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“Es posible que el tiempo, ese elemento esencial, matriz y parametro de todo arte animal conocido,

no participe necesariamente del arte vegetal. Las plantas pueden muy bien usar un compas cuyo
modelo sea la eternidad. Es algo que desconocemos.”

Ursula K. Leguin



Para todos los apicultores y meliponicultores que dedican su vida a cuidar de las abejas, y a quienes
han aprendido de estos seres tan pequerios que la reciprocidad y empatia consiste en una red de
afectos interespecificos que nos mantienen a todos conectados.
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RESUMEN

Actualmente los insectos polinizadores enfrentan multiples problematicas causadas por el
deterioro de la calidad de su habitat. En particular, las abejas meliferas sufren de
intoxicaciéon por agroquimicos y son vulnerables a enfermedades causadas por hongos y
parasitos, asi como a deficiencias nutricionales ocasionadas por la pérdida de diversidad
floral. Por otra parte, el manejo de Apis mellifera y meliponinos nativos como Scaptotrigona
mexicana representa una oportunidad para los jovenes que desean impulsar el desarrollo
econdmico y social en comunidades rurales, ya que su manejo requiere poca inversion
econdémica y puede desarrollarse sin la necesidad de poseer grandes extensiones territoriales.

A pesar de esto, en el sureste del pais se han identificado multiples problemaéticas
socioambientales relacionadas con el rechazo de productos apicolas en mercados
especializados y la disminucion de la confianza en la apicultura como un ingreso regular.
Ademas, estd demostrado que la presencia de transgenes en las plantas visitadas por abejas
puede afectar directamente su supervivencia y longevidad. Dadas las razones anteriores y
que hace 25 afios se siembran organismos genéticamente modificados en México, resulta
indispensable analizar los posibles efectos derivados de su presencia en la produccion de
miel. En México se sabe de la presencia de transgenes en maiz, soya, algodon, canola, papa,
alfalfa, betabel y tomate, ya sea por liberacion experimental, comercial o derivada de flujo
transgénico no previsto. Estos poseen genes que les confieren principalmente tolerancia al
herbicida glifosato (cp4-epsps) y efectos insecticidas (cry IAB 'y cry 24B), entre otros. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo es determinar la presencia de transgenes dentro de las
colmenas y analizar sus posibles implicaciones socioambientales.

El presente estudio se desarrolld en el municipio de Zihuateutla, en la Sierra Norte de
Puebla, dentro del proyecto Agroecoldgico facilitado por el Area Destinada Voluntariamente
a la Conservacion “Kolijke”. En este proyecto un equipo transdisciplinario y miembros de
las comunidades vecinas realizan esfuerzos por la conservacion ambiental de la region, la
cual se conforma de bosques tropicales perennifolios y bosques mesofilos de montadia,
intercalados con milpas y cultivos cafetaleros.

Se disend un método de muestreo y analisis genético de polen y miel de Apis mellifera 'y
Scaptotrigona mexicana para detectar los transgenes cp4-epsps, cry 1AB 'y cry 24B, el cual
consistid en la extraccion de ADN con bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) punto final. Como resultado, se detectd la

presencia de cp4-epsps en 32 de 33 muestras de miel y polen colectadas entre 2019 y 2020.
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Dado que cp4-epsps confiere resistencia al glifosato, su presencia es un indicador del posible
uso de dicho herbicida, el cual tiene un efecto subletal en diversos artropodos. Por lo tanto,
es pertinente considerarlo como una posible causa de la alta mortalidad de colonias de abejas
y de la disminucién en la produccion de miel en Zihuateutla, ademdas de los efectos que
pudiera ocasionar el polen modificado genéticamente en el ambiente.

Con lo anterior se propone una metodologia para evaluar los dafios socioambientales de la
interaccion entre organismos genéticamente modificados y abejas meliferas. Este
conocimiento, permite analizar los retos y limitaciones de las certificaciones organicas, asi
como reconsiderar los procesos de produccion, la heterogeneidad territorial y el cuidado de
la biodiversidad, ademas de las cualidades de mayor relevancia en la comercializacion de

miel.
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INTRODUCCION

I. Consecuencias de la Agricultura intensiva para las abejas meliferas

La agricultura intensiva implica grandes retos para las comunidades de polinizadores que
enfrentan multiples problematicas relacionadas con el deterioro ambiental y cambio
climatico, entre ellas malnutricion, intoxicacion por agroquimicos y vulnerabilidad a
enfermedades (Vaudo, et al., 2015). Las abejas meliferas son generalistas, es decir, forrajean
en diversas flores y recorren grandes distancias para satisfacer necesidades nutricionales.
Dado que la calidad y cantidad de polen y néctar varia de un angiosperma a otro (Hawkins et
al., 2015). El polen provee proteinas, acidos linol¢icos y esteroles, que son indispensables
para procesos fisiologicos como la produccion de cera, puesta de huevos y el desarrollo
larvario (Vaudo et al., 2015). El néctar, por su parte, constituye la fuente principal de
carbohidratos y azucares en la dieta de larvas y abejas adultas, ya que se conforma por
monosacaridos y disacaridos (Brodschneider et al., 2010).

