.A de C.V, ha jugado un importante papel en la transformacion de la
produccion de tortilla, que previamente se elaboraba a partir del nixtamal con grano de
maiz hacia la forma ‘harinizada’. El gobierno mexicano favorecio a dichas industrias con
subsidios estatales, mientras que disminuyeron los apoyos a los pequefios molineros,
dejandolos con escasas posibilidades de recuperar su antigua posicion (Massieu et al.,
2002). Desde la década de los noventa, las importaciones provenientes de Estados
Unidos principalmente atendieron la demanda de maiz para fines industriales,
desarrollandose el consumo de productos elaborados con harina de maiz (botanas,

tostadas, cereales vy principalmente, tortilla de harina de maiz) (Massieu et al., 2002).

Los supermercados y las tiendas de conveniencia han sido el medio por el que las
compafiias alimentarias (nacionales y transnacionales) han acercado sus productos tanto
a la poblacién urbana como a la poblacién rural con menor poder adquisitivo (GRAIN,
2015b). Los productos disponibles en dichos establecimientos son en su inmensa
mayoria alimentos procesados, debido a la alta disponibilidad de dichos alimentos y al
relativo bajo costo econdmico de los mismos, la poblacién consume cada vez mas este

tipo de productos, transformando la dieta de manera importante, basada previamente en
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alimentos tradicionales que cubrian las necesidades nutricionales reales, hacia el
consumo de bebidas azucaradas, y alimentos procesados de alta densidad energética

con un gran contenido de grasas saturadas y carbohidratos (GRAIN, 2015b).

De esta manera, se ha inducido un cambio en los patrones de consumo entre la poblacion
mexicana que actualmente se manifiesta en los niveles de salud y nutriciéon de la
poblacion y un incremento en la venta de alimentos procesados, teniendo un aumento de
5-10% entre 1995 y 2003 (Hawkes et al., 2009), reflejado en un incremento en el
consumo de botanas industrializadas de maiz de 1.8 g/dia en el afio 2000 a 11 g/dia en
2012 (D. Lopez, 2014) y un incremento en 12% la obesidad y sobrepeso en el pais entre
el 2000 y el 2006 (Garcia-Uriguen, 2012).

7.2 Promesas, hechos y riesgos de los alimentos transgénicos.

Una de las promesas de la tecnologia transgénica es que los cultivos GM pueden
aumentar la seguridad alimentaria en todo el mundo; la realidad es que los cultivos GM
se producen a gran escala como productos de exportacion en un puiado de paises
desarrollados y emergentes, lo que refuerza el modelo de agricultura industrial que se
dedica a producir grandes volumenes de materias primas para los mercados mundiales
de la industria de alimentos, en su mayoria procesados y por lo tanto dichos cultivos no
se han utilizado ni disefiado con la finalidad de atender las necesidades de las
comunidades que no tienen acceso a recursos para producir alimentos nutritivos
(Greenpeace, 2015b).

En el ano en el que se plantaron las primeras semillas GM, habia 800 millones de
personas en situacion de hambre; actualmente, con millones de hectareas de produccién
de cultivos transgénicos, 1000 millones de personas sufren de hambre, por lo que este
tipo de agricultura ha fallado en cumplir sus promesas y realmente no estan “alimentando
al mundo” (GRAIN, 2013).

El reporte mas reciente publicado en el periddico New York Times muestra, con base en
datos de la Organizacion de las Naciones Unidas, que los cultivos transgénicos han
incrementado el uso de herbicidas de manera significativa, pero sin haber aumentado el
rendimiento desde su introduccion hace 20 anos (Hakim, 2016).
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Los datos de la FAO muestran claramente que el mundo produce la comida suficiente
para alimentar a toda la poblacion afio con afio (FAO, 2013). Sin embargo el hambre
prevalece, esto se debe a que la inseguridad alimentaria no es una cuestion de
productividad, sino de acceso a recursos Yy tierras cultivables, cuyas causas son la
pobreza y la exclusién (GRAIN, 2013). Ademas, la cadena alimentaria industrial utiliza
alrededor del 70% de los recursos agricolas a nivel mundial, para producir solo el 30%
del suministro de alimentos y por otro lado desperdicia dos tercios de la producciéon de
alimentos; mientras que los campesinos que producen alimentos a nivel mundial, utilizan
el 30% de los recursos agricolas para producir el 70% de los alimentos, fomentando la
diversidad mediante el cultivo de millones de variedades de cientos de cultivos (ETC
Group, 2014).

Por otra parte, se ha sugerido a partir de las modificaciones genéticas, podrian ocurrir
efectos adversos sobre las mismas plantas transgénicas, sobre las poblaciones de sus
contrapartes no transgénicas y sobre organismos no blanco, debido a la generacién de

nuevos compuestos o proteinas inadvertidas.

Los efectos no intencionados se dan a partir de mutaciones aleatorias que suceden
durante la transformacién y el cultivo de tejidos de la planta, o por efectos pleiotropicos
de la proteina introducida; actualmente no existen pruebas estandarizadas para evaluar
estos cambios en las plantas GM, pero diversos estudios consideran que para realizar un
analisis de riesgos completo se requiere una vision gendémica mas amplia, utilizando
metodologias para evaluar perfiles “Omicos”, es decir, se debe hacer uso de disciplinas

como la gendmica, protedmica, transcriptdmica y metabolomica (Ladics et al., 2015).

