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RESUMEN

DETECCION DE SECUENCIAS GENETICAMENTE MODIFICADAS EN MIEL DE
LA COSTA DE OAXACA
La creciente autorizacion de cultivos genéticamente modificados en México representa un
riesgo latente de diseminacion de secuencias genéticamente modificadas (SGM) en el
ambiente. Lo anterior supone un importante desafio para los productores de miel, producto
que por naturaleza contiene polen de los cultivos y/o floraciones a partir de los cuales se
alimentan las abejas. De hecho, la deteccion de SGM en la miel ha generado problemas en
su comercializacion, sobre todo en la que se exporta al mercado europeo, principal destino
de la miel mexicana. Lo anterior debido a que en ese mercado existe tolerancia cero para la
presencia de SGM no autorizadas por la legislacion europea. En el caso de la miel organica,
muy comun en la costa de Oaxaca, el etiquetado organico en Europa esta condicionado a
que la misma esté libre de cualquier tipo de SGM (aun de las autorizadas). Por ello, es
imperativo que los productores y exportadores de miel mexicana, tanto convencional como
orgénica, evallen el estado de la miel con respecto a la presencia de SGM para evitar
sanciones econdmicas o rechazos de producto. Este estudio tuvo como objetivos investigar
la probable liberacion de cultivos transgénicos en municipios de la costa de Oaxaca, asi
como evaluar la presencia de SGM de origen vegetal en la miel, a partir de la deteccion del
promotor 35S del virus del Mosaico de la Coliflor (p-35S) y/o del terminador Nopalina
Sintasa (t-nos), ambos cominmente empleados en los eventos autorizados en México. Para
ello, se realizé una busqueda de los permisos de liberacion otorgados por el gobierno
mexicano a escala nacional. Ademas, se utilizé la técnica de PCR-tiempo real para detectar
la presencia de p-35S y t-nos en un grupo de 67 muestras de miel proveniente de 911
apiarios y 18 municipios de la costa oaxaquefia. En la busqueda de liberacidn de permisos,
se encontr6 que en Oaxaca no existen permisos oficiales de liberacién de cultivos
genéticamente modificados. Asimismo, ninguna de las muestras resulté positiva a la
presencia de p-35S o t-nos. Sin embargo, estos resultados no significan que haya ausencia
de SGM. El presente trabajo no incluyé otros promotores y/o terminadores que pueden
estar presentes en otros eventos autorizados en el pais. Ademas, existe el riesgo latente de

captacion de SGM en la miel debido a la itinerancia de las colmenas con fines de



polinizacion de cultivos agricolas. En virtud de lo anterior, resulta conveniente realizar
otros estudios que incluyan el perfil completo de eventos autorizados en México.
Adicionalmente, resulta imperativo estudiar si la itinerancia de las colmenas para

polinizacién de cultivos representa una fuente oculta de SGM en la miel.



ABSTRACT

The increasing authorizations of genetically modified crops in Mexico pose a latent risk for
the dissemination of genetically modified sequences (GMS) in the environment. The latter
is an important challenge for honey producers since honey naturally contains pollen, which
is introduced by the bees from flowers and crops. In fact, the detection of GMS in honey
has been causing trade issues, especially in that exported to the European Union (EU),
which is the main market for Mexican honey exports. The latter is due to the cero tolerance
policy to non-registered GMS imposed by EU regulations. As regards organic honey,
which is common in the Oaxaca shore region, the UE organic labeling regulations forbid
the use of the organic denomination if it contains any GMS (even the registered ones).
Therefore, it is of upmost importance that Mexican producers and exporters of both
conventional and organic honey assess the presence of GMS in their product. This will help
them avoid price discounts or even rejection of shipments. The present study is aimed to
search for the release of genetically modified crops in the Oaxaca shore region, as well as
to assess the presence of GMS in honey by means of detecting the cauliflower mosaic virus
35S promoter (p-35S) and/or the nopaline synthase terminator (t-nos), which are commonly
used in the SGM authorized in Mexico. For that purpose, we performed a nationwide
search of GMS authorizations given by the Mexican government. Moreover, the real-time
PCR technique was used to screen for the presence of p-35S and t-nos in 67 honey samples
from 911 apiaries located in 18 municipalities of Oaxaca State. The search for genetically
modified crops showed no official authorizations of GMS in Oaxaca. Likewise, none of the
samples was positive to 35S or t-nos. However, these results should be used with caution
since there are events of GMS that use other promoters and/or terminators. Moreover, the
risk of GMS introduction in honey is latent, due to the itinerancy of apiaries for
polinization of crops. Given these facts, it is convenient to conduct future studies dealing
with the whole profile of GMS authorized in Mexico. In addition, it is imperative to study

if the itinerancy of hives for crop polinization represents a hidden source of GMS in honey.
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INTRODUCCION

La creciente autorizacion de cultivos genéticamente modificados en México representa un
riesgo latente de diseminacion de secuencias genéticamente modificadas (SGM) en el
ambiente. Lo anterior supone un importante desafio para los apicultores, ya que la miel por
naturaleza contiene polen de las floraciones a partir de los cuales se alimentan las abejas
(SENASICA a, 2016; SENASICA b, 2016).

En estudios recientes se ha reportado la presencia de polen con SGM en miel de Yucatan,
Campeche y Quintana Roo (CONABIO, 2014; Villanueva et al. 2014). Estos autores
encontraron secuencias que contienen el promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor
(p-35S) y/o el terminador Nopalina Sintasa (t-nos), los cuales son comdnmente utilizados
para insertar las modificaciones en el material genético de las plantas (Villanueva et al.,
2014; Galvez et al., 2013)

La situacién antes descrita ha derivado en serias afectaciones en las exportaciones de miel
mexicana (C. Garcia, comunicacién personal, enero 2013). Ello obedece a las regulaciones
internacionales en materia de organismos genéticamente modificados, especialmente en la
Unién Europea (UE), principal destino de la produccién nacional. En el caso de la miel
organica, la problematica es que la legislacion europea prohibe su etiquetado como
producto organico si ésta contiene SGM de cualquier tipo. En miel convencional, existe
tolerancia cero para aquellos eventos no autorizados dentro la UE (Europea, 2003b;
Europea, 2008) . Esto representa un serio problema, debido a que del 100% de la miel
producida en México, el 30.72 % es utilizada en la industria, el 30.28% en consumo
directo, 2% autoconsumo y 34% para exportaciones, este Ultimo concepto representa una
importante fuente de ingreso para el sector apicola, razon por la cual el desarrollo de este
sector puede impulsarse a traves de continuar con un crecimiento en las exportaciones
(INFOASERCA, 2010; IICA, 2012).



En el estado de Oaxaca, se han presentado incidentes comerciales que involucran a
productores de miel orgénica. En estos, los compradores europeos han aplicado
penalizaciones en el precio del producto aduciendo la supuesta presencia de SGM en la
miel de la zona (C. Garcia, comunicacién personal, enero 2013).

Lo anterior motivo la realizacion de esta investigacion, que tiene por objetivos investigar la
probabilidad de que haya cultivos transgénicos en el estado de Oaxaca, asi como determinar
la presencia de SGM en el polen contenido en la miel de la region mediante la deteccién del

p-35S y del t-nos.

REVISION DE LA LITERATURA

Organismos genéticamente modificados y los cultivos

Los OGM, también denominados organismos vivos modificados (OVM) u organismos
transgénicos, son organismos Vivos que poseen una combinacion nueva de material
genético, lo cual se logra mediante la aplicacién de la biotecnologia moderna. Lo anterior
implica el uso de técnicas in vitro de modificacion de cidos nucleicos, incluidos el &cido
desoxirribonucleico (ADN) recombinante y la inyeccion directa de &cido nucleico en
células u organelos; o bien, la fusién de células méas alla de la familia taxonémica,
superando las barreras fisiologicas naturales de la reproduccion o de la recombinacion, ya

que no son técnicas utilizadas en la reproduccion y en la seleccién tradicional (ONU, 2000).

En la ultima década la biotecnologia, que es la aplicacion tecnoldgica que utiliza sistemas
bioldgicos, organismos vivos o derivados de estos con el propoésito de hacer o modificar los
productos o procesos para un uso especifico, se ha modernizado. Ahora es posible a través
de técnicas de laboratorio, separar un solo gen de una célula vegetal o animal e insertarlo en
el material genético de otra célula vegetal o animal para proporcionarle una caracteristica
deseada (ONU, 2000) .



En las plantas se realizan estas modificaciones para conferirles caracteristicas especificas a

los cultivos. Entre las mas frecuentemente expresadas son:

v

Modificacion de la planta contra virus, los virus que atacan plantas generan

afectaciones a la agricultura, al dafar el crecimiento, calidad y cantidad de los
cultivos, por esta razon, se ha incorporado fragmentos de material genético
procedente de virus de plantas, con lo cual se desarrolla una inmunidad ante el virus
especifico.

Expresion de toxinas bacterianas, las plantas son susceptibles a los insectos, los

cuales pueden ser eliminados mediante insecticidas, pero con la finalidad de
disminuir los efectos nocivos de éstos, en los Gltimos 30 afios se ha decidido ocupar
pesticidas naturales, como el que produce la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), que
es una proteina cristalina de 120 amino&cidos, que es toxica para las larvas de los
lepiddpteros (mariposas, polillas) y coledpteros (escarabajos), ésta no tiene efectos
en vertebrados.

Tolerancia a herbicidas, el uso de herbicidas es comun para eliminar las plantas no

deseadas de los cultivos, sin embargo, estos no son selectivos, asi que merma la
produccion. Con la biotecnologia moderna, se ha podido modificar el ADN de las
plantas para generar cultivos tolerantes a herbicidas, como el glifosato. De esta
manera, al aplicarlo, no dafa el cultivo y si produce la muerte de las especies no

deseadas.

Resistencia a herbicidas e insectos, se han generado combinaciones que incluyen la
resistencia dual a herbicidas y al ataque de insectos.

Resistencia al estrés abidtico, actualmente los problemas ambientales que afectan a

los cultivos son, la pérdida de agua y el exceso de sales en el suelo. Es por eso que
se buscan modificaciones genéticas que fortalezca a los cultivos frente a estos
factores ambientales, mediante la captacion y transporte de sodio y potasio,
estableciendo gradientes de concentracion, eliminacion y secuestro de iones toxicos.