La escasez de recursos florales para forrajeo puede causar hambruna en las colonias y
dificultad para mantener una dieta balanceada. En consecuencia, la esperanza de vida de
abejas de diferentes castas se ve reducida e incrementa su vulnerabilidad a hongos y
parasitos (Brodschneider et al., 2010). La salud de las colonias se relaciona con la cantidad
de individuos bien nutridos que son capaces de producir progenie, resistir factores de estrés
como periodos de escasez de recursos florales, debidos a cambios estacionales y cambio
climatico, parésitos, infecciones, exposicion a insecticidas y agroquimicos (Vaudo et al.,
2015). Aunque las tasas altas de mortalidad en colonias se relacionan con el estrés y
deficiencias nutrimentales, la causa principal del decremento de diversidad y abundancia de
abejas se atribuye al uso de plaguicidas y herbicidas.

Las abejas sociales y solitarias llevan inevitablemente sustancias quimicas a las colmenas
y nidos por medio de la colecta de néctar y polen. Se ha demostrado que los agroquimicos
con efecto insecticida (Ramirez-Romero et al., 2008) y herbicida (Motta ef al., 2022 y Crall,
2022) representan un potencial riesgo para su salud, comportamiento y reproduccion. Sin
embargo, consecuencias poco advertidas, como la presencia de transgenes en el ADN del

polen transportado a las colmenas, han sido escasamente estudiadas.
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I1. Interaccion entre organismos genéticamente modificados y organismos no blanco

En la actualidad, la siembra de cultivos genéticamente modificados (GM) se ha
incrementado mundialmente mediante innovaciones e investigaciones agrobiotecnologicas,
publicidad y programas gubernamentales (Sharma et al. 2022). La resistencia a insectos
plaga y la tolerancia a herbicidas son caracteristicas que se busca incluir en el desarrollo de
paquetes biotecnologicos, los cuales se conforman por un conjunto de insumos y técnicas de
siembra.

Las secuencias de ADN mas utilizadas en el desarrollo de Organismos Genéticamente
Modificados (OGMs) provienen principalmente de bacterias. Los genes mas utilizados para
el control de insectos plagas son los cry, los cuales derivan de la bacteria Bacillus
thuringiensis. Las proteinas recombinantes Cry producen endotoxinas con forma de cristales
en el revestimiento del intestino medio de lepiddpteros en estado larvario, causando la
paralisis y la muerte del insecto (Székéacs et al., 2010). Existen diferentes genes que
confieren las proteinas recombinantes Cry, entre ellos, crylAb, crylAc, cry2Ab y crylF.

Por otro lado, el compuesto herbicida mas utilizado a nivel mundial es el glifosato
(N-fosfonometil glicina o C3H8NOS5SP), cuyos principios activos interfieren en el
funcionamiento de la enzima 3-enolpyruvylshikimate-5-fosfato sintasa (EPSPS) presente en
la ruta metabolica del shikimato, realizada unicamente por bacterias y plantas (Motta et al.,
2018). Esta enzima es indispensable para la formacion de aminoacidos como la triosina,
fenilalanina y triptofano, usados en la sintesis de proteinas (Battisti et al., 2020). Para
conferir resistencia al glifosato, se utiliza el gen cp4-epsps, proveniente de la bacteria
Agrobacterium sp. (Cepa 4), el cual codifica la enzima (EPSPS), de modo que, cuando las
plantas poseen enzimas EPSPS adicionales a las que produce la planta de manera endégena,
se genera tolerancia al glifosato (Motta ef al., 2018).

Dado que los transgenes mencionados influyen directamente en mecanismos de defensa y
rutas metabdlicas involucradas en el desarrollo, crecimiento y reproduccion de las plantas, se
modifica la cantidad y calidad de los metabolitos secundarios, lo cual interfiere en su
desarrollo, asi como en su interaccion con bacterias y hongos en los suelos
(Hernandez-Teran et al., 2018) y con comunidades de insectos (Vazquez-Barrios et al.
2021).

A pesar de que los transgenes confieren caracteristicas especificas, es posible que otros
rasgos sean afectados debido a los complejos procesos regulatorios del desarrollo y

metabolismo de las plantas (Hernandez-Teran et al., 2017). Los transgenes tienen efectos
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impredecibles en el genotipo de plantas silvestres y nativas domesticadas (Hernandez Teran
et al. 2017), asi como en los ecosistemas, pues modifican las interacciones ecologicas entre
las plantas transgénicas silvestres y sus artropodos asociados (Vazquez-Barrios ef al. 2021).
Por lo tanto, a los organismos que interactiian con plantas GM y son perjudicados de forma
directa o indirecta se les denomina organismos no blanco (ONB).

Dado que las proteinas Cry y las enzimas EPSPS se expresan en todos los tejidos de las
plantas afectadas, incluyendo el polen (Székécs et al., 2010), el flujo entre cultivos y
parientes silvestres facilita la propagacion de transgenes (Yook et al, 2021). En
consecuencia, la polinizacion mediada por insectos, particularmente por las abejas
meliferas, resulta un parteaguas para entender los multiples efectos en los ONB (Coutinho et

al., 2021).

I11. Analisis de miel y polen para biomonitoreo

La diversidad de abejas meliferas y su distribucion en el mundo, asi como su facilidad de
manejo las convierte en un organismo ideal para el biomonitoreo (Cunningham et al., 2022).
La miel que producen se considera una sustancia compleja que se conforma de polen y
secreciones dulces provenientes de plantas que rodean las colmenas, como néctares y
recompensas florales, las cuales son recolectadas, modificadas y almacenadas (Baroni et al.,
2009).

Dado que las abejas meliferas interactian con una gran diversidad floral, las trampas de
polen en la entrada de las colmenas proveen informaciéon directa e inmediata sobre las
preferencias y distancias de forrajeo. Por su parte el polen presente en la miel o en el
alimento almacenado por largos periodos de tiempo en las celdas y potes provee una vision e
informacion a largo plazo sobre las mismas (Hawkins et al., 2015). Por lo tanto, la miel y el
polen recolectado por abejas meliferas son objeto de investigacion morfologica, quimica y
molecular (Cunningham et al., 2022).