El uso de estas disciplinas genera informacion completa y detallada de los perfiles
gendémicos, de expresion de genes, de proteinas y metabolitos de las plantas analizadas,
tanto de los eventos transgénicos como de sus contrapartes no transgénicos. Conociendo
estos perfiles se puede evaluar si la ausencia o presencia de algun metabolito o proteina,
asi como de la expresion de algunos genes en la planta genéticamente modificada
representa algun riesgo para la salud o el medio ambiente (European Comission et al.,
2008).

165



Una de las cuestiones que se discuten sobre los alimentos GM, es la introduccion
aleatoria de las construcciones transgénicas en el ADN del organismo receptor (Alvarez-
Buylla et al., 2013) . Un ejemplo es la integracion de la secuencia GM cerca de
retrotransposones o secuencias repetitivas, ya que al introducirse un promotor
transgénico dentro o cerca de éstos elementos puede conducir a alteraciones de los
patrones de expresidn de los genes localizados cerca o incluso lejos del inserto, asi como

también puede promover la sobreexpresion del transgén (Turrent et al., 2013).

Los efectos no intencionados que pueden generarse en la planta, podrian depender del
numero de veces en las que la construccion de genes fue afiadida al genoma de la célula,
de la arquitectura del fragmento insertado y de la naturaleza bioquimica y funcional del
rasgo introducido; la introduccion del transgén puede influenciar el funcionamiento de las
secuencias flanqueantes, su efecto puede ser mutagénico y puede resultar en una
pérdida o ganancia de funcidn ademas de poder generar otros posibles fenotipos
(Filipecki et al., 2006).

El proceso de transgénesis puede promover mecanismos mutagénicos relacionados con
el estrés, un ejemplo de estos son los cambios epigenéticos como metilacion del ADN y
modificaciones en las histonas; los cambios son la hipometilacién del ADN, que da lugar
a activacion de genes e inestabilidad cromosomica e hipermetilacién del ADN, llevando
consigo silenciamiento de genes, reestructuracion de la cromatina y silenciamiento de
ARN asociado (Alvarez-Buylla et al., 2013).

Por otra parte, debido al contexto gendmico en el que se inserta un transgén, este puede
variar en sus propiedades, o bien que la integracion de ADN foraneo puede ser la fuente

indirecta de nuevos ARN y proteinas recombinantes (Rang et al., 2005).

Otra de las preocupaciones ha sido la posibilidad de que el promotor 35S sea transferido
de las plantas GM a otros organismos a través de procesos de transferencia horizontal
de ADN ya que el promotor posee un hot-spot de recombinacion, hecho que incrementa
su probabilidad de llevar a cabo una transferencia horizontal exitosa (Kohli et al., 1999).
Sin embargo, en los analisis de riesgos no se ha abordado adecuadamente el hecho de

que este promotor sea capaz de activar genes de especies evolutivamente distantes.
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Los posibles efectos del uso del promotor 35S CaMV en la transformacion de plantas
deben seguir investigandose, al igual que otras secuencias y sus productos (proteinas)

usadas en construcciones transgénicas.

Existe evidencia cientifica sobre diferencias en la expresién de genes enddégenos cuando
dos lineas de maiz transgénico se cruzan para generar un evento apilado; en un estudio
reciente, el contenido de algunas proteinas no transgénicas en variedades GM apiladas
no estaba comprendido en el intervalo de variabilidad natural de la linea no transgénica

de maiz (Agapito-Tenfen et al., 2014).

Hasta ahora no se ha comprobado que los alimentos transgénicos sean seguros para la
alimentacion humana y la industria biotecnoldgica se niega a aceptar los estudios que
demuestran los potenciales problemas para la salud humana por el consumo de los
mismos (Alavez, V., Alvarez-Buylla, 2013). Se han llevado a cabo revisiones sobre los
numerosos estudios de los posibles efectos adversos de los cultivos transgénicos como
arroz, soya, trigo y maiz; se ha encontrado que existe un cierto equilibrio entre el numero
de investigaciones que afirman que los cultivos GM son equivalentes a los cultivos
convencionales y el numero de investigaciones que aun levantan serias preocupaciones
sobre el consumo de plantas transgénicas (Domingo, 2016).

En dicha revision, se concluye que cada producto transgénico debe ser evaluado con los
estudios apropiados que indiquen el nivel de seguridad asociados a ellos y que existe
una necesidad de establecer guias detalladas que permitan la generacion de estudios
cientificos comparables y reproducibles; ademas, los estudios a largo plazo son
claramente necesarios de modo que se pueda garantizar que el consumo de plantas GM

no implica un dafo a la salud de los consumidores.

Debe destacarse que las investigaciones mas recientes en las que no se observaron
efectos adversos, eran estudios subcrénicos (con una duracién de 90 dias), sin embargo,
cuando se han conducido estudios a largo plazo como el de (G.-E. Séralini et al., 2014)
los resultados han sido tremendamente controversiales dentro de la comunidad cientifica.
Ademas, estos estudios a largo plazo deberian llevarse a cabo bajo el auspicio de los
gobiernos, o de las autoridades sanitarias correspondientes, en paralelo con laboratorios
independientes, en los cuales se incluyeran los efectos por el consumo a largo plazo de
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plantas transgénicas tales como mutagénesis, teratogénesis, carcinogénesis, entre otras
(Domingo, 2016).

La tecnologia que acompafa a los cultivos transgénicos, como son los herbicidas,
también es considerada como riesgosa para la salud humana y animal. Alrededor del
89% del maiz GM cultivado en Estados Unidos es transgénico tolerante a herbicidas
(Fernandez-Cornejo, 2013). Los herbicidas a base de glifosato son los agroquimicos mas

ampliamente utilizados a nivel mundial (Benbrook, 2016).