Retardamiento en la maduracion de frutos y flores, el proceso de inicio y

maduracion se debe a los niveles de etileno de las plantas. Al controlar los niveles



de etileno se puede prolongar la vida de anaquel de los productos (Watson and
Gilman, 1997; CONABIO, 2008; Benitez, 2005).

La biotecnologia moderna, se ha utilizado en la agricultura, ha tenido un gran auge, y a su
vez, ha sido adoptada cada dia por méas productores en el mundo. Como resultado, durante
el 2009 se sembraron 134 millones de hectareas de cultivos genéticamente modificados
(GM). Para el afio 2010, algunos paises sembraron mas de 1 millon de has de cultivos GM,
y la superficie mundial fue de 148 millones has, mientras que en 2012 aumenté a 170.3 has
(MONSANTO, 2014; Clive, 2012).

México, en el listado de los 28 paises con mayor superficie destinada a cultivos GM,
ostenta el lugar numero 16. A pesar, de no ser uno de los lideres en hectéreas cultivadas,
para la superficie total del pais si es un tema de importancia, debido a que dichos cultivos,
se encuentran dispersos en mas de la mitad del territorio nacional (Figura 1), este
crecimiento en el area cultivable de transgénicos, representa un riesgo de dispersion de
material GM, que puede incorporarse a la miel a través del pecoreo de las abejas y de la
movilizacién de colmenas pobladas (MONSANTO, 2014; SENASICAD, 2016).

afio 2000 afio 2014
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Figura 1 Estados con cultivos genéticamente modificados
Fuente: SENASICAD, 2016.
El &rea en color rojo representa a los estados donde se han otorgado permisos para siembra

de cultivos genéticamente modificados.




Principales construcciones genéticas en plantas

En la producciéon de cultivos modificados genéticamente se introducen promotores y
terminadores de la expresion. Un promotor es una region de ADN que controla la iniciacion
de la transcripcion de una determinada porcién del ADN. Por lo tanto, promueve la
transcripcion de un gen. La regién promotora es una secuencia especifica de ADN
localizada justo donde se encuentra el punto de inicio de la transcripcion del ADN y
contiene la informacion necesaria para activar la trasncripcion del gen que regula (Lewin,
1996).

El promotor mas utilizado es el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, éste fue
aislado por primera vez en la década de los 80, en la Universidad de Rockefeller. Este
promotor es el responsable de la mayor trascripcion del genoma del virus de la coliflor. La
patente en Estados Unidos y Japdn pertenece a la Compafiia Monsanto y a la Universidad
de Rockefeller, y fue posible debido a que, se realiz6 la descripcién de una secuencia
promotora como necesaria para una expresion adecuada de un gen insertado en una planta.

Asi que, en ese sentido, el concepto de un promotor es de tipo funcional (Lens, 2014).

Por su parte, un terminador es aquel que sefiala el final de la transcripcion, en las células
procariotas genera que la ARN polimerasa se despegue del ADN vy libere al transcrito, esto
es el mMARN. (Campell, 2007).

El terminador mas utilizado es el terminador 3'Nos (t-nos) que procede del gen de
nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens; este contiene la sefial de terminacién de la

transcripcion y dirige la poliadenilacion (Lens, 2014; Marcia et al., 2010).

El p-35S y el t-nos son secuencias genéticas utilizadas comunmente en la construccion de
eventos transgénicos (plantas OGM), utilizados para iniciar y finalizar la insercion de otras
secuencias genéticas que den caracteristicas de interés, como las que se mencionaron
previamente. Sin embargo, el p-35S no es el Unico promotor que se puede utilizar en la
modificacion de plantas. Algunos otros son, el de promotor del virus del mosaico de la

Scrophularia (FMV 35S), de actina de arroz, y de ubiquitina (proveniente del maiz) por



mencionar algunos. De igual manera, también existen otros terminadores como son la

secuencia de la subunidad pequefia de Pisum sativum (rbcS-E9) y la secuencia de ORF25

proveniente de Agrobacterium tumefaciens (ORF25) (Wei et al., 2008a).

En este trabajo, para decidir el uso del p-35S y t-nos, como secuencias blanco de

amplificacion, se tomd al revisar la base de datos que el SENASICA publica mensualmente

sobre la recepcion de solicitudes de liberacién de eventos transgenicos. Una vez que se

identificaron aquellas que procedieron con autorizaciones, se generé un reporte que

contiene los cultivos y eventos autorizados con permiso de liberacién, incluyendo qué

evento, promotores y terminadores se encuentran en su construccion genética (Tabla 1

Promotores y terminadores en eventos autorizados en México).

promotor
promotor | agqyirus
35S Virus : promotor | promotor . . termina-
. del mosaico . terminador | terminador
Cultivo del actina de de t-nos dor
: de la Lo rbcS-E9 35S
Mosaico de . arroz ubiquitina ORF25
. celidonia
la Coliflor
menor
algoddn ° °
maiz ° ° ° °
soya °
trigo

Tabla 1 Promotores y terminadores en eventos autorizados en México

Con la prueba de deteccion de p-35S y t-nos se pueden identificar tres cuartas partes 0 mas

del total de los eventos autorizados en México (hasta agosto 2014) para algodon, maiz y

soya (Figura 2). No obstante, esta prueba no detectaria en ninguno de los eventos

autorizados para el trigo.




Figura 2 Porcentajes de los eventos autorizados en México que se identifican con la prueba de deteccién
de p-35Sy t-nos en cultivos de algodén (n=15), maiz (n=25), soya (n=4) y trigo (n=0)
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Como se observa en la Figura 2, estas dos secuencias genéticas se encuentran presentes en
el 80% de los eventos autorizados para algodon y maiz, y un 75% de los cultivos de soya
también las contienen. Por esta razdn, se utilizaron estas secuencias como blanco para

detectar la presencia de SGM en el polen contenido en las muestras de miel de este estudio.

Cultivos GM en el mundo y en México

Los principales 13 cultivos GM en el mundo se muestran en la siguiente tabla, junto con el

arbol GM de mayor cultivo:

Tabla 2 Principales cultivos GM en el mundo

Maiz Soya Algodon Canola
Remolacha Alfalfa Papaya Calabaza
azucarera

Alamo (&rbol Tomate Pimenton Papa




forestal)

Trigo Arroz

Fuente (Clive, 2012)

De los cultivos mencionados, en México, el INEGI report6 en el 2009 dentro del listado de
los 21 cultivos mas importantes sembrados en el territorio nacional, al maiz, el trigo y la
soya (INEGI, 2016; SENASICAD, 2016).

Aunado a esto, en México se han otorgado a través del Servicio Nacional de Sanidad e
Inocuidad Agroalimentaria (SENASICA) permisos de liberacion para diversos cultivos GM
donde de nueva cuenta encontramos los tres granos de interés agricola en México (Figura
3) (FAO, 2001; SENASICAD, 2016).
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Figura 3. Eventos autorizados para siembra en México N= 60
Fuente: SENASICADb, 2016

El creciente uso de cultivos GM en el mundo, incluyendo algunos paises europeos, provocé
la presencia de polen de plantas geneticamente modificadas en la miel (Europea, 2011a).
Lo anterior, es posible debido a que el polen es recolectado por las abejas pecoreadoras en
forma de pequerias esferas que colocan en la cestilla de sus patas, para transportarlo a la

colmena y depositarlo en el fondo de las celdas de la camara de cria, reservandolo como



fuente de alimento junto con miel operculada (pan de abeja, alimento de las abejas obreras
y zanganos) (Agricultura, 2005).

La apicultura en México tiene un lugar importante en la produccién mundial, por eso, el
pais se ha dividido en regiones apicolas acorde con el volumen de produccion de miel que
se genera en cada una, asi como las caracteristicas que tienen en aspectos apibotanicos y

tecnologia utilizada para dicha actividad econémica (Figura 4).

REGIONES APICOLAS DE MEXICD

Altiptana
P costa del Pacifico
[ cakfe

Narte

I Fenirsula de Yucatin

Figura 4. Regiones apicolas de México.
Fuente: (CGG-SAGARPA, 2000)

Regidén norte, apicultura con alto grado de tecnificacion, principalmente produce miel de
floraciones de mezquite, y la que se obtiene del servicio de polinizacion a cultivos de
manzana.

Regién centro o altiplano, uso de tecnificacion, la principal miel producida es la de
tonalidades ambar claro, en esta region también se utiliza mucho el servicio de polinizacion
para los cultivos de cucurbitaceas, aguacate y moras.

Region golfo, la principal fuente de floracion para la produccion de miel es de los arboles
de citricos.

Region costa del pacifico, se identifica por producir mieles de origen multifloral y de
mangle. En ésta region se utiliza a gran escala la practica de la polinizacion, para los
cultivos de cucurbitacea, aguacate y moras.




Regién peninsula de Yucatan, la region con mayor produccién de miel en el territorio
nacional, tiene floraciones especificas que no se dan en otras regiones del pais, esto es
debido a su geografia y condiciones climatolégicas, como son la flor del &rbol de
Dzildzilché y la flor de tajonal, de las cuales se obtienen mieles con sabores suaves y
caracteristicos, el principal destino de ésta produccion de la peninsula es la UE.

Las regiones costa del pacifico y la peninsula de Yucatan, tienen importancia por el alto
nivel de produccion. Al extenderse los permisos de cultivos GM en todo el pais, es méas
facil que su miel pueda llegar a contener granos de polen de cultivos GM, por lo que
aumenta la probabilidad de identificar SGM en la miel que se comercializa. Esto no sélo
por los cultivos que se generan en cada estado, sino por la movilizacion de colmenas, la
cual se realiza con dos objetivos primordiales, aprovechar las floraciones de otros lugares y
la polinizacion de cultivos (INFOASERCA, 2010).

La movilizacion de colmenas puede realizarse de manera interestatal desplazando las
colmenas a dos 0 méas estados a lo largo del afio, o interestatal cuando son trasladadas a
otros municipios del mismo estado (INFOASERCA, 2010).

