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RESUMEN: México es centro de origen y diversidad del maíz nativo, su cultivo es debido a que es uno de los principales ingredientes de la dieta de su población, la llegada del maíz transgénico amenaza la soberanía alimentaria ya que el problema con los transgénicos en México no es únicamente por el uso en la alimentación, si no, por el riesgo de contaminación de maíces nativos. Aunque en México no se cultiva comercialmente el maíz transgénico, su presencia es controversial. El presente estudio se llevó a cabo para evaluar la persistencia de segmentos de ADN transgénico durante y después de alguna etapa crítica en el procesamiento de alimentos tradicionales como pinole, tamal, tortilla, frituras y atole. Estos alimentos fueron elaborados con maíz transgénico, y durante su elaboración se identificaron condiciones críticas como cambios de temperatura o pH en todo el proceso. De estas etapas se extrajo, purifico y 
amplifico ADN con iniciadores específicos a los eventos transgénicos Cry1Ab y CaMV 35S para determinar su persistencia después de pasar por condiciones altamente críticas. Como resultado se detectó por PCR segmentos de eventos transgénicos en alimentos tradicionales en las diferentes condiciones críticas. Se amplificó una banda de 184 pares de bases correspondientes al gen Cry1Ab en algunos de estos alimentos. Se concluye que las condiciones críticas de temperatura y pH durante el procesamiento de los alimentos tradicionales no afectan las secuencias de ADN transgénico, es decir su persistencia se mantiene. 
PALABRAS CLAVES: Cry1Ab, frituras, pinole, atole, tamal, tortilla
ABSTRACT: Mexico is the center of origin and diversity of native corn, and its cultivation is due to its importance as a staple food for its population. The arrival of genetically modified corn threatens food sovereignty, as the problem with GMOs in Mexico is not only their use in food, but also the risk of contamination of native corn. Although genetically modified corn is not commercially cultivated in Mexico, its presence is controversial. This study was conducted to evaluate the persistence of transgenic DNA segments during and after critical stages in the processing of traditional foods such as pinole, tamales, tortillas, fritters, and porridge. These foods with transgenic corn were made, and critical conditions such as temperature and pH changes were identified throughout their production. From these stages, DNA was extracted, purified, and amplified with primers specific to the Cry1Ab and CaMV 35S transgenic events to determine their persistence after undergoing highly critical conditions. As a result, PCR detected segments of transgenic events in traditional foods under the different critical conditions. An 184-base-pair band corresponding to the Cry1Ab gene in some of these foods were amplified. It is concluded that the critical temperature and pH conditions during the processing of traditional foods do not affect the transgenic DNA sequences, meaning their persistence is maintained.
KEYWORD: Cry1Ab, fried snacks, pinole, porridge, tamal, tortilla
Introducción

La transferencia de genes de un organismo a otro ha generado una serie de avances tecnológicos en las industrias farmacéutica, médica y alimentaria (Webb y Hong, 2021; Tajima et al., 2022; Deckers et al., 2020; Hanlon y Sewalt, 2021). En esta última, uno de los logros más importantes es el desarrollo de cultivos transgénicos (Turnbull, 2021). Actualmente, los cultivos transgénicos cubren más de 273.4 millones de ha (Brookes, 2022). A nivel mundial se cultivan 91.9 millones de ha de soya transgénica lo que representa el 48.2 % de la superficie mundial dedicada a este cultivo, siendo el cultivo transgénico dominante (ISAAA, 2019). El maíz transgénico ocupa el segundo lugar con 60.9 millones de ha, seguido del algodón transgénico con una superficie sembrada de más de 25.7 millones de ha (ISAAA, 2019). Las características que se incorporan con mayor frecuencia a estos cultivos son la resistencia a insectos y la tolerancia a herbicidas, lo que ha impedido la aplicación de altas cantidades de pesticidas (Nandula, 2019). En el caso del maíz genéticamente modificado (GM), la resistencia Bt a insectos es conferida por los genes cry de Bacillus thuringiensis, que codifican una endotoxina. Esta proteína es capaz de unirse a receptores específicos en el tubo digestivo de los insectos, interfiriendo con su alimentación y causando su muerte. Para obtener una alta producción de la proteína se necesita un promotor eficiente; el promotor más comúnmente utilizado es el CaMV 35S del virus del mosaico de la coliflor (Bowen et al., 2021; Kuwar et al., 2022; McDonald et al., 2020).

Los alimentos transgénicos se elaboran a partir de una planta o animal, que se mejoró mediante la inserción de uno o más genes en sus células mediante técnicas de laboratorio para obtener cualidades que no poseía previamente (Lobato-Gómez et al., 2021). Sin embargo, existe controversia sobre los riesgos del uso de cultivos transgénicos como alimento. Algunos de estos riesgos son la posibilidad de reacciones alérgicas o que las bacterias presentes en el sistema digestivo de animales y humanos incorporen directa o indirectamente la información genética contenida en el alimento transgénico. El riesgo aumenta cuando se utilizan marcadores genéticos que codifican la resistencia a los antibióticos (Abbas, 2018; Giraldo et al., 2019; Caradus, 2022).