Con la generacién de malezas resistentes al herbicida glifosato y la creciente adopcion
de cultivos tolerantes a éste ha habido un importante incremento del herbicida en el
ambiente y los alimentos. Este aumento tan dramatico podria plantear mayor riesgo de
defectos de nacimiento en humanos (Arbuckle et al., 2001; Garry et al., 2002) y otros
problemas reproductivos (Schreinemachers, 2003), mas impactos severos en los
ecosistemas acuaticos (Bernards, 2012) y dafo a cultivos y plantas cercanas (Benbrook,
2012).

Aun no existe evidencia suficiente para determinar si los efectos toxicos observados de
los herbicidas a base de glifosato en modelos animales, células humanas (in vitro) e
incluso en humanos (Benedetti et al., 2004; Eriksson et al., 2008; Garry et al., 2002;
Mesnage et al., 2013; Mesnage et al., 2015) se deben sélo al glifosato, a los adyuvantes
presentes en las formulaciones comerciales, o siambos componentes actuan de manera

sinérgica o aditiva.

Dentro de los estandares internacionales del Codex Alimentarius actualizados por ultima
vez en 2006, el glifosato residual y su metabolito, principal, el acido aminometil-fosfonico
(AMPA), son permitidos para consumo humano en una concentracion maxima de 5 ppm
(Codex Alimentarius, 2016). Evidencia cientifica ha sugerido toxicidad hepatica y renal
en ratas, causada por el herbicida en dosis menores a los niveles residuales permitidos
(Mesnage et al., 2015) mientras también se han documentado enfermedades
neurodegenerativas, cancer y malformaciones en modelos animales con anfibios y
mamiferos (Antoniou et al., 2012; Guyton et al., 2015; Paganelli et al., 2010; Samsel &

Seneff, 2013). Con esta evidencia, el glifosato ha sido recientemente reclasificado como
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probable carcinogénico en humanos por la Organizacién Mundial de la Salud (Cuhra,
2015; EFSA, 2015).

En México la Comision Federal para la Proteccidn contra Riesgos Sanitarios del gobierno
de México (COFEPRIS), incluye al glifosato en su catalogo de hojas de seguridad de
sustancias utilizadas como herbicidas o plaguicidas, considerandolo un herbicida con
grado IV de toxicidad (ligeramente téxico), con DLso (oral en ratas) mayor a 5000 mg/kg,
ingesta diaria admisible (IDA) de 0,3 mg/kg (COFEPRIS, 2009). Con respecto a los
efectos a la salud por exposicion aguda lo clasifica como ligeramente irritante dérmico y
oral, y severo irritante de los ojos. Mientras que, en exposicidn cronica, segun la
COFEPRIS, no se han encontrado efectos en la salud en los estudios realizados en
animales. Es evidente que, con base en la nueva clasificacion establecida por la OMS, la
informacion sobre el glifosato deberia ser actualizada y aplicada en el pais para evitar

consecuencias a la salud publica.

El limite maximo residual (LMR) de glifosato en maiz segun Salazar y colaboradores, es
de 0,1 mg/kg (Salazar & Aldana, 2011). En este estudio se encontraron residuos de
glifosato en una de las muestras de botanas en una concentracion de 0.17 mg/kg, la cual
se encuentra ligeramente por encima del limite maximo residual para maiz sin procesar
sugerido por dichos autores.

Sin embargo, en México aun no existe una norma que exija informacién sobre residuos
de glifosato en estos cultivos y tampoco hay limites establecidos sobre residuos en
alimentos procesados, por lo que no se puede conocer la cantidad de glifosato que se

consumen a través de los alimentos (por ejemplo, las tortillas).

La evidencia de casos clinicos en el sur del continente (p. ej. Argentina, Paraguay) se
debe a la exposicion a glifosato en zonas agricolas donde se cultiva maiz y soya GM. En
México ya se ha cultivado soya transgénica tolerante a dicho herbicida, precisamente en
estados del sureste como Campeche y Yucatan (Milenio Novedades, 2015; Santana,
2016), por lo que de sembrarse maiz transgénico se podrian esperar mas problemas a
nivel de salud publica debido a que en nuestro pais se consumen grandes cantidades de
maiz en comparacion con otros paises, el cual, de acuerdo a los resultados en este
estudio se consume a través de productos procesados con potencial presencia de

glifosato, su metabolito AMPA, entre otros agrotéxicos.
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7.3 Regulacion y etiquetado de los alimentos que contienen organismos transgénicos.

En derecho ambiental, el principio precautorio o de cautela es la herramienta mas
importante, que tiene la bioseguridad para la toma decisiones y para tratar con niveles
altos de incertidumbre; hace posible que el 6rgano que toma las decisiones, actue en los
casos que no se cuenta con la informacion cientifica y técnica suficiente y/o necesaria, o
cuando no existe un consenso de los efectos que produciria en el medio ambiente la
realizacion de determinada actividad (Gonzalez, 2012). El principio de precaucion es
imprescindible para la toma de decisiones que se relacionan con el medio ambiente y la
salud humana, ya que los dafos y consecuencias adversas pueden ser irreparables;
permite que se tomen medidas y acciones preventivas y se logre finalmente identificar
las fuentes de incertidumbre y obtener informacion relevante para el manejo de riesgos a

partir de investigaciones cientificas (Pirondini et al., 2010).