En el caso de la movilizacion para aprovechamiento de floraciones, esto es porque dicho
evento botanico se presenta en distintas épocas del afio en las diferentes regiones; y al
realizar el movimiento de las colmenas se hace mas rentable la actividad apicola, al evitar
la alimentacion artificial de las abejas y se obtiene mas miel por colmena. En nuestro Pais 8
de cadalO colmenas que se movilizan en el 78 por ciento del territorio nacional, es para
aprovechar las floraciones para produccion de miel. Los estados que movilizan el mayor
namero de colmenas para esta activad son Veracruz, Puebla, Jalisco, Tlaxcala, Oaxaca,
San Luis Potosi, Morelos, Colima y Zacatecas (Figura 5) (INFOASERCA, 2010).
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Figura 5. Movilizacion Nacional de Colmenas 2009
En lo referente a la movilizacion de colmenas para polinizacion de cultivos, el impacto
econdmico de este servicio, durante el 2009 representd un ingreso de 61 millones de pesos
para los apicultores (CGG, 2000; INFOASERCA, 2010).

o Nevllizezlan Intraexistal pers forslanes

o Mezvlllzszlan Intracaistal pers peodisizacken

Miellzeelan Imfereaistal pars
Noracksses yio polinizezian

Figura 6. Ejemplos de rutas de movilizacion de colmenas y estados con eventos
autorizados.
Fuente: Coordinacion General de Ganaderia-SAGARPA
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Como se observa en la Figura 6, es posible identificar en la miel polen de cultivos
(modificados o0 no) en estados donde no son cultivados, debido a que las abejas pueden

movilizar el polen en su cuerpo, en las reservas de alimento o en la misma colmena.

MARCO LEGAL EN MATERIA DE OGM

En el ambito internacional, durante la Conferencia de las Naciones Unidas sobre medio
ambiente y desarrollo (Rio de Janeiro, Brasil 1992) se aprobo el Convenio sobre Diversidad
Biologica (CDB), los cuales tratan el tema de la bioseguridad y la biotecnologia, de ahi se
desprendid la necesidad de generar un protocolo para el uso seguro de los OGM (ONU,
2000).

Lo anterior, llevd a la creacion del Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la
Biotecnologia del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, el cual es un instrumento
internacional que tiene como objetivo garantizar un nivel adecuado de proteccién en la
transferencia, manipulacion y utilizaciéon seguras de los OVM resultantes de la
biotecnologia moderna que puedan tener efectos adversos para la conservacion y la
utilizacion sostenible de la diversidad bioldgica. Tiene también en cuenta los riesgos para la
salud humana, y se centra concretamente en los movimientos transfronterizos. México
firmo el Protocolo el 24 de mayo del 2000 y lo ratificd el 27 de agosto de 2002. A partir de
esta adicion se crea la Comision Intersecretarial de Bioseguridad de los Organismos
Genéticamente Modificados (CIBIOGEM) (ONU, 2000; CONABIO, 2008.).

En México

La Comision Intersecretarial de Bioseguridad de los Organismos Genéticamente
Modificados (CIBIOGEM) es un érgano del Poder Ejecutivo Federal que al mas alto nivel
se encarga de establecer las politicas relativas a la biotecnologia, en lo que respecta al uso
seguro de los organismos genéticamente modificados. Esta integrada por los titulares de las
Secretarias de  Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca vy
Alimentacién (SAGARPA), Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), Salud
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(SS), Educacion Publica (SEP), Hacienda y Credito Publico (SHCP) y Economia (SE), asi
como por el Director General del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).
Algunas de las atribuciones de la CIBIOGEM son las siguientes (CIBIOGEM, 2013):

v

Formular y coordinar las politicas nacionales de bioseguridad de OGM, asi como
proponer a las dependencias competentes la incorporacion de dichas politicas en los
programas sectoriales

Promover y propiciar la colaboracién de manera coordinada de sus integrantes, para
el cumplimiento de la Ley y de los objetivos de la CIBIOGEM vy el fortalecimiento
de la capacidad de las instituciones cuyas actividades se relacionen con los OGM,
para el cumplimiento de los objetivos de la Ley y de las deméas disposiciones
aplicables

Promover en el &mbito internacional bilateral, regional y multilateral, el intercambio
de informacion en materia de OGM

Desarrollar, a través de la Secretaria Ejecutiva, el Sistema Nacional de Informacién
sobre Bioseguridad y propiciar la colaboracion de las dependencias y entidades de
la Administracion Publica Federal en materia de OGM para el eficaz
funcionamiento del Sistema

Promover, con la participacion que corresponda a la CONABIO, el establecimiento
de un banco de datos sobre la presencia y distribucion de especies silvestres
relacionadas con los OGM que se pudieran liberar, asi como mecanismos de
monitoreo y evaluacion del impacto al ambiente, a la salud humana y animal,
derivados de la liberacion, produccion y consumo de OGM vy productos que los
contengan

Dictaminar, con la participacion que corresponda al Consejo Consultivo Cientifico,
sobre el establecimiento de zonas libres de OGM para los efectos que establece la
Ley, debiendo contener la opinion que emita la CONABIO

Notificar, por conducto de la Secretaria Ejecutiva, las solicitudes de permisos de

liberacion al ambiente de OGM a los gobiernos de las entidades federativas en las
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que se pretenda llevar a cabo dicha actividad, a fin de que puedan emitir sus
opiniones en los términos de Ley

Las actividades antes descritas, y las especificas para cada dependencia se encuentran en la
Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados y su Reglamento. A su
vez, también se cred la Red Maiz, que esta orientada a la conservacion, aprovechamiento y
manejo sustentable de las 52 razas de maiz originarias de México (DOF, 2006a;
CIBIOGEM, 2013).

México, con la finalidad de dar cumplimiento al Protocolo de Cartagena, establecié a tres
dependencias nacionales, como las competentes para dirigir de las actividades en la

materia.

1) SEMARNAT: evaluar y emitir autorizacion para los OGM destinados a su
introduccién intencional en el medio ambiente. Con aquellos de uso agricola, se
hard de manera coordinada con SAGARPA.

2) SS: evaluar y autorizar los OGM destinados a uso directo como alimento humano o
para procesamiento.

3) SAGARPA: a través del SENASICA evalta y autoriza los OGM destinados a uso
directo como alimento animal y los de uso agricola. Cuando estos se destinen a su
introduccion intencional en el medio ambiente, lo hara de manera coordinada con
SEMARNAT (CONABIO, 2008; CIBIOGEM, 2013).

En Comunidad Europea

En la Comunidad Europea (CE), existen dos reglamentos que regulan los alimentos y
piensos GM, estas regulaciones estan encaminadas a proteger la salud humana y sanidad
animal, a traves del aseguramiento de piensos y alimentos GM antes de que sean vendidos
en la Comunidad. Asegurar que se realicen procedimientos comunes de evaluacion de
riesgo para la autorizacién con procedimientos eficientes y transparentes; asegurar un

etiquetado claro que responde a las preocupaciones de los consumidores (incluidos los
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agricultores que compran piensos) y les permita asi, tomar decisiones informadas (Europea,
2003b; Europea, 2003a).

En comparacion con otros paises, son muy pocos los OGM aprobados en la CE para ser

utilizados en la alimentacion humana y/o animal (Figura 7) (Europea, 2014).
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Figura 7. Eventos autorizados en la Comunidad Europea N=50

Fuente: Comisién Europea, 2014

EL SECTOR APICOLA MEXICANO Y LOS OGM

Produccion nacional y exportacién de la miel mexicana

México es el sexto productor y quinto exportador de miel a nivel mundial respectivamente.
Durante el afio 2010 se produjeron 55,684 toneladas, lo que representa el 3.29 por ciento
de la produccion mundial. Sin embargo, el consumo per capita de miel en el pais es muy
bajo (360 g), si se compara con el consumo en Alemania (1500g), dicho pais ostenta, el

primer lugar de consumo per capita. En México alrededor del 34 por ciento de la
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produccion nacional se exporta, los principales mercados son la Comunidad Europea (CE)
y Estados Unidos (INFOASERCA, 2010; FAO STAT, 2015).

El principal destino de la miel mexicana es la CE, debido a que su poblacion tiene un
consumo per capita elevado en algunos paises, por ejemplo el aleméan y el griego es un 300
por ciento mayor que el mexicano (INFOASERCA, 2010).

En México, para lograr la exportacion a la CE, entre otros requisitos, se debe cumplir con la
homologacion en cuestion de inocuidad agroalimentaria, por esta razon es que la cadena
(apicultor, acopiador, envasador y/o exportador) deben encontrarse reconocidos en buenas
practicas de produccién de miel (en el caso de los apicultores) y en sistemas de reduccion
de riesgos de contaminacion (envasador y/o exportador), reconocimientos que otorgan
respectivamente, la Coordinacion General de Ganaderia-SAGARPA y el SENASICA
(SAGARPA, 2009a; SAGARPA, 2009Db).

Y en el tema de la produccion de miel organica, ésta es un producto que ingresa en la Ley
de Productos Organicos y se describre en la generalidad como “...producto organico, es el
que estd producido dentro de un sistema con un uso regulado de insumos externos,
restringiendo y en su caso prohibiendo la utilizacién de productos de sintesis quimica...”.

Esta miel, tiene un excelente mercado, principalmente en Alemania (DOF, 2006b).

México ha logrado un incremento anual en la produccion de miel orgénica de manera
progresiva, esto debido a que los apicultores convencionales que quieren hacer la transicion
de miel convencional a miel organica, se someten a un proceso que se lleva a cabo en un
periodo de hasta dos afios. El cual es supervisado por un organismo de certificacion
especializado nacional o internacional (SAGARPA, 2011).

Los requisitos que se deben cumplir para ser apicultor organico, son implantar actividades
diferenciadas del manejo convencional, los materiales que se utilizan y la cantidad de mano
de obra que demanda. Ademas el cumplimiento de lineamientos, a los cuales se deben

apegar estrictamente. Destacan entre estos Ultimos los siguientes:
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» No ubicar colmenas en cultivos donde se aplican agroquimicos y pesticidas. En por lo
menos en un radio de tres kilometros

+ No utilizar medicamentos de sintesis quimica

+ La alimentacion que se proporcione a las abejas a base de azucar, fructosa y/o soya que
debe provenir de proveedores también certificados en produccién orgéanica

* La cera para los bastidores serd producida en el mismo apiario. Si hubiera necesidad de
comprarla se debe asegurar que no esté contaminada con residuos quimicos o toxicos y que
tenga su origen en colonias sanas y con certificacion organica

 EI material de combustion de los ahumadores debe ser de origen natural, sin ningun
aditivo

» Las herramientas para revision como son cufia y ahumador deben de ser de acero
inoxidable

» El material de madera para las colmenas puede ser tratado con cera y aceite de linaza;
nunca pintados (SAGARPA, 2013).