México es reconocido como centro de origen y de diversidad de biológica del maíz (García et al., 2018), por lo que es de suma importancia prevenir una posible contaminación de estos maíces nativos con secuencias transgénicas, a pesar de que en México no está permitido el cultivo de maíz transgénico con fines comerciales, su uso como alimento ha generado controversia, ya que es uno de los principales ingredientes de la dieta mexicana y algunas variedades de maíz transgénico pueden causar reacciones alérgicas en humanos (Lee et al., 2017; Lu et al., 2018). Por otro lado, son importadas alrededor de 17.5 millones de toneladas de maíz donde más del 90 % corresponde a maíz amarillo (Galeana, 2023). La posibilidad de contaminación por el uso de cultivos transgénicos ha llevado a algunos países a restringir la importación de algunos productos elaborados (Sánchez y Campos, 2021) con cultivos transgénicos como ingrediente o imponen un etiquetado alimentario específico que indique el uso de cultivos o ingredientes transgénicos (Campeden, 2021; Zhang et al., 2021; Chiaravutthi y Pongjit, 2022).

Es necesario el análisis de productos alimenticios para conocer si contienen o están elaborados a partir de organismos genéticamente modificados (OGM) lo que ayudaría a verificar el cumplimiento de la legislación de etiquetado y detectar cualquier cultivo transgénico no autorizado (Giraldo et al., 2019; Areal y Riesgo, 2021). Si bien se han realizado algunos estudios en otros países para detectar la presencia de residuos de OGM en materias primas y productos alimenticios (Mostafa et al., 2022), donde se reporta la amplificación de eventos transgénicos individuales en el producto final. Con estos hechos en mente, se plantearon preguntas sobre si era posible conseguir maíz transgénico en México y si durante la elaboración-procesamiento de alimentos se pierden estos segmentos transgénicos. El desconocimiento sobre si segmentos de ADN transgénico persisten durante el procesamiento, ha generado un debate sobre los posibles riesgos para la salud. El objetivo del presente estudio fue evaluar la persistencia de segmentos de ADN transgénico-asociados al gen Cry1Ab y al promotor CaMV 35S durante etapas críticas del procesamiento de alimentos tradicionales mexicanos.

METODOLOGIA 
Material vegetal

Se obtuvieron cuatro muestras (lotes) al azar de maíz importado a México sin saber procedencia y sin saber si era genéticamente modificado en una empresa dedicada a la compra y distribución de granos de importación, mismas que se transfirieron al laboratorio de biología molecular de la Universidad Autónoma de Coahuila (UAdeC). Posteriormente, se sembraron semillas de cada una de estas muestras en macetas, utilizando turba como sustrato; se sembraron un total de 10 macetas por muestra con dos semillas cada una. Las macetas se incubaron a 22 °C durante 10 días, diariamente se verificó el contenido de humedad del sustrato cuando fue necesario se aplicó la cantidad de agua necesaria para volver a hidratar el sustrato, esto se realizó hasta que las plantas germinaron y alcanzaron una altura determinada (10-12 cm) para la toma de tejido vegetal. Las hojas de las plantas colectadas se identificaron y almacenaron en nitrógeno líquido para la posterior extracción de ADN y determinación de la presencia de eventos transgénicos. 

Aislamiento de ADN y amplificación de eventos transgénicos por PCR a partir de tejido vegetal

Se utilizó la técnica descrita por Graham et al. (1996) para el aislamiento de ADN de hojas de maíz. Las hojas se congelaron y se trituraron en un mortero. Posteriormente, se añadieron 150 µg de cada tejido vegetal compuesto a microtubos estériles, junto con 1 mL de tampón de extracción al 2 % (p/v) [bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 100 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8.0)]. Los microtubos que contenían una muestra se incubaron a 55 °C en baño maría durante 20 min. Tras la incubación, las muestras se centrifugaron a 12000 × g durante 5 min, la fase sobrenadante se trasladó a otro microtubo con la adición de un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) al recuperado del sobrenadante [este paso se repitió dos veces]. Enseguida se volvió a centrifugar (12000 × g durante 10 min) recuperándose la fase acuosa a otro microtubo limpio. Para el de precipitado del ADN, se añadieron 50 µL de acetato de amonio a 7,5 M y 800 µL de etanol frío (96 %) e incubándose a -20 °C durante 1 h. Los ácidos nucleicos se sedimentaron por centrifugación a 10000 × g durante 5 min, se desechó la fase liquida, el ADN recuperado se suspendió en 100 µL de NaOH 8 mM. Se utilizó electroforesis en gel de agarosa al 1 % sobre TBE al 0.5 % (2.16 % p/v tris, 1.1 % p/v ácido bórico, 0.13 % p/v EDTA) y 1 µg mL-1 de bromuro de etidio para determinar la integridad y calidad del ADN.

Las secuencias del promotor CaMV 35S y del gen Cry1Ab se amplificaron mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). El par de primers Cry1Ab: 5’- ACCATCAACAGCCGCTACAACGACC-3’ y Cry1As: 5’-TGGGGAACAGGCTCACGATGTCCAG-3’ se utilizaron para la amplificación del gen Cry1Ab (Tengel et al., 2001), y el par de primers 35S1 5’-GCTCCTACAAATGCCATCA-3’ y 35S2 5’-ATAGTG GGATTGTGCGTCA-3’ para el promotor 35S de CaMV. En ambos casos, se utilizó un termociclador para la PCR (Thermolyne, Amplitron II). El volumen total de reacción fue de 25 µL, con los siguientes componentes: 3 mM de MgCl₂, tampón 1X (20 mM Tris HCl, pH 8.4, 50 mM KCl) (Invitrogen), 0.2 mM de dNTP, 100 ng de cada primers, 200 ng de ADN molde y 0.5 U de Taq ADN polimerasa.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en las siguientes condiciones: desnaturalización a 95 °C durante 1 min, hibridación de primers a 62 °C durante 1 min para Cry; y de 52 °C para 35S, con una extensión a 72 °C durante 1 min para un total de 35 ciclos, seguidos de 5 min a 72 °C. Como control negativo (CN), se utilizó la mezcla de reacción de PCR sin ADN. Como control positivo (C+), se utilizó ADN de muestras previamente identificadas mediante PCR con el gen Cry1Ab. Se utilizó electroforesis en gel de agarosa al 1 % sobre TBE al 0.5 % (2,16 % p/v tris, 1.1 % p/v ácido bórico, 0.13 % p/v EDTA) y 1 µg mL-1 de bromuro de etidio para separar los fragmentos de ADN amplificados. Del grano maíz positivo a eventos transgénicos fue usado para elaborar alimentos tradicionales mexicanos.