Ademas de considerar de manera preponderante el principio precautorio, el analisis de
riesgo deberia llevarse a cabo para cada variedad con eventos transgénicos apilados que
se libera utilizando técnicas analiticas mas detalladas como la protedbmica vy
metaboldmica para evaluar si las diferencias entre las variedades transgénicas y las
variedades convencionales representan un riesgo toxicoldégico, nutricional o de

alergenicidad (De Schrijver et al., 2007).

Actualmente, en México, no se realiza una evaluacion sistematica a nivel gubernamental
de los riesgos potenciales de los eventos transgénicos apilados, sino que se autorizan
con base en los analisis previos sobre las lineas transgénicas individuales en las que se

ha probado su ‘seguridad’ para el consumo humano (De Schrijver et al., 2007).

Por otro lado, el concepto de equivalencia sustancial, se basa en el concepto de que un
alimento convencional, con una historia de uso seguro puede funcionar como un
elemento con el cual comparar cuando se esta evaluando la seguridad de un nuevo
alimento, la seguridad del alimento incluye aspectos nutricionales y toxicolégicos (FAO,
1995).

Los analisis realizados por las mismas empresas biotecnoldgicas o las industrias
alimentarias para evaluar la equivalencia sustancial de los alimentos transgénicos se

enfoca en la composicion en términos de, cantidad de proteina, carbohidratos, vitaminas,
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minerales, aminoacidos, acidos grasos, fibra, cenizas, isoflavonas y lecitinas (Millstone et
al., 1999).

Los cultivos transgénicos si tienen una composicion quimica diferente a sus contrapartes
no transgeénicas, de otra forma no serian susceptibles de patentarse y, por ejemplo no
podrian soportar aplicaciones de glifosato ni tampoco producirian toxinas insecticidas
(Millstone et al.,, 1999). Ademas, la equivalencia sustancial no considera toxinas y
antinutrientes desconocidos, y otros peligros que se pueden generar por la introduccion
de nuevos genes ya sea en diferentes variables biolégicas relevantes: bioquimicas,

inmunoldgicas y toxicologicas (Friends of the Earth, 2003).

En los paises que restringen la siembra y/o consumo de los organismos transgénicos se
sigue el enfoque de la Union Europea basado en el principio precautorio; el cual establece
que cualquier producto elaborado con, o derivado de algun cultivo transgénico esta sujeto
a regulacién especifica y al ‘derecho a saber’ del consumidor; y es por eso que los
productos GM se examinan mas rigurosamente que los obtenidos por otros métodos,
hasta que no se conozcan todos los riesgos que puede conllevar el uso y consumo de
los mismos (Diario Oficial de la Union Europea, 2002a, 2002b).

Los paises menos restrictivos en cuanto a la regulacion de OGMs, se basan en la

equivalencia substancial, establecida por los Estados Unidos (Vigani & Olper, 2013).

Debido a que la FDA y la USDA no han establecido ningun requerimiento obligatorio
sobre el etiquetado, asi como tampoco lo han hecho las autoridades mexicanas, las
compafias de alimentos pueden vender alimentos transgénicos sin que los consumidores
puedan identificarlos, o que se contrapone con el principio ético sobre el derecho de los
consumidores de saber qué tipo de producto estan comprando y de tomar decisiones

informadas (Dizon et al., 2016).

Los paises en desarrollo como México, tienden a tomar ventaja de la falta de regulacién
definida, adoptando la llamada estrategia de ‘esperar y observar’, sin tomar una posicién
clara sobre la restriccion y manteniéndose abiertos tanto al mercado de los Estados
Unidos, como al de la Union Europea; siendo que México depende de la importacién de
maiz desde Estados Unidos, su posicién con respecto a la regulacion de los OGMs
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permanece inclinada hacia la legislacion establecida en dicho pais. (Vigani & Olper,
2013).

Al no existir el etiquetado de alimentos transgénicos, los consumidores pierden derechos
tan basicos como el de la informacidn, al no conocer cuando un producto esta elaborado
con cultivos GM, también el derecho a elegir si desea o no consumir un producto

basandose en la informacion de la que dispone (Du, 2014).

En Estados Unidos existe un conocido movimiento denominado ‘Just Label It' (‘Sélo
etiquétenlo’) a favor del etiquetado de los alimentos transgénicos o que contienen OGMs.
Una de las razones por las que este grupo apoya el etiquetado es por los posibles efectos
cronicos que los OGMs podrian causar a la salud, ya que como no se etiquetan los
alimentos transgénicos en dicho pais, los cientificos encuentran muy complicado estudiar
los vinculos entre el consumo de estos alimentos y los problemas de salud de la poblacion
(Hirshberg, 2013). Segun una encuesta realizada por el grupo Mellman, el 88% de los
estadounidenses apoyan dicho etiquetado. Los resultados del estudio se basaron en
resultados de encuestas previas (National Research Center, 2008; National Research
Center, 2014).

En el mismo pais, se realizé un estudio con consumidores para evaluar diferentes tipos
de etiquetado. La investigacion concluyé que la etiqueta evaluada como la mas adecuada
y con mayor credibilidad asi como una mayor intencion de compra era la que
correspondia a: No-GM, certificado por la FDA que incluia informacion de contacto que
serviria para dirigir a los consumidores hacia mayores detalles sobre el proceso de
certificacion; un producto con dicha etiqueta se percibia como uno que tiene menores
impactos sobre la salud a largo plazo (Roe & Teisl, 2007). Segun los autores, estos
resultados se justifican por el hecho de que los consumidores estadounidenses
consideran a la FDA como mas adecuada debido a su papel en la regulacion de productos
alimentarios y por su capacidad para realizar una revision cientifica. Por lo que, en el
caso de México, se deberia evaluar cual organismo gubernamental seria el adecuado
para regular el etiquetado de los alimentos, asi como los costos asociados de

implementar el etiquetado.
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Para que la informacién del etiquetado sea comunicada al consumidor esta debe ser
adecuada y debe tener credibilidad. (Roe & Teisl, 2007). Los costos relativos de cada tipo
de etiqueta dependerian de la prevalencia de productos que contienen OGMs o de los
que estan libres de ellos y de los requerimientos técnicos de las pruebas de laboratorio y

la segregacién de los mismos (Roe & Teisl, 2007).