Como se observo en los parrafos anteriores, las regulaciones para satisfacer las necesidades
del mercado van en aumento. Y es importante mantener los canales de comercializacién
existentes para la miel mexicana (convencional y orgénica) que encuentra en la Comunidad
Europea su principal destino, lugar donde ha logrado posicionarse al cumplir con las

exigencias de inocuidad, calidad y comercio que solicitan los consumidores europeos.

En lo referente a la miel organica, México es el tercer exportador en el mundo de este
producto, durante el 2009, la produccidn de miel organica fue de 1,300 toneladas, logrando
en ese mismo afio una exportacion de mas del 40% de la produccion anual. Para los
apicultores, la produccion organica es rentable, pues el precio de la miel organica supera en
un 30% el precio de la convencional. Los estados con mayor produccion de miel organica
son ocho, en los cuales Oaxaca encabeza el listado, esto pueden observarse en la Figura 8
(SAGARPA, 2013).
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Figura 8. Principales estados productores de miel orgénica. Fuente: SAGARPA, 2013

Dichos estados, durante el 2009 exportaron 500 toneladas de miel organica, lo cual
representd un ingreso de 1 millon 800 mil délares (SAGARPA,2013).

Acorde con el programa de registro voluntario al sistema de trazabilidad de la miel, que
pertenece al SENASICA, dentro del territorio nacional, existen 78,000 apicultores
aproximadamente, y en el estado de Oaxaca se localizan mas del 4% de éstos productores,
los cuales encuentran mercado de venta de su produccién en la CE, ademéas cabe sefialar
que dicho estado posee una gran biodiversidad y ha sido identificado como un importante
centro de origen y domesticacion del maiz por lo que estd protegido por los acuerdos
emitidos por CIBIOGEM que se mencionaron anteriormente (Comision para la
Cooperacion Ambiental, 2004; Kato et al., 2009; Cuevas, 2006).

El creciente territorio autorizado para cultivos GM en México, el movimiento de colmenas
para produccion de miel, y la movilizacion de éstas para servicio de polinizacion a través

del territorio nacional, pone en jaque la comercializacion de la miel mexicana.

Problematica de regulacién europea y comercializacién de miel mexicana

Debido a que el maiz es un cultivo basico de México, la posibilidad de que se halle en la
miel polen de maiz es muy alta, como lo han demostrado estudios recientes (Galvez et al.,
2013). Y con la creciente autorizacion de permisos de liberacion de cultivos GM de maiz,
eleva la posibilidad de encontrar polen GM en la miel; esto acarrearia un grave problema,

para la produccion organica de miel y su potencial comercializacion a la CE, pues la mera
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presencia de SGM inhabilita su estatus de produccién orgénica. Por otro lado, en Europa se
han autorizado muy pocos eventos de transformacion de maiz, comparados con los que se
han autorizado ya para siembra en México. Asi que se eleva fuertemente la posibilidad de
la prohibicion de la comercializacion de la miel convencional, debido la presencia de polen

GM de eventos no autorizados.

El reto para la apicultura organica, es que en los ochos estados con mayor produccion de
miel organica, sélo Jalisco y Oaxaca, son los que al momento no tienen autorizacion para

cultivos GM en su territorio (figura 3 y 8).

La comercializacion de miel hoy en dia, como se ha observado a través de parrafos
anteriores ha dejado de basarse solamente en estandares de calidad e inocuidad, ahora
debera garantizarse que este producto, se encuentre libre de secuencias genéticas

provenientes de cultivos modificados.

DETECCION DE SGM EN ADN DE POLEN CONTENIDO EN MIEL

La CE, posee un Centro Comun de Investigacion (llamado en inglés Joint Research Centre,
conocido con las siglas JRC) el cual proporciona apoyo cientifico-técnico orientado al
cliente para la concepcion, el desarrollo, la aplicacién y la supervision de politicas
comunitarias. EI JRC constituye un centro de referencia para cuestiones de ciencia y
tecnologia que atiende los intereses de los estados miembros. Y en el tema de deteccion
analisis de la presencia de organismos genéticamente modificados en muestras de alimentos
ha dedicado recursos para establecer y publicar, las metodologias de la extraccion y
purificacién de ADN, la electroforesis en gel de agarosa, y la determinacion de las SGM
por medio de la prueba reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, asi como
publicacion de las secuencias genéticas para la deteccion de eventos especificos acorde con
la técnica de PCR tiempo real a utilizarse (normal, diplex o multiplex) (Commission,
2012; JRC, 2007-a; Centre, 2010; JRC, 2010-b; Europea, 2011b).
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Métodos de deteccion de SGM de polen en miel

Para realizar la deteccion de las SGM contenidas en el polen de la miel a través de la
técnica de PCR tiempo real, es necesario obtener el ADN de dicho polen.

Para ello, primero debe realizarse la extraccion del polen de la matriz que lo contiene, en
este caso la miel y, una vez obtenido, se deberd iniciar el proceso para la obtencion del
ADN vegetal.

Extraccion y purificacion del ADN del polen

El método recomendado para la obtencion de ADN vegetal, es el protocolo del método del
bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB), de igual manera en el kit comercial que se eligio
se utiliza proteinasa K y un paso de disrupcion para liberar el material genético de la célula.
Para la purificacion del ADN obtenido se utilizaron dos métodos. El primero, el de
precipitacion con cloroformo con objeto de eliminar las proteinas y finalmente, el de
afinidad a través de columnas (JRC, 2007-a; Qlagen, 2010).

Este protocolo ha sido probado con éxito, para la extraccion de ADN de polen proveniente
de la miel, por estudios de Waiblinger et al 2012 y Galvez et al 2013, y también descrito
en la metodologia publicada por el JRC, como guia de la Union Europea para la extraccion
y purificacion de ADN de alimentos (JRC, 2007-a).

Deteccion de SGM del ADN obtenido del polen

Investigaciones recientes, indican que la deteccion de las SGM del ADN del polen puede
realizarse mediante melisopalinologia, PCR, PCR tiempo real, PCR digital y amplificacion
isotérmica. Sin embargo, el método més reportado es el PCR tiempo real (Waiblinger et al.,
2012; FOCPFSG, 2011; Randhawa et al., 2013).

La PCR es un método utilizado para amplificar regiones génicas especificas. La PCR
tiempo real utiliza los mismos componentes que una PCR convencional, solo que adiciona
fluorocromos los cuales emiten una fluorescencia antes de la amplificacion. Y asi, la
acumulacion del producto de PCR se monitorea mientras se lleva a cabo la amplificacion,

se analiza ciclo a ciclo los cambios de la sefial fluorescente generada durante las tres etapas
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del PCR y entre mayor sea la cantidad de ADN de la muestra, menos seran los ciclos
necesarios para obtener una sefial fluorescente detectable.

Las ventajas que tiene es que tiene parametros basicos:

Especifico: La especificidad estd dada por los primers y sonda TagMan, que reconocen un
sitio especifico de secuencia

Exacto: Veracidad del valor medido en una muestra

Preciso: Presenta poca dispersion en los datos obtenidos, es decir, es reproducible.

Amplio rango dindmico: Ventana de concentraciones en la que el blanco puede ser medido

con exactitud y precision
Sensible: bajas cantidades de ADN pueden ser detectadas por PCR en tiempo real. La sefial

fluorescente obtenida es significativamente mayor al ruido de fondo.

Es un poco menos sensible que el PCR digital, donde es posible detectar la presencia de al
menos 1 SGM, pero la ventaja del PCR tiempo real, es que el equipo e insumos son de

menor precio.

Disposicion de recursos técnicos y problematica para la deteccion en México

En México, como lo marca la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados, se deben llevar actividades de monitoreo, inspeccion y vigilancia en el
territorio nacional, que son realizados los laboratorios de las Autoridades Competentes
(SEMARNAT, SALUD y SAGARPA).

Junto con el aumento de las reas de cultivo OGM, también ha crecido la demanda de sus
servicios, es por eso que la CIBIOGEM, durante el 2008, instruy6 la conformacion de la
Red Nacional de Laboratorios de Deteccion Identificacién y Cuantificacion de Organismos
Genéticamente Modificados. Esta se encuentra integrada de laboratorios que poseen los
recursos humanos y técnicos para la deteccion de OGM. La Red estad conformada por un
nodo central integrado por el Laboratorio de Biometrologia de la Division de Materiales
Organicos (CENAM), el Centro Nacional de Investigacion y Capacitacion Ambiental
(CENICA), el Centro Nacional de Referencia en Deteccion de Organismos Genéticamente
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Modificados (CNRDOGM), y el Centro de Control Analitico y Ampliacion de Cobertura
(CCAYAC). Los laboratorios integrados a la red son el de Biotecnologia (Facultad de
Quimica-UNAM), de biologia molecular y cultivo de tejidos vegetales (Facultad de
Ciencias Biologicas y Agropecuarias, Universidad de Colima), el # 4 del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon (IBT-UANL), de cultivo de
tejidos e ingenieria genética, unida de biotecnologia del campo experimental bajio
(INIFAP), de diagnostico molecular (DGCORENA-SMA-GDF), del grupo de estudios
moleculares aplicados a la biologia (GEMBIO-CICY), de biotecnologia agricola del
departamento de biotecnologia (CINVESTAYV - ZAC), de genética molecular del desarrollo
sexual y asexual (CINVESTAV-IRA), el centro de investigacion y asistencia en tecnologia
y disefio del estado de Jalisco (CIATEJ), y el de interaccion molecular planta-

microorganismo (CBG-IPN).

De todos los laboratorios de la Red, durante el 2014, solamente el de Biotecnologia de la
FQ-UNAM era el Unico que al momento tenia montada la técnica para deteccion de SGM
contenidas en el polen de la miel por PCR tiempo real, y ofertaba el servicio con fines de

investigacion.

En el sector de la administracion publica, el SENASICA posee el Laboratorio de
Organismos Genéticamente Modificados, lugar donde a partir del afio 2014 se ofrecen al
publico tres servicios de deteccion de OGM en granos, plantas y miel. Para este Gltimo
producto, los servicios que oferta son deteccion de secuencias genéticamente modificadas
con la técnica de PCR en tres modalidades.