Elaboración de alimentos tradicionales mexicanos con maíz transgénico

Para la elaboración de alimentos tradicionales a base de maíz transgénico, se utilizó el proceso de nixtamalización, excepto para el pinole. Para cada proceso, se lavaron 200 g de grano de maíz transgénico dos veces con agua purificada. Posteriormente, el maíz lavado se combinó con 40 g de hidróxido de calcio y 400 mL de agua purificada, se colocó en una olla y se cocinó durante aproximadamente 33 min a 82 °C. La muestra se dejó reposar durante 18 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el maíz cocido se lavó con agua purificada y se molió para obtener la masa nixtamalizada, que se dividió en cuatro partes según la obtención de diferentes productos: tamal, tortilla, atole y frituras. Estos alimentos se seleccionaron debido a los diferentes procesos utilizados en su elaboración.

El proceso específico fue el siguiente, Tamal: Se mezclaron 50 g de masa nixtamalizada, 2.6 g de manteca de cerdo, 0.304 g de Rexal® (bicarbonato de sodio) y 10 mL de agua purificada (35 °C) hasta obtener una masa pastosa, esta masa se esparció sobre una hoja de maíz (previamente lavada con agua purificada), se envolvió y se cocinó en una olla de presión durante 10 min/58 °C. Tortilla: Se mezclaron 50 g de masa nixtamalizada, 10 mL de agua purificada y 0.1 g de sal, hasta obtener una consistencia de masa suave. Pequeñas porciones de esta masa se tomaron para formar testales que posteriormente se aplanaron para obtener la tortilla la cual se procesó en una plancha a 200 °C durante más de 2 min. Frituras: de las tortillas elaboradas fueron seccionadas y deshidratadas durante 18 h a 17 °C, después de este tiempo, se frieron en aceite a una temperatura de 164 °C. Atole: Se tomaron 4 g de masa nixtamalizada y se le agregaron 5 mL de agua purificada, 20 mL de leche pasteurizada, 2 g de chocolate en polvo, 1 g de azúcar refinada y 0.3 g de canela. Esta mezcla se calentó lentamente a una temperatura de 78 °C y un tiempo de 11 min hasta que todos los ingredientes se integraron. Pinole: Se tomaron 50 g de maíz crudo se lavó dos veces con agua purificada, posteriormente se colocó en una olla de metal que se calentó lentamente a 58 °C durante 6 min hasta que los granos tomaron un aspecto tostado. En seguida se le añadieron 41.75 g de azúcar refinada, 2 g canela para posteriormente mezclar por trituración con la ayuda de una licuadora hasta obtener un polvo fino.

Durante los diferentes procesos de elaboración de los alimentos (tamal, tortilla, atole y frituras), se registraron los cambios físicos y/o químicos (temperatura y pH) en cada tipo de alimento. Los pasos críticos durante el procesamiento de alimentos se describen como: a) Nixtamalización y molienda, b) Tamal: masa y cocción, c) Tortillas: formación de la tortilla y cocción en plancha caliente, d) Frituras: deshidratación y fritura, e) Atole: suspensión de la mezcla y cocción, f) Pinole: tostado y molienda. El tiempo y la temperatura de cocción se evaluaron en cada paso crítico durante el procesamiento de alimento. La metodología descrita por AOAC (AACC, 2000) se utilizó para determinar el pH.

Detección de residuos transgénicos en alimentos

Se aisló ADN de muestras tomadas durante etapas críticas del procesamiento de alimentos mediante dos métodos: la técnica CTAB descrita previamente y un kit comercial (QIAamp DNA stool mini). Posteriormente, se evaluó la integridad y calidad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Asimismo, se realizaron diferentes diluciones de ADN (1:10, 1:20 y 1:50) para eliminar inhibidores que pudieran afectar la PCR. La PCR se utilizó para identificar la presencia del gen Cry 1ab/as (Cry1Ab y Cry1As) y del promotor CaMV (iniciadores 35S1 y 35S2), según la metodología descrita previamente (Tengel et al., 2001). Los fragmentos amplificados de tamal, tortilla, atole, frituras y pinole se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Las bandas amplificadas se secuenciaron para confirmar la identificación del fragmento amplificado.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Amplificación por PCR de eventos transgénicos a partir de tejido vegetal

El ADN extraído de plántula de maíz y amplificado por PCR con los iniciadores específicos se logró identificar secuencias de eventos transgénicos en algunas de las muestras analizadas, lo cual determina la presencia del gen Cry1Ab y del promotor CaMV 35S en lotes comerciales de maíz de importación. El fragmento amplificado correspondió a una banda de 184 pb, amplificada a partir de dos muestras de ADN de las cuatro muestras analizadas (Figura 1).