Entre dichos costos se encuentra la trazabilidad, que es un instrumento utilizado por
algunos paises para garantizar, que en caso de que se produzca cualquier efecto
inesperado para la salud y el medio ambiente se pueda retirar eficientemente del mercado
algun producto GM de la alimentacion humana y animal e involucra a todos los actores
de la cadena alimentaria, recolectando la historia, uso y ubicacion de un producto por
medio de informacion registrada (Vigani & Olper, 2013). Los agricultores deben cumplir
un almacenamiento y cosecha certificados, mientras que los operadores y los minoristas
deben mantener la informacion en la identificaciéon del producto, comunicandola por
numeros de lote. Esta informacion debera conservarse durante un periodo largo (5 afios
de vigilancia posterior a la comercializacion), y debe estar disponible para los solicitantes.
Todos estos requisitos inducen un aumento de los gastos para la cadena de produccion

y suministro (Vigani & Olper, 2013).

Aunque en México existe una comision de bioseguridad desde hace mas de 13 afos, con
un laboratorio nacional enfocado en la deteccion de transgenes (CIBIOGEM) y una
agencia dedicada a la evaluacién de riesgos sanitarios de productos y servicios que se
comercializan en México (COFEPRIS), en los sitios de internet de dichas comisiones no
existe informacion disponible sobre la vigilancia y el monitoreo que supuestamente
realizan actualmente sobre las variedades de maiz GM autorizadas en el pais. Como ya
se discutio, COFEPRIS ha autorizado la importacion de 68 cultivos transgénicos para
consumo humano, basandose unicamente en los analisis de seguridad presentados por
las companias interesadas (COFEPRIS, 2008) sin realizar ninguna prueba de seguridad
adicional e independiente que obedezca al contexto agricola y a los patrones de uso y

consumo de maiz y otros cultivos de importancia en México (Bourges, 2013).

7.4 Alternativas a la tecnologia transgénica.

Los grupos étnicos de México son guardianes de la enorme riqueza de germoplasma de

los maices nativos, preservandolos mediante la agricultura tradicional. Las variedades
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adaptadas localmente presentan cualidades importantes para la agricultura campesina,
tales como alta resistencia a enfermedades y plagas, tolerancia a la sequia y tolerancia
al frio o al calor, dependiendo de la regidén de cultivo. También se encuentran adaptadas
a suelos pobres en nutrientes y bajo condiciones de almacenamiento suelen durar mas
tiempo, tales caracteristicas son muy apreciadas por los agricultores (Kato et al., 2013).
Por otro lado, se han comprobado cientificamente diversos beneficios que el consumo de
alimentos elaborados con maices nativos proveen al organismo debido a su alto
contenido de fibra, compuestos antioxidantes y antimutagénicos como antocianinas,

compuestos fendlicos y carotenoides (Fernandez-Suarez et al., 2013).

El agroecosistema milpa produce un gran porcentaje de los alimentos; se ha logrado
obtener la misma cantidad de alimento en una hectarea plantada con el sistema de milpa
que con maiz en monocultivo (Altieri & Nicholls, 2005). Ademas, en el sistema de milpa
se obtienen niveles mas estables de produccion total por unidad de area, se asegura un
nivel de vida aceptable para los pequenos productores y se garantiza la proteccién de los
suelos, la conservacion y el mejoramiento de la biodiversidad debido a que no se utilizan

tantos insumos sintéticos que modifican el agroecosistema (Altieri & Nicholls, 2005).

Investigadores especializados en maiz consideran que, en lugar de adoptar la tecnologia
transgénica, en México deberian crearse programas de mejoramiento genético
participativo dentro de un marco de mejoramiento genético evolutivo para adaptar las
razas nativas al cambio climatico manteniendo a la vez, la misma biodiversidad que las

hace resilientes a los flujos ambientales (Sanchez-Aldana, 2010).

Los consumidores mexicanos por el momento tenemos como alternativa para evitar
consumir alimentos transgénicos, elegir alimentos frescos y evitar los alimentos
industrializados que pueden contener ingredientes transgénicos. Como ejemplo de estos
estan los productos organicos, que respetan al ambiente en su proceso de elaboracién y
son mas sanos y seguros debido a que no contienen agrotoxicos y los productos
certificados reconocidos internacionalmente no utilizan transgénicos o derivados de
estos; existen también productos de comercio justo que combinan el cuidado del
ambiente con el empoderamiento de las comunidades campesinas a través de la

reparticion equitativa de las ganancias y de la toma de decisiones.
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Este tipo de productos se pueden encontrar en los mercados organicos, alternativos,
agroecologicos, solitarios y otras denominaciones. Para el caso de México, se ha
observado una muy rapida evolucion en la produccion organica. En 1996 se tenia una
superficie de cultivos organicos de 21 mil 265 hectareas, para e lafio 2012 llegé a 512 mil
246. Los empleos directos generados por esta produccion pasaron de 13 mil 785 a 245
mil (Rudifio, 2016).