» Deteccion de SGM de p-35S t-nos (cualitativo)
» Deteccion de SGM evento especifico (cualitativo)

» Deteccion de SGM evento especifico (cuantitativo)

El servicio es para el publico en general, con un costo por muestra dos veces menor,

respecto al costo por el mismo analisis en un laboratorio europeo.
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Estudios mexicanos sobre OGM en miel

En México, en afios recientes se han realizado investigaciones por Narvéez, 2013; Galvez
et al, 2014; Villanueva et al, 2014, para detectar SGM en mieles procedentes de algunos
estados del Pais, como son Campeche, Yucatan y Quintana Roo, donde se han utilizado la
técnica de melisopalinologia, PCR convencional y PCR tiempo real.

En la actualidad, algunos productores y todos los exportadores de miel, la analizan para
detectar la presencia de OGM antes de enviar un embarque a la CE, en caso de presentarse
resultados positivos la miel no es exportada a este destino, pues su comercializacion en
Europa es practicamente imposible, debido a que los consumidores tienden a rechazarla, y
en el caso del mercado organico, es imposible comercializarla, pues su mera presencia esta

prohibida.

El hecho de que no existia un servicio al publico para estas detecciones previo al 2014,
encarecia el costo de comercializacion de la miel mexicana, pues se debia realizar los
pagos de paqueteria de las muestras a algin pais europeo (cada muestra de 2509 por
productor que esté en el lote), el de realizacién de los analisis de laboratorio, lo cual detenia
el proceso de compra-venta del producto, hasta esperar los resultados, para realizar la
liberacion del lote por parte de SENASICA para la exportacion. Sin embargo, a pesar de
que ya se tiene el servicio en México, algunos compradores aun solicitan que los estudios
de deteccion de SGM se realicen en laboratorios europeos. Lo anterior, coloca en una
situacion de desventaja a México, poniendo asi en peligro el mercado de la miel mexicana,

lo cual implicaria la pérdida de divisas por este concepto.

Con la finalidad de dar cumplimiento a una regulacion y con la finalidad de no perder un
mercado de comercio para la miel mexicana que no se consume en el pais y que genera una
importante entrada de divisas, es necesario, conocer Yy detectar SGM en el ADN contenido

en el polen de la miel.
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JUSTIFICACION

Debido a la ocurrencia de incidentes comerciales derivados de la presunta presencia de
OGM en miel de la costa de Oaxaca, es imperativo para los productores de la regién no
solo conocer el estatus de liberacion de OGM en la zona, sino también es importante
realizar un diagndstico que permita estimar la presencia de secuencias GM en el polen del
producto destinado a la exportacion. Esta informacion es de vital importancia para los
apicultores afectados, pues servira como fundamento cientifico para determinar la
existencia de polen proveniente de OGM en la miel que producen y, en consecuencia, sobre

las implicaciones econdmicas y comerciales que de ello se derivan.

OBJETIVOS

Determinar presencia de las secuencias genéticas p-35S y t-nos utilizadas en cultivos

transgénicos en muestras de miel producida en la costa de Oaxaca.

HIPOTESIS

La media de la presencia de las SGM p-35S y t-nos en el polen contenido en la miel de la
costa oaxaquefia es igual a cero, debido a que no existen permisos de liberacion de cultivos

GM en el estado de Oaxaca.

MATERIAL Y METODOS
Disefio de plan de muestreo

Muestreo
Se realizd una primer visita a Oaxaca, en la cual se solicitaron los datos de todos los
apicultores activos que entregan miel a la planta, clasificandose en municipios y

localidades, a partir de estos datos se obtuvo el marco muestral (apiarios y municipios
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presentes), para determinar el tamafio de la muestra. Se utilizd la formula estadistica de
tamafio de muestra para una proporcién de una poblacién, cuando se conoce el nimero de
elementos en esa poblacion (Ducoing, 2009):

n =Z7Z o2*q*p*N/(N*e2) + (Zo2*q*p); donde:

n = tamafio de la muestra

Za=1.96 (asumiendo 95% de confianza)

p = proporcién aproximada de la poblacion que presenta la caracteristica

estudiada. Como no se dispone de informacién previa se utilizard 0.5

g=1p=05

N = Tamafio de la poblacion = NUmero de apiarios

e = margen de error, fijado en 12%
Se trabaj6 con los datos proporcionados por los productores, los cuales tenian un total de
911 apiarios, ubicados en 18 municipios de la costa de Oaxaca (Figura 7).

Con los datos anteriores, se realiz6 el célculo estadistico para obtencion de tamafio de

muestra, los valores resultantes, se observan en el Tabla 3 Tamafio de muestra.

Tabla 3 .Tamario de muestra

valor
0.12|E, margen de error
0.5|Proporcion estimada de la poblacién al no
existir datos previos
95%|Nivel de confianza
1.960(Z
66.692| Tamafno de muestra
67| Tamafo de muestra redondeado
Megastat 2007
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Figura 9. Municipios de Oaxaca en el estudio

Las 67 muestras del estudio, fueron recolectadas en la primavera de 2013, y los
municipios a los que pertenecen, se enlistan en la Tabla 4 Municipios y nimero de apiarios
en el estudio.
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Tabla 4. Municipios y numeros de apiario en el estudio

MUNICIPIO  (Nimero INEGI) Ndmero de apiarios

Pinotepa De Don Luis (70) 1
San Antonio Tepetlapa (111)
San Miguel Tlacamama (285)
Santa Maria Zacatepec (447)
Santiago Jamiltepec (467)
Santos Reyes Nopala (526)
Tututepec (334)

Santiago Ixtayutla (466)

La Reforma (76)

San Lorenzo (225)

San Pedro Jicayan (312)

Santa Maria Huazolotitlan (414)
Santa Maria Yucuhiti (446)
Santiago Pinotepa Nacional

San Juan Cacahuatepec (185)
San Andrés Huaxpaltepec (90)
Putla (73)

Santa Cruz Itundujia (377)

O [ OINO(N[WIWIW|IBRIWININDNIFPINFP|W|F-

(o]
Y]

Toma de muestras

De cada apiario que se eligid, se identificé el nombre del duefio y en planta se busco el
tambo correspondiente al mismo. Se tom6 una muestra de 500 g por triplicado
directamente de tambo, utilizando una barra muestreadora de acero inoxidable de 30 cm de
largo. Las muestras fueron resguardadas de la siguiente manera, un tanto por la empresa,
otro tanto fue el que se proceso en laboratorio, y el tercer tanto quedd disponible como
testigo. Una vez que la muestra correspondiente llegé a laboratorio, fue necesario dividirla
en 4 tantos de 125 g, esto con la finalidad de resguardarla y evitar alguna contaminacién

durante el proceso.
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Anadlisis de las muestras en laboratorio

Se realiz0 en laboratorio la extraccion del ADN del polen contenido en la miel, para este
proceso se utilizé el DNeasy Mericon Food Kit de la marca Qiagen, acorde con el protocolo
del método del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) referido por la Union Europea
para la extraccion y purificacion de ADN. A este protocolo se le realizaron modificaciones,
como agregar un paso de disrupcion mecénica con balines de tungsteno, asi como unos
pasos previos para la extraccion del polen, los cuales se describen en la figura 10 (JRC,
2007.-a; FOCPFSG, 2011; Qlagen, 2010).

Una vez que se realizd la extraccion del polen contenido en la miel, se pesaron los pellets
obtenidos (Tabla 5. Media de la extraccion de polen en pellet), posteriormente, se realizé la
extraccion de ADN descrita previamente. El siguiente paso fue cuantificar por duplicado
cada muestra obtenida de ADN utilizando un sistema Espectrofotométrico con micro-
volimenes. Con estos datos se evalud la pureza (indice de refraccion) y concentracion del
ADN obtenido (Tabla 5 Media de la concentracion de ADN de polen contenido en miel
ng/ul), a continuacion se realiz6 el ajuste a la concentracién deseada (20ng/ul) para la

prueba de PCR tiempo real.

Tabla 5. Media de la extraccion de polen en pellet
Peso
Media de peso polen hiumedo 518 mg
Desviacion estandar de peso polen humedo 203 mg
Megastat 2007

Tabla 6. Media de la concentracion de ADN de polen contenido en miel (ng/ul)

Relacion 260/280
Concentracion ng/ul

Media 44.35 1.9
Desviacion estandar 25.27 0.2
Megastat 2007
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Incubacién de 250 g miel a
35°C/20 minutos

A 4

Agregar 12.5g de miel en un
tubo de centrifuga de 50 ml (por
cuadruplicado por muestra)

v

Homogenizar con 10 giros
hacia arriba y abajo

Agregar a cada tubo 45 ml de
agua bidestilada, filtrada y
estéril (BFE)

Centrifugar los tubos a 4°C/6010
rom/5 minutos

A 4

v Incubar a 50°C, 400 rpm/30 minutos y balancear

Agregar a cada tubo 45 ml de
agua bidestilada, filtrada vy estéril

; Decantar

Resuspender cada pellet en 1 ml
de agua BFE

v Unir las suspensiones en un solo tubo de centrifuga

Agregar a cada tubo (muestra)
agua BFE cuanto baste para 30
ml.

l Balancear

Centrifugar los tubos (uno por
muestra) a 4°C/6010 rpm/ 5
minutos

Decantar

A

Voltear los tubos sin tapa sobre
una toalla absorbente por 2
minutos

Figura 10. Proceso para extraccion de polen de 50 g de miel
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La evaluacion de la absorbancia de luz ultravioleta, es un control de calidad que se realiza
sabiendo que los acidos nucleicos absorben luz ultravioleta (UV) debido a la presencia de
bases aromaticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas de ADN, es posible determinar la
concentracion (IBT, 2015) .

El célculo de la relacion A260 /A280 es una manera comun para expresar la pureza del
DNA. Los é&cidos nucleicos tienen un maximo de absorcion a una longitud de onda de
260nm. A esta longitud por lo tanto, la absorcion es proporcional a la concentracion.
Dependiendo de la composicion nucleica, una muestra pura arroja valores que van del 1.65
al 2 (IBT, 2015.; JRC, 2007-a). En este caso, con los valores obtenidos se descarta la
contaminacion con proteinas, las cuales tienen un maximo de absorcion a Aozso
(principalmente por residuos de tript6fano), cuando existe proteina en la muestra obtenida,
los resultados que se obtienen de la relacion 260/280, son mayores a 2, y valores menores a
1.8 indican presencia de carbohidratos, fenoles o degradacién de la muestra (IBT, 2015;
JRC, 2007-a).

Es este trabajo se realizd una extraccion de ADN de polen, por cada muestra de miel

obtenida. Dicho ADN fue analizado por duplicado con la técnica de PCR tiempo real.