Por otro lado, la miel se encuentra generalmente bien posicionada en el mercado global.
Su alta demanda se debe al aprecio de sus propiedades curativas y bioldgicas (Soares et al.,
2015). Su diversidad, rareza, sabores unicos, propiedades medicinales y la especie que la
produce, proporcionan un valor agregado a las mieles, que pueden alcanzar precios muy
elevados. Debido a esto y a la escasez y alta demanda, la miel se diluye, se sustituyen
elementos y se cambia su composicion, lo cual vulnera su calidad (Prosser y Hebert, 2017;

Soares et al., 2015). Como respuesta a esto, se han desarrollado numerosas técnicas para el
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analisis de muestras de polen y miel, entre ellas para la deteccion OGMs, confirmacion del
origen botanico de la miel, deteccion de microorganismos, determinacion de alérgenos y
monitoreo de sustancias toxicas (Guertler et al., 2014).

Desde la perspectiva del andlisis genético, la miel se conforma por dos elementos: el
polen y el liquido, los cuales contienen acido desoxirribonucleico (ADN) de los recursos
botanicos predominantes y secundarios a los que acceden las abejas (Prosser y Hebert,
2017). Dado que la miel se produce a partir de azucares florales, que se modifican por medio
de la saliva y sustancias géstricas, y que posteriormente atraviesan procesos de fermentacion,
deshidratacion y maduracion dentro de las celdas de almacenamiento en las colmenas (Jain
et al., 2013), los analisis genéticos de mieles también proporcionan informacion de las
mismas abejas y su microbiota intestinal.

Las abejas meliferas poseen una microbiota especializada para su desarrollo, nutricién y
proteccion contra patéogenos (Motta y Moran, 2020). Aunque la diversidad, riqueza y
abundancia de la microbiota dentro de las colmenas ha sido escasamente estudiada, los
microorganismos juegan un papel importante en la maduracion y modificaciones
bioquimicas del polen y la miel almacenada (Motta et al., 2022). De este modo, en
protocolos de extraccion de ADN de polen recolectado por abejas meliferas, generalmente se
espera extraer material genético fragmentado, desnaturalizado, y en pequefas cantidades
(Jain et al., 2013). Por ende, es necesario el desarrollo de protocolos estandarizados

eficientes para la extraccion de ADN.

IV. Ventajas y retos del analisis molecular de miel y polen

A comparacion de los métodos fisicoquimicos y morfoldgicos, los analisis moleculares y
genéticos de polen presentan numerosas ventajas para determinar su origen botdnico y
geografico, pues tienen mayor sensibilidad, estabilidad, especificidad, menor margen de
subjetividad humana y son métodos reproducibles (Laube et al., 2010 y Soares et al., 2015).
Por su parte, los métodos automatizados como el reportado por Guertler ef al. (2014) y
métodos con kits comerciales, como DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN, Alemania),
reportado por Laube et al. (2010) y Valentini et al. (2010), aunque son rapidos y sencillos,

resultan sumamente costosos y requieren equipos e insumos de alta especialidad.
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Sin embargo, el uso de reactivos comunes de laboratorio, como el Bromuro de
Cetiltrimetilamonio (CTAB), permite que las extracciones sean mucho mas econémicas (Jain
et al., 2013), sin embargo, requieren mas tiempo y trabajo que los kits comerciales. La
extraccion de ADN de material botanico posee numerosos retos asociados con la disrupcion
y lisado de las paredes celulares (Jain et al., 2013). Por ende, el lisado de células vegetales
por medio de la actividad detergente del CTAB, seguido de la purificacion y precipitacion de
acidos nucléicos es uno de los métodos mas utilizados (Moyo et al., 2008; Jain et al., 2013).

La forma mas eficiente para obtener informacion sobre el origen botanico de la miel y
detectar polen GM recolectado por abejas meliferas es mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la cual genera multiples copias de un fragmento
de ADN molde para amplificarlo y hacerlo detectable. Por ello, es indispensable utilizar un

método eficiente que garantice la extraccion de ADN de calidad (Soares ef al., 2015).

V. Analisis genético de polen: una herramienta para la agroecologia

En los ultimos afios las innovaciones en la biologia molecular y la genética han
incrementado la capacidad de identificar y monitorear tanto las problematicas que enfrentan
las comunidades de polinizadores como la diversidad de redes ecoldgicas que se ven
afectadas (Manel et al., 2013). Por ejemplo, el metabarcoding, una técnica que consiste en la
identificaciéon y secuenciacion de ADN para determinar las especies presentes en una
muestra, permite analizar eficientemente en muestras de polen la diversidad botanica
asociada a las comunidades de abejas (Grozinger et al., 2020). Los datos genéticos obtenidos
con este método pueden reflejar las tendencias y preferencias de abejas meliferas y, de este
modo, contribuir a la toma de decisiones en proyectos agroecologicos' comunitarios.

El andlisis de polen de plantas nativas en su centro de origen es una herramienta para la
genética de la conservacion, la cual consiste en el estudio de poblaciones y sus cambios
evolutivos para desarrollar estrategias de conservacion. La deteccion de transgenes en el
polen de maiz (Zea mayz ssp.) o algodon (Gossypium hirsutum) y su interaccion con otros
artropodos, puede generar nuevas preguntas sobre las consecuencias ecologicas y evolutivas
de la liberacion de organismos genéticamente modificados al ambiente (Vazquez-Barrios et

al., 2021).