La importación de grano a México incluye maíz transgénico, como lo indican los resultados del aislamiento y amplificación de ADN correspondiente al gen Cry1Ab proporcionadas por una empresa dedicada a la importación y distribución de granos básicos. Este gen se aisló de Bacillus thuringiensis (Bt) que expresa la endotoxina de la proteína cristalina activa para lepidópteros (Cry1Ab) como un insecticida (Khorramnejad et al., 2020). El tamaño de la banda amplificada del gen Cry1Ab (184 pb) es similar al reportado por Tengel et al. (2001), quienes han reportado la detección de residuos transgénicos en alimentos procesados (harina de soya, tofu, proteína de soya, harina de maíz, chocolate, cereales y maíz tostado). Estos iniciadores han sido utilizados en estudios, donde se ha reportado la presencia de Cry1Ab en soja (González-Morales et al., 2015), productos de maíz (Phipps et al., 2003) y en el contenido gastrointestinal de cerdos (Chowdhury et al., 2003).
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Figura 1. Amplificación por PCR de un segmento del gen Cry1Ab.  Línea M = Marcador molecular (ADN escalera de 100 pb Invitrogen); Líneas 1-13 = fragmentos de PCR de Cry1As y Cry1Ab de muestras de maíz analizadas; CN = control negativo y C+ = control positivo (banda de 184 pb).

Por otro lado, en este trabajo no se visualizó la amplificación de segmentos del promotor CaMV, lo cual contrasta con los resultados obtenidos con los de González-Ortega et al. (2017), quienes reportan la presencia de CaMV 35S. Esto pudiera deberse al tamaño del producto que debe ser amplificado por PCR, que juega un papel clave en la detección y cuantificación de organismos genéticamente modificados en alimentos procesados (Mandaci et al., 2014), tal como se aprecia en los resultados obtenidos en este estudio con el alimento atole que no fue posible amplificar segmentos transgénicos del gen cry1A ni del promotor CaMV 35S, este alimento tuvo el pH más ácido, factor que pudo haber influido en la degradación del ADN, tal como lo señala Rott et al. (2004) quienes mencionaron que las altas temperaturas y el pH ácido degradan el ADN, lo que afecta su calidad, dificultando la amplificación por PCR. La identificación de residuos de organismos genéticamente modificados en alimentos sigue siendo actualmente un tema de gran interés. Esto se debe a la creciente introducción de productos derivados de estos organismos en el mercado alimentario y a la mayor demanda de los consumidores por regulaciones y etiquetado estrictos de este tipo de productos (Wong y Chan, 2016). Además, el análisis de productos alimenticios que contienen o se producen a partir de OGM es necesario para verificar el cumplimiento de la legislación de etiquetado. También para detectar cualquier posible cultivo transgénico no autorizado (Holst-Jensen et al., 2012). El monitoreo transgénico en la cadena de procesamiento industrial de alimentos es de gran interés, informes previos han mencionado que el ADN transgénico podría transferirse y acumularse en diferentes productos animales (Van Eenennaam y Young, 2017; Bogani et al., 2009).

Aislamiento de ADN de alimentos tradicionales mexicanos

De los dos métodos de aislamiento de ADN (CTAB y un kit comercial: QIAamp DNA stool mini) usados para obtener ADN de alimentos procesados de buena calidad e integridad tanto de tortillas, tamales, frituras, atole y pinole durante las diferentes etapas críticas de procesamiento fue con el método CTAB, ya que se observaron bandas intensas después del análisis de la electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 2).

En este estudio, el método CTAB resultó útil para el aislamiento de ADN de matrices complejas, como lo son algunos alimentos tradicionales mexicanos, debido a la integridad del ADN observada. Lopera-Barrero et al. (2008) y Jagielski et al. (2017) mencionaron que las bandas de color intenso son un buen indicador de la concentración de ADN. 

Generalmente, los alimentos preparados a base de maíz también presentan un alto contenido de carbohidratos; además, se observó que con el método CTAB se redujeron o eliminaron los inhibidores que pueden afectar la eficiencia del ADN polimerasa durante la PCR. Esto se debe a que fue posible amplificar segmentos del gen Cry1Ab (Figura 3). El aislamiento de ADN con la calidad suficiente para su uso en PCR es especialmente difícil en alimentos con matrices complejas o una mezcla de diferentes matrices o ingredientes, ya que la Taq polimerasa puede ser inhibida por algunos componentes de la muestra (Lopera-Barrero et al., 2008; Sidstedt et al., 2017). 
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Figura 2. Aislamiento de ADN de diferentes pasos del proceso de productos alimenticios de maíz transgénico. Línea 1 (Tamal), Línea 2 (Tortilla), Línea 3 (Frituras), Lnea 4 (Pinole), Línea 5 (Resto de nixtamalización), Línea 6 (formación de masa de tamal), Línea 7 (molienda de nixtamalización), Línea 8 (formación de tortilla), Línea 10 (deshidratación de frituras), Línea 11 (tostado de pinole), Línea 12 (Tamal), Línea 13 (Tortilla), Línea 14 (Frituras), Línea 15 (Pinole) y Línea 16 (resto de nixtamalización). 