Para la prueba de PCR tiempo real, se utilizaron sonda y cebadores forward (F) y reverse
(R) de actina, que es una proteina conservada en plantas, la cual permitié identificar que las
muestras tenian tejido vegetal, para la deteccion de las modificaciones de interés, se
utilizaron los kit denominados, TagMan soy 35S y TagMan maize 35S (Thermo Fisher
Scientific Inc), siguiendo para su realizacién el protocolo descrito en la guia de usuario
TagMan Genetically Modified Organism (GMO) Detection Kits, asi como las sondas y
cebadores para t-nos disefiadas por la misma empresa, utilizando en el termociclado las
constantes descritas en el Tabla 7. Constantes para PCR tiempo real (AppliedBiosystems,
2010).

30



Tabla 7. Constantes para PCR tiempo real
Etapa NUmero de ciclos | Temperatura | Tiempo
Activacion 1 50.0 °C 02:00

Inicio de
desnaturalizacion 1 95.0°C 10:00
Desnaturalizacion 45 95.0°C 00:15
Alineacion y

extension 45 60.0 °C 01:00

Para la PCR tiempo real del p-35S, se utilizan los kits de identificacion de Tagman
Genetically Modified Organism (GMO) Detection Kit (maize y soy 35S) de Thermo Fisher
Scientific Inc, utilizando un ciclador ABI7500, con el volumen de 25 ul por reaccion, los

cuales corresponden a:

Coctel Mastermix 22 ul
Amplitaq 0.5ul
ADN 2.5 ul (con 50 ng de ADN)

Para la prueba de deteccién de t-nos y actina de planta, se utilizaron sondas a disefio

realizadas por la empresa Applied Biosystems, las secuencias se describen a continuacion.

Tabla 8. Secuencias de primers y sonda t-nos y actina

Nombre Secuencia
t-nos 5TTG TTT TCT ATC GCG TAT TAA ATG T-3
Cebador R
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t-nos 5'CAT GTA ATG CAT GAC GTT ATT TAT G-3°
Cebador F

t-nos Sonda | 5° VIC ATG GGT TTT TAT GAT TAG AGT CCC GCA A-
TAMRA 3’

Actina de 5CAC ATC TGT TGG AAA GTG CTG AG 3
planta
Cebador R
Actina de 5CAA GCA GCA TGA AGA TCA AGG T3
planta
Cebador F
Actina de 5> FAMCCT CCA ATC CAG ACA CTG TAC TTY CTC
planta TC- TAMRA 3’

Sonda

(JRC, 2010; Gélvez et al., 2013)

La prueba se realizo en un Ciclador ABI7500, con un volumen de 20 ul por reaccion, los

cuales corresponden a:

Mastermix 10 ul
Primer F t-nos 02 ul
Primer R t-nos 02 ul
Sonda t-nos 1.2 ul
Primer F actina 0.6 ul
Primer R actina 0.6 ul
Sonda actina 1.1ul
ADN 50 ng 2.5 ul

Analisis de muestras por laboratorio extranjero

Como parte del proyecto, se pactdé con los apicultores que participaron, que de las 67
muestras, solamente cinco serian enviadas a un laboratorio extranjero, Eurofins GeneScan
GmbH. Este laboratorio es utilizado por exportadores mexicanos y compradores europeos
de miel para realizar de manera privada la deteccién de SGM en la miel, previo a la compra

del producto.
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Curvas estandar de kits Tagman GMO
Se realizan curvas estdndar por triplicado para los Kits GMO 35S, con material

genéticamente modificado, del cual se conoce que en su construccion tienen p-35S.

En el caso del Kit GM 35S Maize se utiliz6 maiz MON 810, el cual posee la siguiente

construccién genética (Figura 11)

) DOD

Figura 11. Representacion esquemaética de la construccion del maiz MON 810. Fuente:
(Wei et al., 2008b)

Para el caso de la soya, se utilizé el evento denominado MON 04032-6. La construccion

genética, se observa en la siguiente figura.

\ p-35S CTP4 Cp4 t-nos
/ epsps /

Figura 12. Representacion esquematica de la construccion de la soya MON 04032-6.
Fuente (Wei et al., 2008c)

Las curvas estdndar, se realizaron para tener la certeza que existia una eficiente
amplificacion para el material endogeno y el blanco (p-35S) con los kits GMO 35S, asi
como tener una aproximacion de la deteccion que presentan estos kits comerciales, aun

cuando la deteccion de este estudio fue cualitativa.

Dentro de las curvas encontraremos valores, como son la pendiente, que refleja la eficiencia
de amplificacion, el valor 6ptimo es de -3.33, aceptando valores que van del -3.0 a -3.6. Y
el coeficiente de correlacion R?, que indica el ajuste muy cercano entre la regresion lineal
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de la curva patrén y los valores individuales de Ct de las muestras patron, este debe ser de
0.99 (LifeTechnologies, 2013).

Las construcciones antes mencionadas contienen algunos de los siguientes elementos(Wei
et al., 2008b; Wei et al., 2008c; COMPASS, 2009):

p-35S: promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor
hsp70: intron hsp70 del maiz

CrylA b: gen que codifica para una toxina Bt, que protege a la planta del barrenador
europeo Ostrinia nubilalis

CTP4: segmento que codifica para un péptido sefial dirigida a cloroplasto

CP4 epsps: aislado de una cepa de Agrobacterium tumefaciens que provee la resistencia al

herbicida glifosato

t-nos: terminador del gen de la nopalina sintasa, proveniente de Agrobacterium tumefaciens
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Para la realizacion de la curva estandar, se utiliz6 ADN extraido de maiz MON-810 con

una concentracién de 66%.

Tabla 9. Curva estdndar para endégeno de maiz MON 810
Nanogramos de ADN de
maiz por reaccion Media Ct Desviacion estandar Log
100 21.86 0 2
10 24.87 0.23 1
1 27.87 0.16 0
0.1 31.48 0.99 -1

Pie de tabla 9: los valores positivos para el gen enddgeno del maiz, seran tomados acorde
con el ciclo umbral o Ct (por sus siglas en inglés de threshold cycle) del menor a 21.86 al

mayor 31.48.

Ct vic

-2 -1 o 1 z

Log de concentracion

y=-3.186x + 28/113

R® = 0.9979|

#* Seriesl

Lineal (Series

Figura 13. Curva estandar y coeficiente de correlacion para gen enddgeno de maiz

La curva estandar para el gen enddgeno del maiz tiene una correlacion de 0.99 lo que indica

que es reproducible, la pendiente obtenida es de -3.186. Los niveles establecidos en ambos

casos es de 0.99 y -3.3+0.3 respectivamente, por lo tanto, los valores obtenidos, son

aceptables.
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En el caso del mismo ejercicio para el transgén 35S, los resultados se muestras en la tabla

10. Curva estandar para p-35en maiz MON 810 y figura 14.

Tabla 10. Curva estandar para p- 35S en maiz MON 810
Nanogramos Desviacion

de ADN de Media Ct estandar Log

35S por

reaccion

66 214 0.09 1.819543936
6.6 24.5 0.09 0.819543936
0.66 27.53 0.23 -0.180456064
0.066 30.4 0.76 -1.180456064

Pie de tabla. 10: los valores positivos para el p-35S en la prueba comercial del maiz, seran
tomados acorde con el ciclo umbral del menor a 21.4 al mayor 30.4.
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Log de concentracién

0.5

1 1.5 2
y=-3.003x+26.917
R?=0.9997

Figura 14. Curva estandar y coeficiente de correlacion para p-35S de maiz

En el caso de la curva estandar para p-35-S se obtuvo una correlacion de 0.99 lo que indica

que es reproducible, y la pendiente fue de -3.003. Los niveles establecidos en ambos casos

es de 0.99 y -3.3+0.3 respectivamente, por lo tanto, los valores obtenidos, son aceptables.
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En el caso de la soya MON-0432-6, también se realizaron 3 curvas patron, los resultados

para el gen enddgeno se muestran a continuacion

Tablall. Curva estandar para endogeno de soya MON 04032-6
Nanogramos Desviacion

de ADN de Media Ct estandar Log

soya por

reaccion

100 27.46 0.10 2

10 30.60 0.24 1

1 33.75 0.15 0

0.1 36.89 0.18 -1

Pie de tabla 11: los valores positivos para el gen enddgeno del soya, seran tomados acorde
con el ciclo umbral o Ct (por sus siglas en inglés de threshold cycle) del menor a 27. 46 al
mayor 36.89
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Figura 15. Curva estandar y coeficiente de correlacion para endogeno de soya

En el caso de la curva estandar para el gen enddgeno de soya, se obtuvo una correlacién de
0.99 lo que indica que es reproducible, y la pendiente fue de -3.00. Los niveles establecidos
en ambos casos es de 0.99 y -3.3+0.3 respectivamente, por lo tanto, los valores obtenidos,

son aceptables.
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Los resultados de las curvas estdndar utilizando el Kit Tagman GMO Detection soy,

fueron los siguientes:

Tabla 12.Curva estandar para p-35S en soya MON 04032-6

Media Ct | Desviacién estandar | Log
Nanogramos de ADN de 35S
por reaccion
100 21.27 0.09 2
10 24.68 0.22 1
1 28.07 0.00 0
0.1 30.87 0.27 -1

Pie de tabla 12: los valores positivos para el p-35S en la prueba comercial de soya, seran
tomados acorde con el ciclo umbral del menor a 21.27 al mayor 30.87.
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Figura 16. Curva estandar y coeficiente de relacién para p-35 en soya MON 0432-6

En el caso de la curva estandar para p-35-S se obtuvo una correlacion de 0.99 lo que indica

que es reproducible, y la pendiente fue de -3.00. Los niveles establecidos en ambos casos es

de 0.99 y -3.3+0.3 respectivamente, por lo tanto, los valores obtenidos, son aceptables.
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RESULTADOS

Analisis PCR tiempo real

Deteccion de maiz GM

Los resultados obtenidos en el PCR tiempo real para el Tagman GMO Detection Maize,

se observan en la Tabla 13.

Las muestras que dieron no detectado para el material enddgeno y p-35S se omitieron.