' En el presente trabajo el término “agroecologia” serd definido como una practica, movimiento y ciencia

transdisciplinaria que aplica conceptos y principios ecologicos para el disefio y manejo de sistemas
agroalimentarios sostenibles, tomando en consideracién los conocimientos y necesidades locales, asi como las
condiciones sociales y econdmicas (Wezel, et al. 2009).
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De este modo, el estudio de las complejas dinamicas de flujo del polen abre paso a la
genética del paisaje, una interdisciplina que combina la genética de poblaciones, ecologia
del paisaje y analisis geoespacial. Esta disciplina ofrece una valoracion importante de los
ecosistemas y un marco flexible para vincular los patrones de variacion genética adaptativa
con la heterogeneidad ambiental (Manel et al., 2013), ya que se enriquece con enfoques
diversos de la biologia y se complementa con datos obtenidos a través de técnicas como
mapeos geograficos de alta resolucion, diferentes practicas de manejo agricolas, datos sobre
productividad, registros de biodiversidad, entre otros (Manel et al., 2013).

Dado que la mayoria de los ecosistemas tendran cambios drésticos de manera rapida y
dindmica como parte del cambio global (Barnosky et al., 2012), es necesario desarrollar
herramientas practicas que vinculen diferentes disciplinas y enfoques dentro del marco de la
genética de la conservacion. De este modo, se generara un impacto positivo e innovador para
la conservacion de la biodiversidad, en la cual es necesaria la participacion activa de las
comunidades para el diagndstico de sus problemas y la gestion de sus recursos.

Los planes de conservacion necesitan urgentemente considerar los agroecosistemas para
desarrollar propuestas funcionales que permitan el disefio y desarrollo de alternativas de
adaptacion al cambio climatico que tomen en cuenta las condiciones sociales y las

necesidades de las comunidades.

VI. Contexto agrario de la Sierra Norte de Puebla

Actualmente la mayoria de los ecosistemas terrestres se encuentran sumamente
fragmentados. Las zonas cafetaleras en América Latina no son la excepcidon, ya que
generalmente las plantaciones de café se intercalan con remanentes de bosques (Perfecto et
al., 2009). Desde su llegada al continente, el café ha sido tradicionalmente cultivado en la
parte norte de América Latina bajo la sombra del dosel, coexistiendo con una gran cantidad
de biodiversidad asociada (Jedlicka et al., 2021). Las plantaciones de café de sombra han
caracterizado a paises desde México hasta Pert como los principales productores en el
mundo (McCook, 2017).

En la década de 1980 la mayoria de paises del norte de América Latina acumularon
grandes deudas externas, en consecuencia, organismos internacionales crediticios, entre ellos
el Banco Mundial, generaron diversas presiones para que estos lograran incrementar sus
ingresos y, de este modo, pagar sus deudas (McCook, 2017). Particularmente en México

surgieron numerosos programas gubernamentales que buscaban intensificar la produccion de
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café¢ mediante la introduccion de nuevas variedades, asi como paquetes tecnolégicos con
fertilizantes y herbicidas (Perfecto et al., 2009).

Actualmente en M¢éxico, la mayoria de las areas designadas como prioritarias para la
conservacion de la biodiversidad estan implicadas en una matriz de plantaciones de café
(Perfecto et al., 2009). Asimismo, las condiciones historicas han propiciado que el cultivo de
café se desarrolle en condiciones desventajosas para los pequenios productores, tal es el caso
de la Sierra Norte de Puebla (Villegas, 2019).

Desde mediados del siglo XIX, la economia en esta region se desarrolld a partir de
cultivos comerciales de tabaco, vainilla, cafia de azlcar y café¢. Antes de la década de 1970,
la economia campesina en esta region se sustentaba en el autoconsumo y el comercio a
pequefia escala. A causa de la alta demanda y los precios elevados en el mercado
internacional, en 1958 se instaur6 el Instituto Mexicano del Café (INMECAFE), con la
finalidad de intensificar la produccion de café en el pais (Villegas, 2019).

Sin embargo, en 1989 el Acuerdo Internacional del Café no fue renovado, lo cual produjo
la caida del precio del café a nivel internacional. En consecuencia, muchas de las
instituciones publicas que sostenian la industria del café en América Latina, entre ellas el
INMECAFE, fueron cerradas (McCook, 2017). La fuerte intervencion del INMECAFE en la
Sierra Norte de Puebla condujo a la adopcion del cultivo de café como principal actividad
econdmica, asi como a un evidente proceso de pauperizacion del campesinado en la zona
(Villegas, 2019).

En la comunidad de Ocomantla, estas transformaciones agricolas y socioeconémicas se
han visto reflejadas hasta la fecha en procesos de descampesinizacion, caracterizados por el
desuso de practicas agricolas tradicionales y, en consecuencia, por la pérdida de seguridad

econdmica y autosuficiencia alimentaria (Ojeda-Valverde, 2018).