Detección de residuos transgénicos en alimentos tradicionales mexicanos

 En este estudio, utilizando el par de iniciadores Cry1Ab, se logró amplificar un fragmento con un tamaño de 184 pb de cuatro de los cinco alimentos analizados (tamal, tortilla, frituras y pinole) utilizando ADN obtenido durante diferentes etapas críticas en la elaboración de alimentos mexicanos (Figura 3). Los productos amplificados por PCR en alimentos tradicionales mexicanos durante y después de las etapas críticas del procesamiento indican que el evento transgénico no se degrada durante el proceso de cocción empleado en la elaboración de estos alimentos. Tengel et al. (2001) reportaron una banda de tamaño similar utilizando el mismo conjunto de iniciadores. La identificación de los segmentos Cry se confirmó mediante secuenciación de ADN. Además, pruebas como la hibridación de ADN para complementar la secuencia amplificada o la secuenciación de la banda amplificada ofrecen una mejor resolución sobre la persistencia del ADN transgénico durante el procesamiento tradicional de alimentos mexicanos.
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Figura 3. Amplificación por PCR de un segmento del gen Cry1Ab. Línea 1 (M= Marcador molecular, ADN 100pb escalera Invitrogen), Línea 1 (Tamal), Línea 2 (Tamal 1:10), Línea 3 (Tortilla), Línea 4 (Tortilla 1:10), Línea 5 (Atole), Línea 6 (Frituras), Línea 7 (Atole 1:10), Línea 8 (Atole 1:10), Línea 9 (Frituras 1:10), Línea 10 (Pinole), CN (Control negativo) y C+ (Control positivo, iniciadores: Cry1Ab, Cry1As).
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Se ha reportado que algunos factores físicos y químicos degradan el ADN durante el procesamiento de alimentos; estos factores son las altas temperaturas, el pH y la actividad enzimática (Scanlon et al., 2018). La identificación de los segmentos transgénicos durante la etapa final del procesamiento de alimentos sugiere que estos segmentos permanecen intactos hasta el final del procesamiento sin verse afectados por tratamientos de pH alcalino, ya que la hidrólisis del ADN resiste los tratamientos alcalinos (Cuadro 1). Tengel et al. (2001) indicaron que el ADN se degrada en alimentos sometidos a un proceso drástico. Además, al aumentar el nivel de procesamiento de alimentos, la calidad y la cantidad del ADN se reducen (Nikolić et al., 2017).

Por otro lado, se ha reportado que temperaturas superiores a 90 °C desnaturalizan las moléculas de ADN (Wang et al., 2014). Durante la elaboración de tortillas, se alcanzaron temperaturas de hasta 200 °C, que fue la temperatura registrada en la plancha, aunque la temperatura dentro de la tortilla es menor. Esta puede ser una de las razones por las que la molécula de ADN no se desnaturalizó. Durante las condiciones de elaboración de la fritura, también se alcanza una temperatura alta (168 °C), un que esta alta temperatura se alcanza dentro del aceite, sin embargo, la temperatura interna en las frituras pudo ser es menor de tal manera que fue posible detectar segmentos de ADN transgénico en las mismas, este comportamiento ya ha sido observado en alimentos similares como chuletas de pavo empanizadas, preparadas con soya GM donde fue posible la detección del promotor CaMV (Strom et al., 2000). La no detección de residuos de ADN transgénico en el atole puede estar relacionada con el bajo valor de pH (5.7) alcanzado en este producto. Este factor se reporta como causa de la degradación de los enlaces N-glucosídicos entre la desoxirribosa y las bases nitrogenadas, por lo que las uniones se hidrolizan a partir del fosfodiéster 3' 5' (Cappellini et al., 2018). Este trabajo reporta la detección de segmentos transgénicos durante el procesamiento de alimentos tradicionales mexicanos mediante PCR por lo que traduce en una herramienta analítica adecuada para el descubrimiento de organismos genéticamente modificados.

CONCLUSIONES 
Fue posible la amplificación y detección de residuos por PCR de un evento transgénico bajo diferentes condiciones críticas de temperatura y pH durante el procesamiento y elaboración de alimentos tradicionales preparados con maíz OMG como tortilla, tamal, frituras y pinole. El segmento transgénico persistente pertenece al gen Cry1Ab, la presencia de esta banda fue de 184 pares de bases.

AGRADECIMIENTOS 
Nadia Fabiola Valdez Monsiváis agradece al Consejo Estatal de Ciencia y Tecnología (COECYT) de Coahuila, México, por el apoyo financiero brindado durante sus estudios de licenciatura.

CONFLICTO DE INTERESES 
Los autores declaran no tener ningún conflicto de intereses.

ORCID DE LOS AUTORES  
- 

https://orcid.org/0000-0002-6121-7313
https://orcid.org/0000-0002-6146-6010
https://orcid.org/0000-0001-5867-8672
https://orcid.org/0000-0002-4525-1773

https://orcid.org/0000-0002-6428-4925
REFERENCIAS 

Abbas, M.S.T. (2018). Genetically engineered (modified) crops (Bacillus thuringiensis crops) and the world controversy on their safety. Egypt J Biol Pest Control 28(52): 1-12. https://doi.org/10.1186/s41938-018-0051-2.