Tabla 13. Resultados de la muestras con la prueba comercial Tagman GMO
Detection Maize

muestra media de Ct desviacion Media de Ct desviacion
material estandar de p-35S estandar de
enddgeno Ct material Ct p-35S
endogeno

1 34.665 0.671 37.14 0

2 35.185 0.36 No detectado | No detectado

3 34.05 0 32.93 0

4 35.81 0.282 36.66 0

5 33.425 0.742 34.87 0

6 32.99 0.537 39 5.826

7 36.43 0 36.43 0

8 33.935 2.835 36.57 0

9 33.245 1.279 39.24 0

10 36.18 0 42.9 0

11 38.445 6.526 No detectado | No detectado

12 32.045 1.025 No detectado | No detectado

13 34.1 0 No detectado | No detectado

14 38.79 0 36.12 0

15 No detectado | No detectado 35.265 2.011

17 36.45 2.008 37.29 0

18 37.72 0 38.88 0

19 32.7 0 35.39 0.141

20 35.87 0 36.865 1.718

21 No detectado | No detectado 33.68 0

22 No detectado | No detectado 35.94 0.947

23 34.655 0 39.74 0

24 No detectado | No detectado 39.26 0

25 32.71 0 36.22 0

28 35.04 0 42.325 0.0919

29 34.47 0 No detectado | No detectado
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30 No detectado | No detectado 42.1 0

31 38.89 0 No detectado | No detectado
32 34.43 2.814 No detectado | No detectado
33 44.34 0 40.25 0

36 38.49 5.78 42.76 0

37 32.91 0 36.74 0

39 39.05 0 No detectado | No detectado
40 36.8 5.586 32.325 0.8131

41 No detectado | No detectado 37.2 0

43 No detectado | No detectado 37.08 0

44 No detectado | No detectado 33.06 0

45 No detectado | No detectado 35.13 0

47 33.48 1.01 31.905 1.081

48 34.97 0 No detectado | No detectado
49 No detectado | No detectado 35.99 0

50 35.12 0 No detectado | No detectado
52 33.96 1.24 31.68 1.48

53 No detectado | No detectado 37.27 0

54 No detectado | No detectado 37.27 0

55 33.69 0.0565 No detectado | No detectado
57 36.115 0.063 No detectado | No detectado
58 30.45 8.43 No detectado | No detectado
59 38.06 0.268 No detectado | No detectado
60 37.015 1.95 No detectado | No detectado
61 36.63 0 No detectado | No detectado
62 33.58 0 No detectado | No detectado
63 32.32 1.598 29.83 0

64 35.87 0 No detectado | No detectado
65 No detectado | No detectado 36.51 0

Pie de tabla 12. De las 67 muestras, solamente se dio una amplificacién (muestra no. 58) a la

presencia de material enddégeno de maiz. En lo referente al p-35S, solamente una muestra

(Muestra No. 63) dio sefial de amplificacion tardia a dicha modificacion genética, dentro de los

valores establecidos en la curva de estandar. Acorde con las curvas estandar a partir del Ct

21.86 se considera positivo a la presencia de material endégeno de soya, para el p-35S se

considera un resultado positivo a partir del Ct 21.4.
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Muestra #3 y control positivo detection maize

kit

Muestra #5 y control positivo detection maize kit
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Figura 17. Amplificaciones muestras #3y #5

Deteccion de soya GM

Los resultados obtenidos en el PCR tiempo real para el Tagman GMO Detection soy, se

observan en la Tabla 14.

Las muestras que dieron no detectado para el material endégeno y p-35S se omitieron.

Tabla 14. Resultados de la muestras con el kit Tagman GMO Detection Soy

muestra media de Ct desviacion Media de Ct p- | desviacion
material estandar de Ct 35S estandar de Ct
enddgeno material p-35S
enddgeno
4 No detectado No detectado 39.04 0
5 No detectado No detectado 39.08 0
14 No detectado No detectado 38.3 0
15 No detectado No detectado 37.43 0
18 No detectado No detectado 37.74 0
19 22.87 0 44,92 0
20 No detectado No detectado 34.8 0
22 No detectado No detectado 38.17 0.035
24 No detectado No detectado 38.2 0
25 No detectado No detectado 36.03 0
30 No detectado No detectado 39.49 0
32 No detectado No detectado 39.18 0
33 No detectado No detectado 38.69 0
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41 No detectado No detectado 38.13 0
44 No detectado No detectado 38.85 0
46 No detectado No detectado 37.88 0
47 35.025 2.976 29.82 0.6505
52 36.025 0.049 30.23 0.0989
59 38.58 0 No detectado No detectado
60 No detectado No detectado 38.91 0
61 38.82 1.796 30.33 0.1414
64 No detectado No detectado 38.34 1.074
65 36.43 0.848 29.11 1.682
67 No detectado No detectado 37.96 0

Pie de tabla 13. De las 67 muestras, tres muestras (muestras No. 47, 52 y 65) emitieron

amplificacion a la presencia de material endégeno de soya, dichas amplificaciones se dieron en

ciclos que corresponden a los valores establecidos en la curva estdndar. Del total de muestras

cuatro (Muestras No. 47, 52, 61 y 65) emitieron sefiales de amplificacién dentro de los valores

establecidos en la curva estandar para el p-35S. Acorde con las curvas estandar a partir del Ct

27.46 se considera positivo a la presencia de material endégeno de soya, para el p-35S se

considera un resultado positivo a partir del Ct 21.27.

Muestra #60 y control positivo detection soy
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Figura 18. Amplificaciones muestras #60 y #67

Prueba para t-nos

23 15 27 19 3 33 35 37 38

Para la realizacion de la prueba para la deteccién de t-nos, se eligié el 10% del total de las

muestras, dicho calculo arrojaba un valor de 6.7 muestras, éste nimero se redonded, obteniendo
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una total de 7 muestras (20, 25, 40, 47, 52, 61, 65). El total de las muestras tuvieron resultado

negativo a la presencia de dicha secuencia, lo cual se puede observar en la figura 19.

Muestra #52 y control positivo t-nos

Muestra #65y control positivo t-nos
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Figura 19. Amplificaciones muestras #52 y #65

Prueba para actina de planta

Para la presencia de actina. Las mismas 7 muestras mencionadas para la prueba de t-nos, se

sometieron a la deteccién de actina de planta. Exceptuando la muestra #84, todos las

muestras dieron positivo a la presencia de esta secuencia, los controles positivos emitieron

sefiales de amplificacion, y en los controles negativos no la hubo, los Ct se muestra a

continuacion en la Tabla 15.

Tablal5. Media de los Ct prueba de deteccion de actina de planta
Muestras Media del Ct actina

20 30.98
25 31.505
40 29.38
47 36.08
52 30.42
61 No detectado
65 28.49

Control positivo 23.62

Pie de tabla 14: De las 7 muestras sometidas a la prueba para deteccion de actina de planta,

6 dieron positiva a la presencia de la misma.
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Muestra #25 y control positivo de actina

Muestra #47 y control positivo de actina
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Figura 20. Amplificaciones muestras #25y #47

Analisis de muestras en laboratorio extranjero

Los resultados obtenidos de las cinco muestras enviadas (muestras 10, 25, 40, 48 y 64)

fueron cuatro muestras negativas y una muestra positiva a p-35S.

Al recibir la comunicacién electronica de que la muestra #25 dio positivo al p-35S, se

solicito que del frasco testigo se realizara un segundo analisis, en el cual se obtuvo

resultado positivo a p-35S y t-nos.
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DISCUSION

Para el inicio de las investigaciones para detectar la presencia de SGM en miel, se debe
una metodologia establecida para obtener el polen contenido en la miel, y a su vez, lograr
de éste la extraccion de un ADN puro e integro que pueda ser utilizado en las pruebas de
PCR tiempo real, existen protocolos que han sido descritos para esta finalidad como lo es la
guia publicada por la Oficina Federal de Proteccion al Consumidor en Alemania en 2011.

Previo a dicha guia, se cuentan con trabajos que aunque la finalidad era describir las
técnicas necesarias para lograr una identificacion de especies vegetales en distintas mieles
con la finalidad de evidenciar su denominacion de origen Laube et al. (2010) describieron

una metodologia para la obtencién del ADN del polen de la miel como matriz.

Més adelante Waiblinger et al. (2012), publicé una guia para la extraccion de ADN del
polen en la miel, la cual fue validada por el propio equipo de trabajo asi como por 14
laboratorios mas, los cuales lograron obtener con dicha metodologia resultados

equiparables.

Recientemente se ha desarrollado por Torricelli et al. (2016) un protocolo para validar la
extraccion del ADN del polen en miel, éste grupo de trabajo ha retomado las
investigaciones antes mencionadas, adicionando un etapa de purificacion del ADN. Este
trabajo utilizd 18 muestras de miel comercial proveniente de diferentes paises de Europa y
América, encontrando en una muestra la presencia de una SGM, dicha muestra provenia de
Italia. La diferencia de este protocolo con los anteriores es que no se utilizé un método de

disrupcion a través de balines para la extraccion del ADN del polen

En México, se han realizado investigaciones para identificar SGM en miel de colmenas del
pais, Galvez et al. (2013) realizO una investigacion para proponer una estrategia
metodologica para conocer si existe 0 no la presencia de SGM en el polen contenido en la
miel de 56 muestras provenientes de Campeche, Yucatan y Quintana Roo, que en conjunto

forman la Peninsula de Yucatan.
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Los blancos para identificar las modificaciones genéticas que utilizaron fueron el p-35S, t-
nos Yy el evento especifico soya MONO04032-6 o también llamada RounUp Ready, la
técnica de analisis fue PCR tiempo real, utilizando sondas y cebadores con los disefios
emitidos por el JRC de la Comunidad Europea. En el estudio mencionado se encontré sélo

una muestra positiva.

A su vez, en la peninsula de Yucatan se llevé a cabo una investigacion por Narvaez (2013),
en la cual a través de distintas técnicas como melisopalinologia, PCR tiempo real y PRC
punto final, se identifico material genético de soya no GM asi como material genético
correspondiente al evento especifico soya MONO04032-6, aunque las pruebas emitieron

resultados diferentes debido a la sensibilidad de cada una.

Por su parte Villanueva et al. (2014) en la misma peninsula (de Yucatan) detect6 la
presencia de polen de soya transgénica en dos de las muestras de su estudio (n=9), sin
embargo, no se menciona cudles son las SGM especificas que encontraron en el estudio de
laboratorio realizado, ni bajo que técnica se hicieron. Los tres estudios, aunque en
diferentes afio, se localizaron en la misma region geografica del pais, donde SENASICA
emitio la autorizacién para cultivar soya con evento MONO04032-6, por lo que ambas

investigaciones coinciden en la identificacién de al menos una muestra positiva para SGM.