VII. Proyecto Socioambiental “ ADVC Kolijke”

Desde hace mas de 30 afos, se consolido el proyecto ambiental “Kolijke”, el cual se
desarrolla en el predio particular “Vega del Rio” en el municipio de Zihuateutla, Sierra Norte
de Puebla. Las condiciones geograficas y espaciales de dicho predio la convierten en un gran
acervo de diversidad bioldgica, por lo cual, en 2005 se decreté oficialmente como Area
Destinada Voluntariamente a la Conservacion (ADVC) bajo registro 17/2005 de la Comision
Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP), con la finalidad de frenar la caza

furtiva, tala y actividades agropecuarias que mermaban su biodiversidad (De la Maza, 2015).
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En virtud de los esfuerzos por la conservacion ambiental de la region mediante el vinculo
con las comunidades rurales e indigenas vecinas al ADVC Kolijke, a partir del 2015, se
comenzo un proyecto social y ambiental con la comunidad de Ocomantla. De esta iniciativa
han surgido las bases para un proyecto agroecologico. Desde sus inicios, este proyecto
socioambiental se ha construido a partir de los deseos, preocupaciones e intereses de la
comunidad de Ocomantla. De este modo, los proyectos se han basado en destacar la
importancia de la identidad, el territorio y las relaciones de los habitantes con su comunidad
y ambiente (Ojeda-Valverde, 2018).

En 2019 se construyd el Centro Comunitario Productivo de Ocomantla (CCPO) con el
objetivo de establecer un espacio para el desarrollo de diferentes proyectos que buscan
soluciones y alternativas para abordar problematicas locales actuales mediante el aprendizaje
colectivo de la agroecologia y la biologia de la conservacion (figura 1A y 1B). Las
actividades que se realizan en el CCPO son una oportunidad para los habitantes de todas las
edades de interactuar con su comunidad de manera participativa.

Para el proyecto ha resultado indispensable considerar la equidad intergeneracional, ya
que el 25.9% de la poblacion en el estado de Puebla tenia menos de 30 afios (INEGI, 2020).
Las acciones por la conservacion de la biodiversidad que pretenden incluir a la juventud
generalmente no consideran las historias, ambiciones, recursos y redes de los y las jovenes
que son unicos y particulares de los lugares y comunidades donde viven (Barraclough ef al.,
2021;Ballard et al., 2017). Por ende, replantear la educacion ambiental desde y para la
juventud es parte de la construccion de nuevas estrategias para la resiliencia (Krasny et al.,

2014).

VIII. Vinculacion entre “Amigos de Kolijke” y “Jovenes construyendo el futuro”

En el 2018, el proyecto socioambiental de ADVC Kolijke se consolidé como asociacion civil
bajo el nombre “Amigos de Kolijke A.C”. Posteriormente, en 2019, se vinculé con el
programa gubernamental “Jovenes Construyendo el Futuro”, con el objetivo de generar
oportunidades para que mujeres y hombres de entre dieciocho y treinta afios pertenecientes a
esta comunidad pudieran capacitarse como monitores ambientales, apicultores y

meliponicultores dentro del marco de la agroecologia (Figura 1C y 1D).
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Mas alla de los aprendizajes técnicos, el trabajo que este grupo ha realizado, ha resultado
una experiencia significativa en la que la capacidad de asombro y la empatia han sido clave
para detonar procesos participativos en su comunidad. Ademas de esto, los saberes, las
practicas, y las formas de concebir y valorar el entorno natural por los habitantes de esta
comunidad se han consolidado como elementos importantes que deben considerarse como
parte del territorio que se busca proteger y conservar.

El didlogo y aprendizaje colectivo entre apicultores y jovenes interesados en el manejo
de abejas meliferas en Ocomantla ha resultado una excelente herramienta para la comprender
y abordar problematicas locales, y ha promovido la gestion de nuevas técnicas para mejorar
la produccion agroecologica. Ademas de esto, como ya se comentd, el polen que las abejas
trasladan a las colmenas constituye una fuente accesible, constante y diversa de informacion
que contribuye a la consolidacion de diagndsticos precisos para el proyecto agroecologico

de la comunidad.

IX. Manejo de abejas meliferas: una alternativa para los jovenes de Ocomantla

En los procesos de capacitacion de los jovenes de Ocomantla, se ha trabajado con Apis
mellifera y Scaptotrigona mexicana para el aprendizaje de técnicas de produccion de miel,
rescate de colmenas silvestres en riesgo y la division de colonias para la produccion de miel
(figura 2). Conforme la agroecologia se abre paso como una alternativa global de
transformacion, las abejas meliferas cobran importancia en el mantenimiento de la salud y
funcion de los ecosistemas, asi como en la vinculacidon de valores culturales y sistemas de
gobernanza de comunidades locales (Hill ef al., 2019).

Actualmente, el manejo de abejas meliferas en México es una oportunidad econdmica
para los jovenes que desean permanecer en sus comunidades, ya que, al ofrecer
oportunidades laborales, puede amortiguar fendmenos de migracion dentro y fuera del pais.
En las comunidades rurales donde el acceso a los ingresos es limitado, la apicultura puede
contribuir significativamente a la seguridad de los medios de vida y soberania alimentaria
(FAO, 2015).

El manejo de abejas meliferas puede realizarse con una inversion econémica minima, ya
que no requiere la posesion de grandes extensiones de tierra (Phil et al., 2015). Los equipos
y herramientas son de bajo costo y pueden ser obtenidos o fabricados facilmente (Oliveira et

al., 2020). Ademas de esto, las habilidades, técnicas y conocimientos que requiere esta
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actividad suelen estar directamente relacionados con las tradiciones y cultura local (FAO,
2015).

Por otra parte, las abejas meliferas son un elemento importante para aumentar el
rendimiento y la calidad de los cultivos (Vides et. al, 2019). En los parches preservados
alrededor de las tierras de cultivo las plantas silvestres son abundantes. Las milpas, los
huertos de hortalizas o de traspatio, los jardines y los espacios comunitarios, ademas de que
proporcionan recursos diversos y constantes a lo largo de todo el afio, cumplen la funcién de
refugios y corredores de dispersion para mantener la diversidad de polinizadores nativos
(Vides et. al, 2019).