Los productos organicos son un nicho de mercado emergente tanto en México como en
el extranjero; en Estados Unidos, surgié desde 2014 una empresa llamada Masienda, la
cual importa maiz nativo de la mas alta calidad y de distintas variedades, desde México.
Su mision se basa en promover la biodiversidad agricola, y la sostenibilidad mediante el
apoyo a los pequenos agricultores de nuestro pais. Dicha empresa tiene como principal
cliente restaurantes que ofrecen productos mexicanos, sin embargo, planean ofrecer un
catalogo de productos de maiz con valor agregado, como tortilla, masa y botanas

(www.masienda.com).

Adicionalmente, paises como China han frenado su consumo de maiz GM y se han
interesado en el maiz blanco no transgénico producido en México, lo cual ha abierto un
nuevo mercado para los productores de Sinaloa, que ya han enviado mas de un millén
de toneladas de maiz desde 2015 (SAGARPA, 2015d).

A pesar de que México ocupa los primeros lugares en produccion agroalimentaria (Grupo
Férmula, 2015), la produccion de maiz transgénico en Estados Unidos ya amenaza
nuestra seguridad y soberania alimentaria; al no poder cumplir la demanda interna,
México tiene la necesidad de importar mas de 11 millones de toneladas de maiz. De
seguir permitiéndose la entrada de maiz transgénico para consumo humano y en el
supuesto de que se etiquetaran los alimentos GM, se estaria abriendo un nuevo debate
sobre la producciéon de maiz transgénico dentro del territorio nacional, para dejar de
importarlo de Estados Unidos. Esto conllevaria un uso intensivo de agroquimicos y un
modelo estricto de monocultivo que afecta la fertilidad de los suelos y reduce la
biodiversidad; también se estaria vulnerando el derecho al patrimonio comun de los
mexicanos que representa la siembra del maiz nativo, se perderia el derecho a una
alimentacién sana e inocua que actualmente provee el maiz nativo mexicano el cual
ademas de estar libre de secuencias transgénicas, proporciona beneficios a la salud
(Fernandez et al., 2013).
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La conservacion de las variedades nativas ademas de poseer un reservorio genético de
importancia para enfrentar plagas y el cambio climatico (Boege, 2009) el maiz nativo es
protagonista de cientos de platillos y preparaciones culinarias que han sido consideradas
Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad (UNESCO, 2010). De perderse estas
variedades por la potencial siembra masiva de variedades de maiz transgeénica, se

perderia también la cultura que aun podemos hallar en torno al maiz.

En un pais donde cerca de 28 millones de personas sufren pobreza alimentaria (Rosas,
2015) y el 70% de la poblacion es obesa o tiene sobrepeso (Forbes, 2015), la solucién a
estos problemas no esta en el fortalecimiento de la agricultura industrial que implica a los
cultivos transgénicos, tampoco se necesitan realizar alianzas con las industrias que
producen alimentos procesados con alta densidad energética, como se hizo con la
Cruzada contra el Hambre del Gobierno Federal (GRAIN, 2015b), sino llevar a cabo
estrategias que enfrenten efectivamente el hambre y la desnutricion que se enfoque en
la consolidacion de programas para el campo que apoyen a los campesinos y los
agricultores en pequeia escala, ya que son ellos son los actores que mejor abastecen a
las poblaciones rurales y urbanas con alimentos sanos y nutritivos, impulsando también

los vinculen con los consumidores.

Este, es el primer estudio formal que hasta esta fecha documenta la presencia, frecuencia
y composicidon de algunos de los eventos transgénicos de maiz mas comunes en diversos
productos alimentarios altamente consumidos por la poblacion mexicana, que es la mayor
consumidora de maiz en el mundo y que diariamente se alimenta de este cultivo
principalmente en forma de tortilla, esta consumiendo, sin saberlo, cantidades

importantes de maiz transgénico y residuos de herbicidas a base de glifosato.
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8. CONCLUSIONES

e EIl presente estudio confirma la presencia de maiz transgénico en diversos
productos alimentarios elaborados con maiz (tortillas, harinas, tostadas, botanas y
cereales) altamente consumidos por la poblacion mexicana.

e Se identifico y cuantificd la presencia de eventos transgénicos en los alimentos
elaborados con maiz mas consumidos en el pais, encontrandose que el 69.5% de
las muestras contienen maiz genéticamente modificado con los rasgos de
resistencia a insectos, tolerancia a herbicidas y ambos rasgos de forma
simultanea, lo que indica un uso generalizado de estas variedades de maiz en la
cadena alimenticia.

e La poblacion urbana mexicana, estimada en 93 millones de personas, solo tiene
acceso, de acuerdo a las muestras aqui analizadas, a alimentos de maiz que
contienen maiz genéticamente modificado como componente principal, en
porcentajes de 1 a 14%

e Se encontraron residuos del herbicida glifosato en un subgrupo de muestras, hasta
donde se conoce, en México no existen limites para la presencia de glifosato en
alimentos procesados, pero claramente la presencia de glifosato en los alimentos
consumidos ampliamente en el pais, representa un riesgo sin precedentes a la
poblacion, cuyo alimento base es el maiz.

e Este es el primer trabajo que aporta datos sobre la presencia de maiz transgénico
en un gran numero de alimentos procesados de consumo masivo en una
poblacion, los resultados sugieren que una gran parte de las importaciones de
maiz que son parcial o completamente transgénicas estan terminando en la
cadena alimentaria de maiz en México debido a que los eventos transgénicos de
maiz monitoreados en este estudio representan la mayoria de los eventos
aprobados por las autoridades sanitarias mexicanas como adecuadas para el
consumo humano, que al mismo tiempo coinciden con los eventos aprobados en

Estados Unidos y Sudafrica, desde donde México ha importado maiz.
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Anexo l. Protocolo modificado de Doyle & Doyle (1987) para extraccién de ADN de
alimentos de origen vegetal.