Amack, S. &Antunes, M. (2020). CaMV35S promoter – A plant biology and biotechnology workhorse in the era of synthetic biology. Current Plant Biology, 24 (80):100179. 10.1016/j.cpb.2020.100179

Areal, F.J. & Riesgo, L. (2021). EU Inspections of GM Content in Food and Feed: Are They Effective? Agriculture 11(9): 842. https://doi.org/10.3390/agriculture11090842
Bogani, P., Minunni, M., Spiriti, M., Zavaglia, M., Tombelli, S., Buiatti, M. & Mascini, M. (2009).  Transgenes monitoring in an industrial soybean processing chain by DNA-based conventional approaches and biosensors. Food Chemistry 113: 658-664. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.07.056
Bowen, D., Yin, Y., Flasinski, S., Chay, C., Bean, G., Milligan, J., Moar, W., Pan, A., Werner, B., Buckman, K., Howe, A., Ciche, T., Turner, K., Pleau, M., Zhang, J., Kouadio, J.L., Hibbard, B.E., Price, P. & Roberts, J. (2021). Cry75Aa (Mpp75Aa) Insecticidal Proteins for Controlling the Western Corn Rootworm, Diabrotica virgifera virgifera, (Coleoptera: Chrysomelidae), Isolated from the Insect Pathogenic Bacteria Brevibacillus laterosporus. Appl Environ Microbiol 87(4): e02507-20. https://doi.org/10.1128/AEM.02507-20. 

Brookes, G. (2022). GM crops: global socio-economic and environmental impacts 1996-2020. PG Economiscs Ltd, UK. https://www.pgeconomics.co.uk/.

Campeden B.R.I. (2021). Comparing international approaches to food safety regulation of GM and Novel Foods. Food Standards Agency. https://doi.org/10.46756/sci.fsa.rdg239
Cappellini, E., Prohaska, A., Racimo, F., Welker, F., & Pedersen. M. W. (2018).  Allentoft ME and Willerslev E, Ancient Biomolecules and Evolutionary Inference. Annual Review of Biochemistry 87: 1029-1060. https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-062917-01200

Caradus, J.R. (2022). Intended and unintended consequences of genetically modified crops – myth, fact and/or manageable outcomes? New Zealand Journal of Agricultural Research, https://doi.org/10.1080/00288233.2022.2141273
Chiaravutthi, Y. & Pongjit, C. (2022). Thai Consumer Willingness to Pay for Differing GM Labeling Policies: Comparisons across Time. Thailand and The World Economy 40(3): 69-86. Retrieved from https://so05.tci-thaijo.org/index.php/TER/article/view/261140
Chowdhury, E.H., Kuribara, H., Hino, A., Sultana, P., Mikami, O., Shimada, N., Guruge, K. S., Saito, M., & Nakajima, Y. (2003). Detection of corn intrinsic and recombinant DNA fragments and Cry1Ab protein in the gastrointestinal contents of pigs fed genetically modified corn Bt11. Journal of Animal Science 81:2546-2551. https://doi.org/10.2527/2003.81102546x
Deckers, M., Deforce, D., Fraiture, M.A., & Roosens, N.H.C. (2020). Genetically Modified Micro-Organisms for Industrial Food Enzyme Production: An Overview. Foods 9(3): 326. doi: 10.3390/foods9030326

Galeana, E. 2023. Grain Production Fell in January 2023; Imports Rose. Mexico business News. https://mexicobusiness.news/
García R.M.T., Knapp, A.N., & Garcia-Ruiz, H. (2018). Profile of genetically modified plants authorized in Mexico. GM Crops Food 9(3): 152-168. https://doi.org/10.1080/21645698.2018.1507601.

Giraldo, P.A., Shinozuka, H., Spangenberg, G.C., Cogan, N.O.I., & Smith, K.S. (2019). Safety Assessment of Genetically Modified Feed: Is There Any Difference From Food?. Front. Plant Sci 10:1-17. https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01592
González-Morales, S., Cruz-Requena, M., Rodríguez-Vidal, A., Aguilar-González, C. N., Rebolloso-Padilla, O., & Rodríguez-Herrera, R. (2015). Persistence of transgenic genes and proteins during soybean food processing. Food Bioscience 11:43-47. https://doi.org/10.1016/j.fbio.2015.04.002
González-Ortega, E., Piñeyro-Nelson, A., Gómez-Hernández, E., Monterrubio-Vázquez, E., Arleo, M., Dávila-Velderrain, J., Martínez-Debat C., & Álvarez-Buylla, E.R. (2017). Pervasive presence of transgenes and glyphosate in maize-derived food in Mexico, Agroecology and Sustainable Food Systems, https://doi.org /10.1080/21683565.2017.1372841To link to this article:  http://dx.doi.org/10.1080/21683565.2017.

Graham, G. C., Mayers, P., & Henry, R. J. (1994). Simplified method for the preparation of fungal genomic DNA for PCR and RAPD analysis. BioTechniques 16:48-50. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8136138/
Hanlon, P., & Sewalt, V. (2021). GEMs: genetically engineered microorganisms and the regulatory oversight of their uses in modern food production. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 61(6):959-970, https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1749026
Holst-Jensen, A., Bertheau, Y., de Loose, M., Grohmann, L., Hamels, S., Hougs, L., Morisset, D., Pecoraro, S., Pla, M., Van den Bulcke, M., & Wulff, D. (2012). Detecting un-authorized genetically modified organisms GMOs and derived materials. Biotechnology Advances 306:1318- 1335. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2012.01.024
ISAAA, (2019). Global status of commercialized biotech/GM crops in 2019: Biotech crops drive SocioEconomic development and sustainable environment in the new frontier, Vols. 3–13, ISAAA, Ithaca, NY (2019). https://www.isaaa.org/resources/publications/briefs/55/executivesummary/pdf/B55-ExecSum-English.pdf 

Jagielski, T., Gawor, J., Bakuła, Z., Zuchniewicz, K., Żak, I., & Gromadka, R. (2017). An optimized method for high quality DNA extraction from microalga Prototheca wickerhamii for genome sequencing. Plant methods 13:77. https://doi.org/10.1186/s13007-017-0228-9. eCollection 2017.