Dado que los bienes obtenidos de la colmena, como la miel, la cera, el propdleo, la jalea
real, el polen y el veneno, son faciles de transportar, envasar y almacenar (FAO, 2015),
representan un ingreso regular y atemporal. Ademas de esto, ya que son faicilmente
negociables, pueden convertirse en productos con valor agregado, como articulos para uso
cosmético o medicinal, productos valorados en el mercado local, nacional e internacional
(Oliveira et al., 2020).

Por otro lado, el manejo de abejas nativas tiene gran valor cultural y simbdlico para los
productores, ya que hasta la fecha se conservan técnicas ancestrales de produccién que
suponen usos medicinales, religiosos y culinarios. Actualmente en México, Ia
meliponicultura abarca alrededor de 19 de las 46 especies de abejas sin aguijon que existen
en el pais (Ayala et al., 2013), por lo cual debe ser considerada como una forma de identidad
cultural unica en el mundo ( Pat-Ferndndez et al., 2012). La Peninsula de Yucatan, la region
Totonaca de Veracruz y la Sierra Nororiental de Puebla son las pocas regiones donde aun se

desarrollan diversas técnicas de meliponicultura (Ayala et al., 2013).

X. Consecuencias socioambientales de la presencia de transgenes en miel producida en

México

Los efectos de los OGMs sobre la fauna no-blanco, ademas de ser diversos, han sido
escasamente estudiados. Sin embargo, uno de los efectos mas tangibles es la presencia de
polen GM en la miel producida por abejas meliferas, lo cual tiene implicaciones sociales,
econdmicas y politicas. El caso particular de la Peninsula de Yucatan ha sido un parteaguas

para cuestionar la coexistencia de practicas apicolas con la siembra de cultivos GM.

21



La peninsula de Yucatan (Yucatdn, Campeche y Quintana Roo) es la principal region
productora de miel del pais, pues cuenta con 40,000 apicultoras y apicultores organizados en
162 cooperativas (CONABIO, 2009), asi como con 250,073 colmenas registradas
(SAGARPA, 2017). La produccion apicola en esta region se caracteriza por desarrollarse en
bosques tropicales y vincularse con sistemas de milpa y huertos familiares (Toledo y Barrera,
2017). Actualmente mas de 85% de la miel cosechada en esta region se exporta a la Unidon
Europea y Estados Unidos (SAGARPA, 2017), donde la demanda por los productos
organicos va en aumento. No obstante, durante 2011 y 2012, la Unién Europea establecio
limitaciones para la comercializacion de miel con polen GM, lo cual tomo6 especial
relevancia en la peninsula de Yucatan, al ser una region del pais en donde se han sembrado
grandes extensiones de soya GM (Galvez-Mariscal ef al., 2013).

Diversos estudios, entre ellos el de Galvez-Mariscal ef al. (2013) y Villanueva-Gutiérrez
et al. (2014), comprobaron la interaccion entre abejas meliferas y soya GM, asi como la
presencia de polen GM en muestras de mieles comerciales provenientes de esta region. Esto
ha comprometido las relaciones comerciales internacionales hasta la fecha. En consecuencia,
diversos colectivos, cooperativas y productores apicolas promovieron una campafia para
revocar la autorizacion de siembra de soya GM, la cual reunié mas de 74,000 firmas
mediante www.change.org y gan6é dos demandas legales ante la Suprema Corte de Justicia
(Hudlet, 2017). En 2016 se establecio el decreto 418/2016 que determina al estado de
Yucatan como zona libre de cultivos agricolas con OGMs. Sin embargo, hasta la fecha, la
deforestacion, los cultivos extensivos tecnificados, y la siembra ilegal de soya y otros
cultivos GM siguen poniendo en riesgo las practicas apicolas y la riqueza biocultural que
conlleva.

Dado que el presente trabajo busca evidenciar la presencia de transgenes en muestras de
polen y miel provenientes de la Sierra Norte de Puebla, una region del pais en la cual la
siembra de cultivos GM no ha sido oficialmente autorizada y donde las practicas apicolas
resultan de gran valor biocultural, es pertinente sefalar y cuestionar las consecuencias

sociales, culturales y econdmicas para el manejo de abejas meliferas.
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Figura 1: A) Centro Comunitario Productivo de Ocomantla (CCPO). B) Instalacion de meliponario dentro del CCPO. C
y D) Capacitacién de meliponicultura y platicas sobre educacion ambiental con participantes del programa “Jovenes

Construyendo el Futuro”.

Figura 2: A y B) Participante del programa “Jévenes Construyendo el Futuro”, recibe su primer nticleo de Apis
mellifera después de completar su capacitacion como apicultor. C) Colmena de Scaptotrigona mexicana a cargo de una

participante del programa.

23



Objetivo general

Determinar la presencia de transgenes en Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana y analizar
las posibles implicaciones socioambientales para el proyecto agroecologico desarrollado en

la comunidad de Ocomantla, en el municipio de Zihuateutla, Puebla.

Objetivos particulares

1. Disefiar un método de muestreo y analisis genético de polen y miel de Apis mellifera
v Scaptotrigona mexicana.

2. Determinar la presencia o ausencia de transgenes que confieren tolerancia al glifosato
(CP4 EPSPS) y propiedades insecticidas (crylAc y cry2Ab) en muestras de miel y
polen recolectado por Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana en el municipio de
Zihuateutla, Puebla.