1. Toma de muestra: Con una pinza esterilizada, tomar aproximadamente 2 gramos del
alimento y colocarlos en un mortero limpio para realizar la pulverizacion con nitrogeno
liquido. Pesar 400mg del pulverizado y colocarlo en un tubo de 2.2 mL.

2. Agregar 1000 pL de Buffer de extraccion precalentado a 65°C.

3. Mezclar bien: Invertir el tubo varias veces.

4. Incubar a 65°C durante 1 hora. Agitar cada 15 minutos.

5. Desproteinizar con 500 uL de cloroformo:octanol (24:1). Mezclar por inversion enérgica
durante 5 minutos.

6. Centrifugar 5 minutos a 12000 rpm.

7. Tomar con cuidado la fase acuosa (superior) y colocarla en un tubo de 2.2 mL.

8. Agregar 0.8 volumenes de isopropanol frio (i-PrOH).

9. Invertir el tubo diez veces.

10. Centrifugar durante 5 minutos a 12000 rpm.

11. Descartar el sobrenadante con cuidado.

12. Lavar con 1000 yL de EtOH 70%.

13. Centrifugar un minuto a 12000 rpm.

14. Descartar el sobrenadante con cuidado y secar en vacuosecador rotarorio.

15. Resuspender en 100 pL de H20 mQ. Redisolver durante 10 horas en hielo.

Composicion Buffer de Extraccion (CTAB)

Tris.HCI 100mM pH 8.0
EDTA 50 mM pH 8.0
NaCl 0.7M

CTAB 2%

- mercaptoetanol 140 mM
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Anexo Il. Curvas de calibracion, de amplificacion y de disociacion para la
cuantificaciéon de secuencias transgénicas.

Tabla 32. Datos de las curvas estandar obtenidas para la cuantificacion de OGMs; arriba:
curva estandar del gen endoégeno de maiz hmga, abajo: curva estandar del promotor CaMV
358S. Las eficiencias calculadas fueron de 101.96%, para el gen hmgay 101.99% para el
promotor 358S.

CURVA ESTANDAR

log n°® de copias hmga

1 200 73394,4954 4,86566349 259791126 -3,27580072 41,9236816 101,961633
2 100 36697,2477  4,56463349  27,2346172
3 20 7339,44954  3,86566349  29,2392731
4 10 3669,72477 3,56463349  29,9243999
5 2 733,944954  2,86566349  31,9893235
6 1  366,972477 2,56463349  34,1548464
1 200 3669,72477 3,56463349  26,8562012 -3,27517578 38,3270745 101,988723
2 100 1834,86239  3,2636035  27,6766338
3 20 366,972477  2,56463349  29,7381248
4 10 183,486239  2,2636035  30,7856903
5 2 36,6972477 1,56463349  32,6308823
6 1  18,3486239  1,2636035  34,8349403
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Figura 39.Curva de calibracién del gen endégeno de maiz hmga para la cuantificacion de
OGMs en muestras de alimentos.
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Figura 40. Curva de calibracion del promotor CaMV 35S para la cuantificacion de OGMs
en muestras de alimentos.
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Figura 41. Ejemplo de curvas de amplificacion del gen endégeno hmga obtenidas en el
ensayo de cuantificacion de OGMs para las muestras alimentarias.
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Figura 42. Ejemplo de curva de amplificacion del promotor CaMV 35S obtenidas en el
ensayo de cuantificacién de OGMs para las muestras alimentarias.
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Figura 43. Ejemplos de curvas de melting de la amplificacion del gen hmga y del promotor
CaMV 35S. Izquierda: curva de disociacion de los productos de amplificacion obtenidos
con los cebadores HMGA F/R (Tm=71%1). Derecha: curva de disociaciéon de los productos
de amplificacion obtenidos con los cebadores CaMVp35S F/R (Tm=80%1).
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Anexo lll. Eventos transgénicos aprobados en México para consumo humano y
animal.