El presente trabajo se situ6 en la costa de Oaxaca, lugar donde al momento no se han
encontrado otros estudios para identificar SGM en miel de esa region. Para el presente
trabajo, se utilizd una metodologia similar que a de la Oficina Federal de Proteccion al
Consumidor en Alemania (2011), Laube et al. (2010), Waiblinger et al. (2012), Galvez et
al. (2013), Narvéez (2013) y Torricelli et al. (2016), para la obtencion del polen asi como la
extraccion del ADN del mismo, mediante el método del bromuro de cetil-trimetil amonio
(CTAB), el cual es el eleccion para la extraccion y purificacion del ADN de plantas y

alimentos provenientes de las mismas.

La diferencia existente con Torricelli et al. (2016) es que en la presente investigacion si se

utilizo el paso de disrupcion con el Tissuelyser® de Qiagen®.
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Para la deteccion de las SGM, solo en el caso de t-nos, se utilizaron sondas a disefio
basadas en el JRC de la Comunidad Europea, las cuales demostraron arrojar datos precisos.
En el caso de la busqueda del p-35S, se utilizaron estudios comerciales para soya y maiz los
cuales para esta matriz no demostraron resultados equiparables entre ambas pruebas, aun

cuando ambas eran para la deteccion del mismo blanco.

Cabe sefialar que desde el periodo comprendido en el proceso de la investigacion al
momento, en el estado de Oaxaca, no existen permisos de liberacion de cultivos GM, por lo
que la posibilidad de encontrar SGM en la miel de la zona era nula.

La razon por la cual no existen permisos de liberacion de cultivos GM en Oaxaca es
derivado que en la Ley de Bioseguridad de los Organismos Genéticamente Modificados, en
su articulo 2 fraccion XI dice a la letra: “Para cumplir su objeto, este ordenamiento tiene
como finalidades: Fraccion XI. Determinar las bases para el establecimiento caso por caso
de areas geogréficas libres de OGMs en las que se prohiba y aquellas en las que se restrinja
la realizacion de actividades con determinados organismos genéticamente modificados, asi
como de cultivos de los cuales México sea centro de origen, en especial del maiz, que

mantendra un régimen de proteccidn especial”.

A la par en este estudio se encontr6é un problema al momento de realizar el manejo de la
miel en lo tambos cuando se obtuvieron las muestras, para esta actividad se decidio utilizar
la metodologia aprobada por el SENASICA para el muestreo oficial en el Programa
Nacional de Monitoreo y Control de Residuos Toxicos en Miel que a su vez es el que se

encuentra autorizado para el muestreo oficial previo a las exportaciones nacionales.

Sin embargo, esta metodologia no garantiza que la miel se encuentre homogeneizada en su
totalidad, debido a las condiciones propias de la miel, como es la cristalizacion, donde a
pesar de mover el muestreador no es posible mezclar el producto, y si se encuentra todavia
en estado liquido el proceso natural de sedimentacion no es del todo revertido al ser un
producto viscoso. Aunado a esto, los tambos que contenian la miel tenian un peso de

300kg aproximadamente, lo que no permitia agitarlos o moverlos.

47



Las razones descritas en el parrafo anterior, permiten discernir, que a pesar del muestreo,
existio una separacion natural de los componentes de la miel, ya sea de sedimentos que se
fueron al fondo del barril o de aquellos componentes que por su peso pudieron ir hacia la

parte superior (polen).

Dentro de la problematica metodoldgica, se encontrd discrepancia en los resultados de las
muestras analizadas en un laboratorio extranjero “Eurofins GeneScan GmbH” situado en la
ciudad de Friburgo de Brisgovia, Alemania, donde en dos muestras pertenecientes al mismo
tambo de miel arrojaron diferentes resultados entre si, igualmente estos resultados son
diferentes a los obtenidos en esta investigacion; esto podria ser, debido a la posibilidad de

que la distribucion y cantidad del polen no fuese la misma en las tres muestras analizadas.

En cuanto a la problematica practica, podemos decir que este estudio indica que las
muestras analizadas que emitieron amplificaciones tardias a la pruebas comerciales para
deteccion de p-35S (maiz y soya), obteniéndose disparidad en los resultados de ambas

pruebas, lo que presumiblemente puede ser visto como falsos positivos.

En lo referente a las sondas a disefio para la deteccion de t-nos, las muestras analizadas
resultaron negativas. Sin embargo, estos resultados no exentan al polen contenido en las
muestras de la posibilidad de ser positivo a otros elementos que se insertan en la
modificacion genética de plantas.

Otra limitante en la presente investigacion fue la econdmica, al no lograr obtener un apoyo
mayor, para poder realizar los ensayos por duplicado o triplicado, lo cual otorgaria mayor
confiabilidad al presente trabajo. Dentro de las recomendaciones mas importantes que se
pueden indicar, son que en futuros estudios, la toma de muestra de miel de los barriles
debera modificarse, y lograr una muestra inicial de 1.5 kg en vez de tres muestras de 0.500
kg, esto con la finalidad de llevar la muestra inicial a laboratorio y poder manejarla de
manera adecuada para realizar una correcta homogenizacion de ésta y posteriormente

dividirla en las tres muestras para analisis y custodia respectivamente.
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Otra recomendacion que puede enriquecer futuros trabajos de investigacion que deseen
detectar la presencia de SGM, es el incluir un perfil con mayor cantidad de SGM de los
eventos de cultivos GM autorizados en México y no autorizados en la Union Europea, con
la finalidad de descartar la presencia de dichas SGM en la miel que pueda ser

comercializada a dicho destino.

En el presente trabajo se detectd la presencia de 1 muestra con maiz no GM (no.58), la baja
incidencia de maiz en las muestras, pude deberse a la ubicacion de las colmenas, pues los
apiarios se localizaban en terrenos donde no se observd el cultivo de la milpa (maiz
asociado con frijol, calabaza y quelites), pudiendo observarse en la cercania la presencia de

arboles frutales de la region, vegetacion nativa y cultivos cafetaleros.

La nimero 63 de la prueba comercial de maiz amplifico para el gen enddgeno,
amplificando dentro de los valores de la curva estandar para p-35S.

La ndmero 61, de la prueba comercial de soya amplificdé de manera tardia para el gen

endogeno y amplificando dentro de los valores de la curva estandar para p-35S.

La nimero 19, de la prueba comercial de soya amplifico de manera temprana (previo al
valor establecido como inicio de positivo Ct 27.46) para el gen enddgeno, dicho resultado
se pudo deber si existia en la zona cultivos de soya o como resultado de la alimentacion de

las abejas a través de preparados proteinicos con harina de soya.

En el caso de la soya GM se identificaron tres muestras (47, 52 y 65) que amplificaron

dentro de los valores de las cuervas estandar de endogeno de soya y p-35S.

Todas las muestras obtenidas para el presente estudio, provenian de apicultores certificados
bajo el esquema de produccion organica por la sociedad civil Certificadora Mexicana de
Productos y Procesos Ecolégico (CERTIMEX), en este esquema los apicultores alimentan a

las abejas con la miel que reservan de la cosecha previa al periodo de estiaje, en caso de no
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contar con suficiente miel propia, pueden alimentar con miel de otros apiculores
certtificados en el mismo esquema o con torta (mezcla de proteina, levadura, polen, miel o

azucar) producida a partir de harina de soya certificada como orgéanica.

Es importante sefialar que de acuerdo a datos publicados por la SAGARPA (2010), México
es el tercer exportador de miel orgéanica, y dentro de los ocho estados productores de la
misma, Oaxaca es quien liderea la produccién de miel organica. Aun cuando dicho estado
participa con el 5.5% de las poblacidn total de colmenas del pais acorde con el Servicio de

Informacion Agroalimentaria y Pesquera durante el 2015.

Ahora bien, la produccion de miel organica en el estado de Oaxaca ha abierto la puerta a
pequefios productores de zonas marginadas para ingresar de manera organizada a la cadena
internacional del esquema Comercio Justo México, mediante el cual estos productores
tienen la posibilida de colocar su producto en el mercado nacional e internacional sin
intermediarios, y con un sobreprecio, el cual es aceptado por el comprador como lo
menciona Doppler et al. (2006). Con este esquema se beneficia al medio ambiente a través
de un esquema de produccion sustentable, se beneficia al productor de manera econémica,

y el consumidor obtiene un producto acorde con sus necesidades.

50



CONCLUSIONES

No existe autorizaciones de cultivos GM en la costa de Oaxaca, debido a que dicho estado,

es considerado centro de origen y domesticacion del maiz.

De las 67 muestras de miel producida en la costa de Oaxaca, procesadas en laboratorio no

se identificé ninguna positiva a t-nos.
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PROSPECTIVA

Es importante crear conciencia de que existe el riesgo latente de captacion de SGM en la
miel debido a la itinerancia de las colmenas con fines de polinizacion de cultivos agricolas
o0 de aprovechamiento de floraciones. En virtud de lo anterior, resulta conveniente realizar

otros estudios que incluyan el perfil completo de eventos autorizados en México.

Es necesaria la generacion de investigacion para estudiar si la movilizacion de las colmenas
representa una fuente oculta de SGM en la miel, debido a que més del 50% de las entidades
federativas del pais cuentan con algun tipo de permiso de liberacion de cultivos

genéticamente modificados.

Es imprescindible que se genere capacitacion referente al tema para los profesionistas del
area, y de este modo se pueda generar mayor informacion con sustento cientifico sobre el
impacto comercial que puede tener la continua autorizacion de liberacion de cultivos GM

en la produccién y comercializacion de la miel organica y convencional mexicana.

De igual forma es necesario que se puede generar la oferta del servicio de deteccion de
SGM por parte de instituciones con personal que tenga la competencia técnica y cientifica

para llevar a cabo dichos estudios.

Debido a los resultados no equiparables entre las pruebas comerciales y los anélisis en
laboratorios extranjeros, es recomendable que se realicen estudios en el estado de Oaxaca,
con mejores recursos economicos para obtener un mayor rigor cientifico, al realizar
muestras pareadas que a su vez tengan pruebas al menos por duplicado, utilizando sondas a
disefio y no pruebas comerciales, en las cuales se desconoce el gen enddgeno utilizado asi

como la secuencia genética para la deteccion de la modificacion genética.

En futuras investigaciones, es importante analizar el alimento proporcionado a las abejas en

la época de estiaje, para determinar si éste es una fuente de polen OGM para la miel.
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