3. Analizar las implicaciones socioambientales de la presencia de transgenes dentro de
colmenas de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana en el marco del proyecto

agroecologico la comunidad de Ocomantla.

Hipotesis

HO: El municipio de Zihuateutla y sus alrededores estan libres de plantas genéticamente
modificadas, por lo que las colmenas de Apis melllifera y Scaptotrigona mexicana recolectan
polen sin presencia de transgenes, por lo cual se reflejaran resultados negativos en el andlisis
de presencia/ausencia de transgenes. Por lo tanto, el manejo de abejas meliferas generara
beneficios sociales, ambientales y econdomicos para el proyecto agroecoldgico en la

comunidad de Ocomantla .

H1: Las colmenas de Apis melllifera y Scaptotrigona mexicana obtienen alimento de plantas
genéticamente modificadas en el municipio de Zihuateutla y trasladan transgenes a las

colmenas. Por lo tanto, se reflejaran resultados positivos en el andlisis de presencia/ausencia
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de transgenes, lo cual tiene implicaciones sociales, ambientales y econdmicas para el manejo

de abejas meliferas dentro del proyecto agroecoldgico en la comunidad de Ocomantla.

Sitio de estudio

Zihuateutla es uno de los 217 municipios que conforman el estado de Puebla. Se localiza en
la region noroeste de la Sierra Norte de Puebla y colinda con los estados de Tlaxcala,
Hidalgo y Veracruz (figura 3). La comunidad de Ocomantla se localiza en el norte del
municipio de Zihuateutla (DD: -97.894167, 20.244444) (figura 4).

Zihuateutla colinda con cinco de diez municipios poblanos (Xicotepec de Juarez, Juan
Galindo, Huauchinango, Jopala y Tlaola) que se encuentran dentro del Area de Proteccion de
Recursos Naturales (APRN) “Cuenca Hidrografica del Rio Necaxa”: (CONANP, 2002).

La “Cuenca Hidrografica del Rio Necaxa” se conforma por la region norte de Puebla y la
region este de Hidalgo (20° 3° y 20° 14’ de latitud norte y 97° 51° y 98° 13° de longitud
oeste), y abarca una superficie de 42,129.25 hectareas (CONANP, 2002). Esta APRN se
conforma por 10 municipios dentro del estado de Puebla: Ahuazotepec, Chiconcuautla,
Huauchinango, Jopala, Juan Galindo, Naupan, Tlaola, Xicotepec de Judrez, Zacatlan y
Zihuateutla, mientras que comprende unicamente dos municipios dentro del estado de
Hidalgo: Acaxochitlan y Cuautepec de Hinojosa (CONANP, 2002) (figura 5).

Dentro del APRN se encuentran cinco presas que conforman el sistema hidrologico del
area: Nexapa, La Laguna (El Tejocotal), Tenango, Omiltemetl (Los Reyes) y Necaxa. Todas
ellas se consideran sitios Ramsar? (sitio 1796) (CONANP, 2008). Los tipos de vegetacion
predominantes en el APRN son bosque tropical perennifolio, bosque de pino-encino y

bosque mesodfilo de montafia (CONANP, 2002).

2 La Convencion sobre los Humedales (Ramsar) es un tratado intergubernamental en pro de la conservacién y uso racional
de los humedales, manteniendo sus caracteristicas ecologicas. Se considera un sitio Ramsar a aquellos que contienen
humedales representativos, raros o Unicos de importancia para la conservacion bioldgica.
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Municipio de Zihuateutla, Puebla, México
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Figura 3: Ubicacion geografica del municipio de Zihuateutla.
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Figura 4: Ubicacion geografica de la comunidad de Ocomantla, municipio de Zihuateutla
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Municipios dentro del APRN “Cuenca Hidrografica del Rio Necaxa"
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Figura 5: Municipios ubicados dentro del APRN “Cuenca Hidrografica del Rio Necaxa”.

Organismos de estudio

Las abejas son un grupo monofilético conformado por alrededor de 20 mil especies (Arnold
et al., 2018). La familia Apidae contiene a la subfamilia Apinae que engloba diferentes
tribus, entre ellas las abejas sin aguijon (Meliponini), las abejas meliferas con aguijon
(Apini), los abejorros (Bombini) y las abejas solitarias de las orquideas (Euglossini)
(Romiguier et al., 2016) (figura 6A y 6B).

Las abejas eusociales se dividen en las primitivamente sociales (Bombini) y las altamente
sociales (Meliponini y Apini) (Arnold et al., 2018), llamadas asi porque se conforman por
tres grupos de individuos (reinas, obreras y machos) diferenciados tanto morfologicamente
como en cuanto a comportamiento y tareas (Griiter, 2020). Scaptotrigona mexicana
(Meliponini) y Apis mellifera (Apini) pertenecen al grupo de las abejas corbiculadas, ya que
poseen una concavidad especializada para la colecta de polen en las patas posteriores

(Arnold et al., 2018) (Figura 6C).
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La division natural de las colonias de abejas sin aguijon es mucho mas lenta. Aunque
poseen varias reinas virgenes, hay una reina fecundada de gran tamafio con alas atrofiadas,
por lo cual, las colonias se establecen de forma permanente en un solo sitio. Debido a esto, la
seleccion de un buen sitio de anidacion y la construccion del nido con una arquitectura
adecuada es clave para su supervivencia (Griiter, 2020). Los nidos de los meliponinos se
construyen de cerumen, una mezcla de cera, saliva, elementos del suelo, resinas y otras
sustancias botanicas que proveen propiedades antipatégenas. Estos nidos se componen de la
entrada (piquera), batumen, involucro, celdas de cria y potes de almacenamiento (Griiter,
2020) (tabla 1, figura 7).