Tabla 33. Eventos transgénicos aprobados en México para alimentacién humana y

animal.
Nombre del evento Promotor Terminador- Alimento (uso directo o Compaiiia
transgénico de maiz CaMVp35s nos procesamiento)
MEXICO
1 3272 NO Sl 2008 Syngenta
2 3272 x Bt11 x MIR604 x GA21 Sl Sl 2010 Syngenta
Monsanto
3 4114 Sl NO 2014 Dupont
4 5307 NO Sl 2013 Syngenta
5 5307 x MIR604 x Bt11 x Sl Sl 2013 Syngenta
TC1507 x GA21 Dow AgroSciences
Monsanto
6 5307 x MIR604 x Bt11 x Sl Sl 2013 Syngenta
TC1507 x GA21 x MIR162 Dow AgroSciences
Monsanto
7 59122 Sl NO 2004 Dow AgroSciences
LLC y DuPont
8 59122 x NK603 Sl Sl 2006 Dow AgroSciences
DuPont
Monsanto
98140 Sl NO 2008 DuPont
10 | 98140 x 59122 Sl NO 2010 DuPont
Dow AgroSciences
11 | 98140 x TC1507 Sl NO 2010 DuPont
Dow AgroSciences
12 | 98140 x TC1507 x 59122 Sl NO 2010 DuPont
Dow AgroSciences
13 | Bt11 Sl Sl 2007 Syngenta
14 | BT11 x 59122 x MIR604 x Sl Sl 2011 Syngenta
TC1507 x GA21 Dow AgroSciences
Monsanto
15 | Bt11 x GA21 Sl Sl 2007 Syngenta
Monsanto
16 | Bt11 x MIR162 x GA21 Sl Sl 2010 Syngenta
Monsanto
17 | Bt11 x MIR162 x MIR604 x Sl Sl 2010 Syngenta
GA21 Monsanto
18 | Bt11 x MIR162 x TC1507 x Sl Sl 2011 Syngenta
GA21 Dow AgroSciences
Monsanto
19 | Bt11 x MIR604 Sl Sl 2007 Syngenta
20 | BT11 x MIR604 x GA21 Sl Sl 2008 Syngenta
Monsanto
21 | DAS40278 NO NO 2011 Dow AgroSciences
22 | DAS40278 x NK603 Sl Sl 2013 Dow AgroSciences
Monsanto
23 | GA21 NO Sl 2002 Monsanto
24 | GA21xT25 Sl Sl 2015 Monsanto
Bayer CropScience
25 | LY038 NO NO 2007 Renessen LLC
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Nombre del evento Promotor Terminador- Alimento (uso directo o Compaiiia
transgénico de maiz CaMVp35s nos procesamiento)
MEXICO
26 | LY038 x MON810 Sl NO 2008 Renessen LLC
Monsanto
27 | MIR162 NO Si 2010 Syngenta
28 | MIR604 NO Sl 2007 Syngenta
29 | MIR604 x GA21 NO Sl 2007 Syngenta
Monsanto
30 | MON810 Sl NO 2002 Monsanto
31 | MON810 x MON88017 Si Si 2006 Monsanto
32 | MON863 Si Si 2003 Monsanto
33 | MON863 x MON810 Sl Sl 2006 Monsanto
34 | MON863 x MON810 x NK603 Sl Sl 2006 Monsanto
35 | MON863 x NK603 Si Si 2004 Monsanto
36 | MON87427 Si Si 2012 Monsanto
37 | MON87427 x MON89034 x Si Si 2013 Monsanto
MON88017
38 | MON87427 x MON89034 x Si Si 2013 Monsanto
NK603
39 | MON87427 x MON89J34 x Si Si 2013 Monsanto
TC1507 x MON88J17 x 59122 Dow AgroSciences
40 | MON87460 Si Si 2011 Monsanto
41 | MON87460 x MON89034 x Si Si 2012 Monsanto
MON88017
42 | MON87460 x MON89034 x Si Si 2012 Monsanto
NK603
43 | MON87460 x NK603 Si Si 2012 Monsanto
44 | MON88017 Sl Sl 2006 Monsanto
45 | MON89034 Sl Sl 2008 Monsanto
46 | MON89034 x MON88017 Sl Sl 2010 Monsanto
47 | MONB89034 x NK603 Sl Sl 2010 Monsanto
48 | MONB89034 x TC1507 x Si Si 2010 Monsanto
MONB88017 x 59122 Dow AgroSciences
49 | MON89034 x TC1507 x Si Si 2013 Monsanto
MONB88017 x 59122 x Dow AgroSciences
DAS40278
50 | MON89034 x TC1507 x NK603 | Sl Sl 2011 Monsanto
Dow AgroSciences
51 | MON89034 x TC1507 x NK603 | SlI Sl 2013 Monsanto
x DAS40278 Dow AgroSciences
52 | NK603 Sl Sl 2002 Monsanto
53 | NK603 x MON810 Sl Sl 2004 Monsanto
54 | NK603 x T25 Si Sl 2010 Monsanto
Bayer CropScience
55 | T25 Sl NO 2007 Bayer CropScience
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Nombre del evento Promotor Terminador- Alimento (uso directo o Compaiiia
transgénico de maiz CaMVp35s nos procesamiento)
MEXICO
56 | TC1507 Sl NO 2003 Dow AgroSciences
57 | TC1507 x 59122 x MON810 x Sl Sl 2011 Dow AgroSciences
MIR604 x NK603 Monsanto
Syngenta
58 | TC1507 x MON810 x MIR604 Sl Sl 2013 Dow AgroSciences
x NK603 Monsanto
Syngenta
59 | TC1507 x 59122 Sl NO 2006 Dow AgroSciences
60 | TC1507 x 59122 x MON810 x Sl Sl 2010 Dow AgroSciences
NK603 Monsanto
61 | TC1507 x 59122 x NK603 Sl Sl 2006 Dow AgroSciences
Monsanto
62 | TC1507 x MIR162 x NK603 Sl Sl 2015 Dow AgroSciences
Monsanto
Syngenta
63 | TC1507 x MIR604 x NK603 Sl Sl 2011 Dow AgroSciences
Monsanto
Syngenta
64 | TC1507 x MON810 Sl NO 2010 Dow AgroSciences
Monsanto
65 | TC1507 x MON810 x MIR162 Sl Sl 2015 Dow AgroSciences
Monsanto
Syngenta
66 | TC1507 x MON810 x MIR162 x | SI Sl 2013 Dow AgroSciences
NK603 Monsanto
Syngenta
67 | TC1507 x MON810 x NK603 Sl Sl 2010 Dow AgroSciences
Monsanto
68 | TC1507 x NK603 Sl Sl 2004 Dow AgroSciences

Monsanto
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