Khorramnejad, A., Domínguez-Arrizabalaga, M., Caballero, P., Escriche, B., & Bel, Y (2020). Study of the Bacillus thuringiensis Cry1Ia Protein Oligomerization Promoted by Midgut Brush Border Membrane Vesicles of Lepidopteran and Coleopteran Insects, or Cultured Insect Cells. Toxins (Basel) 12(2):133. doi: 10.3390/toxins12020133. PMID: 32098045; PMCID: PMC7076784.

Kuwar, S.S., Mishra, R., Banerjee, R., Milligan, J., Rydel, T., Du, Z., Xie, Z., Ivashuta, S., Kouadio, J.L., Meyer, J.M., & Bonning, B.C. (2022). Engineering of Cry3Bb1 provides mechanistic insights toward countering western corn rootworm resistance. Curr Res Insect Sci. 2:100033. https://doi.org/10.1016/j.cris.2022.100033. 

Lee, T.H., Ho, H.K., & Leung, T.F. (2017). Genetically modified foods and allergy. Hong Kong Med J 23(3): 291-5. https://doi.org/10.12809/hkmj166189.

Lobato-Gómez, M., Hewitt, S., Capell, T., Christou, P., Dhingra, A., & Girón-Calva, P.S. (2021). Transgenic and genome-edited fruits: background, constraints, benefits, and commercial opportunities. Hortic Res 8:166. https://doi.org/10.1038/s41438-021-00601-3
Lopera-Barrero, N. M., Povh, J. Á., Ribeiro, R. P., Gómes, P. C., Jacometo, C. B., & DaSilva–Lópes, T. (2008). Comparison of DNA extraction protocols of fish fin and larvae samples: modified salt NaCl extraction. Ciencia e Investigación Agraria 35: 65-74. https://www.researchgate.net/publication/299079146_Comparison_of_DNA_extraction_protocols_of_fish_fin_and_larvae_samples_Modified_salt_NaCl_extraction
Lu, M., Jin, Y., Ballmer-Weber, B., & Goodman, R.E. (2018). A comparative study of human IgE binding to proteins of a genetically modified (GM) soybean and six non-GM soybeans grown in multiple locations. Food Chem Toxicol 112:216-223. https://doi.org/10.1016/j.fct.2018.01.001.

Mandaci, M., Çakir, O., Turgut-Kara, N., Meriç, S., & Şule, A. (2014). Detection of genetically modified organisms in soy products sold in Turkish market. Food Science and Technology 344:717-722. http://dx.doi.org/10.1590/1678-457X.6441
McDonald, J., Burns, A., & Raybould, A. (2020).  Advancing ecological risk assessment on genetically engineered breeding stacks with combined insect-resistance traits. Transgenic Res 29: 135–148. https://doi.org/10.1007/s11248-019-00185-8.

Mostafa, A.A., Abu-Hussein, A.E.H.G., & ElRouby, M.T. (2022). Food adulteration with genetically modified soybeans and maize, meat of animal species and ractopamine residues in different food products. Electron J Biotechnol 55. https://doi.org/10.1016/j.ejbt.2021.11.005
Nandula, V.K. (2019). Herbicide Resistance Traits in Maize and Soybean: Current Status and Future Outlook. Plants (Basel). 8(9): 337. https://doi.org/10.3390/plants8090337
Nikolić, Z., Petrović, G., Panković, D., Ignjatov, M., Marinković, D., Stojanović, M., & Đorđević, V. (2017). Threshold Level and Traceability of Roundup Ready® Soybeans in Tofu Production. Food technology and Biotechnology 554: 439-444. https://doi.org/10.17113/ftb.55.04.17.5192 

Phipps, R. E., Deaville, E.R., & Maddison, B. C.  (2003). Detection of Transgenic and Endogenous Plant DNA in Rumen Fluid Duodenal Digesta Milk Blood and Feces of Lactating Dairy Cows. Journal of Dairy Science 86:4070-4078. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(03)74019-3
Rott, M., Lawrence, T., Wall, E., & Green, M. (2004). Detection and Quantification of roundup ready soy in foods by conventional and real-time Polymerase Chain Reaction. Journal of Agricultural and Food Chemistry 52:5223-5232. https://doi.org/10.1021/jf030803g  

Sánchez, M.A., & Campos, H. (2021). Coexistence of genetically modified seed production and organic farming in Chile. GM Crops Food 12(1): 509-519. https://doi.org/10.1080/21645698.2021.20012
Scanlon, M.G., Henrich, A.W., & Whitakera, J.R. (2018). Factors affecting enzyme activity in food processing in: Proteins in Food Processing. Woodhead Publishing Series in Food Science, Technology and Nutrition 337-365.  https://doi.org/10.1016/B978-0-08-100722-8.00014-0
Sidstedt, M., Romsos, E.L., Hedell, R., Ansell, R., Steffen, C.R., Vallone, P.M., Rådström, P., & Hedman, J. (2017). Accurate Digital Polymerase Chain Reaction Quantification of Challenging Samples Applying Inhibitor-Tolerant DNA Polymerases. Analytical Chemistry 893: 1642-1649. https://doi.org/10.1021/acs.analchem.6b03746
Stram, Y., Vilk, A., & Klinger, I. (2000) Detection of residues of genetically modified soybeans in breaded fried turkes cutlets. J. Food Sci. 65:604-606. https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.2000.tb16057.x
Tajima, G., Huh, S., Schmidt, N.A., Macdonald, J.C., Fleischmann, T., & Wonnacott, K.M. (2022). Impact of genetically modified organism requirements on gene therapy development in the EU, Japan, and the US. Molecular Therapy - Methods and Clinical Development 26(8): 74-83. https://doi.org/10.1016/j.omtm.2022.05.012
Tengel, C., Schübler, P., Setzke, E., Balles, J., & Sprenger-Haubels, M. (2001). PCR – based detection of genetically   modified   soybean and maize in raw and highly   processed foodstuffs. BioTechniques, 31:426-429. https://doi.org/10.2144/01312pf01
Turnbull, C., Lillemo, M., & Hvoslef-Eide, T.A.K. (2021). Global Regulation of Genetically Modified Crops Amid the Gene Edited Crop Boom – A Review. Front. Plant Sci. 12:  630396. https://doi.org/10.3389/fpls.2021.630396
Van Eenennaam, A., & Young, A. (2017). Detection of dietary DNA protein and glyphosate in meat milk and eggs. Journal of Animal Science 95:3247-3269.  https://doi.org/10.2527/jas.2016.1346
Wang, X., Lim, H.J., & Son, A. (2014). Characterization of denaturation and renaturation of DNA for DNA hybridization. Environmental Analysis Health and Toxicology 29: e2014007. https://doi.org/10.5620/eht.2014.29.e2014007
Webb, T.L., & Hong, E. (2021). GMO Medicines and hospital pharmacy practice: a review. Journal of Pharmacy Practice and Researchb 51(3):203-210. https://doi.org/10.1002/jppr.1742 

Wong, A.Y.T., & Chan, W.K.A. (2016). Genetically modified foods in China and the United States: A primer of regulation and intellectual property protection. Food Science and Human Wellness 583:124-140. https://doi.org/10.1016/j.fshw.2016.03.002
Zhang, M., Fan, Y., Cao, J., Chen, L., & Chen, C. (2021) Willingness to Pay for Enhanced Mandatory Labelling of Genetically Modified Soybean Oil: Evidence from a Choice Experiment in China. Foods 10(4):736. https://doi.org/10.3390/foods10040736
Comportamiento de residuos de eventos genéticamente modificados durante el procesamiento de alimentos tradicionales mexicanos de maíz


Behavior of genetically modified event residues during the processing of traditional Mexican corn foods





�


Nadia Fabiola Valdez-Monsiváis1, Francisco Castillo-Reyes2 �HYPERLINK "https://orcid.org/0000-0002-6121-7313"���, Marisol Cruz-Requena1 �HYPERLINK "https://orcid.org/0000-0002-6146-6010"���, Cristóbal Aguilar-González1�HYPERLINK "https://orcid.org/0000-0001-5867-8672"���, María de la Luz Reyes-Vega1, Raúl Rodríguez-Herrera1* �HYPERLINK "https://orcid.org/0000-0002-6428-4925"���


1Facultad de Ciencias Químicas-Universidad Autónoma de Coahuila. Boulevard Venustiano Carranza esquina con Ing. José Cárdenas Valdés, Col. República, Saltillo, Coahuila, México. CP. 25280. nadia.valdezmonsivais@uadec.edu.mx (N.S.V.-M); maryzol23@hotmail.com (M.C.-R); cristobal.aguilar@uadec.edu.mx (C.A.-G); mreyesvega@icloud.com (M.L.R.-V). 


2Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias. Campo Experimental Saltillo. Carretera Saltillo-Zacatecas km 342+119 núm. 9515, col. Hacienda de Buenavista. Saltillo, Coahuila, México. C. P. 25315. Tel. 800 088 2222 Ext. 83507. reyes.francisco@inifap.gob.mx (F.C.-R). *Autor para correspondencia: �HYPERLINK "mailto:raul.rodriguez@uadec.edu.mx"��raul.rodriguez@uadec.edu.mx�


�





Cuadro 1. Condiciones físicas y químicas usadas durante el procesado de alimentos tradicionales mexicanos





     Alimento�
Etapa�
pH�
Temperatura�
Tiempo�
Presencia de bandas PCR (+)








absence or presence)*�
�
Nixtamalización�
Hervir�
�
94 °C�
�
(+)�
�
�
Reposo�
10.22�
Ambiente�
18 h�
(+)�
�
�
Molido�
10.22�
Ambiente�
30 min�
(+)�
�
Tortilla�
Formación�
9.27�
Ambiente�
10 s�
(+)�
�
�
Cocción�
9.27�
200 °C�
2 min�
(+)�
�
Tamal�
Masa�
10.12�
Ambiente�
-�
(+)�
�
�
Cocción�
7.60�
94 °C�
10 min�
(+)�
�
Frituras�
Deshidratación�
7.90�
20 °C�
18 h�
(+)�
�
�
Freído�
7.80�
168 °C�
1 min�
      (+)�
�
Pinole�
Tostado�
8.00�
180 °C�
6 min�
      (+)�
�
�
Molido�
7.98�
Ambiente�
-�
      (+)�
�
Atole�
Mezcla





�
5.70�
94 °C�
11 min�
     (-)�
�
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