Las especies de la tribu Meliponini forman colonias permanentes, donde almacenan miel
y polen en grandes cantidades por largos periodos de tiempo para satisfacer sus necesidades
en periodos de escasez de recursos (De Paula et al., 2021). Los recursos almacenados en los
potes atraviesan procesos de fermentacion por bacterias simbiontes. En contraste, la tribu
Apini forma colonias temporales,y almacena recursos en celdas hexagonales utilizando

estrategias de deshidratacion para preservar el alimento (Menezes et al., 2013)

Estructura Funcion

Piquera Elemento visual importante para que las abejas
puedan regresar al interior del nido, asi como una
estructura para regular el transito de individuos

dentro y fuera de la colmena.

Batumen Serie de capas compuestas de cerumen, barro, tierra
y fibras, que rodean y delimitan las diferentes
secciones del nido, ademas de que sellan grietas o

cavidades del exterior.

Involucro Estructura de cerumen en forma de laminas que
protege la camara de crias de cambios en la
temperatura, humedad y de parasitos o

depredadores.
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Céamaras de cria Céamaras compuestas de cerumen dispuestas una
sobre otra. Estan separadas por conductos para que
las abejas se desplacen entre ellas. Dependiendo de
la especie, las cdmaras de cria pueden organizarse en
forma de discos horizontales, espirales o

verticalmente en forma de racimos.

Potes de almacenamiento Estructuras esféricas construidas con cerumen y cera
para el almacenamiento y maduracion de polen y
miel. Se situan alrededor del involucro y la camara

de cria.

Tabla 1: Estructuras principales que conforman los nidos de meliponinos (Griiter, 2020 y Arnold et al., 2018).

Figura 6: A) Scaptotrigona mexicana B) Apis mellifera C) Pata posterior de una abeja corbiculada, modificado

de Arnold et al., (2018)

29



Wornmagert)
(g

¥ f ——————..” )
€

@ llgimnm Vi

=51 VA

Piquera ' / Batumen

: ; Involucro
Céamara de cria

Figura 7: Arquitectura del nido de meliponinos, modificado de Griiter (2020).

METODO
I. Muestreo de polen en colmenas de Apis mellifera

Las muestras analizadas en el presente estudio provienen de un conjunto de apiarios que
forman parte del proyecto agroecoldgico de la comunidad de Ocomantla. Todas las muestras
fueron obtenidas con el permiso, apoyo y supervision de los apicultores®. Se analizd una
muestra de miel proveniente de dichos apiarios cuya floracion corresponde al periodo de
agosto a octubre del 2019. Posteriormente, el 25 de febrero del 2020, se realizé un muestreo
en cuatro apiarios localizados en diferentes zonas cercanas al municipio de Zihuateutla (tabla
2y figura 8).

Los muestreos se realizaron en temporada invernal, ya que en este periodo abundan
reservas de recursos alimenticios dentro de las colmenas (figura 9). En cada apiario se

muestrearon de dos a tres cajas, segun el estado Optimo de las colmenas. Se tomaron

3 Las muestras analizadas en el presente estudio provienen de una empresa familiar de varias generaciones que forma parte
del proyecto agroecoldgico de la comunidad de Ocomantla. Todas las muestras fueron obtenidas con permiso, apoyo y
supervision de los apicultores.
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muestras al azar de dos bastidores de cada caja, los cuales fueron raspados con una espatula
metalica para romper las celdas selladas con cera y obtener miel madura y polen (figura 10 y
11)*. Finalmente, se seleccionaron 3 muestras de cada uno de los apiarios, obteniendo un
total de 12 muestras para su posterior analisis en laboratorio. Las muestras recolectadas se
guardaron en tubos falcon de 50 mL y se etiquetaron. Posteriormente, se almacenaron en

congelador para evitar la fermentacion de los azucares en las muestras.

Apiario Nombre Latitud Longitud
A ADVC Kolijke 20°14'06.6"N 97°5324.4"W
B Finca Cafetalera Cre Leg 20°16'09.6"N 97°49'45.0"W
Ojo de Agua/tranca de
C 20°16'31.3"N 97°52'33.4"W
fierro
D El infierno 20°16°49.5”N 97°52°54” AW

Tabla 2: Coordenadas de los apiarios muestreados el 25 de febrero de 2020. Las coordenadas se muestran en
grados, minutos y segundos.

Apiarios muestreados %

:
Ay ——1]

R

/. ADVC Kolijke
Elinfierno

N A Ojo de Agua: Tranca de Fierro
A Finca cafetalera Cre Leg
A Elinfiemno

-97.900 [ Municipio de Zihuateutla
0 25 5km . Puebla
- || Veracruz

Figura 8: Ubicacion geografica de los apiarios muestreados en febrero de 2020.

* Los apicultores determinaron las cajas candidatas a ser abiertas para obtener polen de las celdas. Las cajas muestreadas se
encontraban en estado Optimo, aquellas que tenian colonias pequefias o recién trasladadas a los apiarios fueron descartadas.

31



Muestreo de polen colectado por Apis mellifera

Figura 9: Metodologia para la colecta de muestras de polen colectado por Apis mellifera.
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Figura 10: 4) Toma de muestra de polen por medio de raspado de celdas en el apiario “ADVC Kolijke”.

B) Seleccion de cajas en estado 6ptimo para el muestreo, apiario “El infierno”.

Figura 11: 4) Raspado de celdas para obtener polen. B) Espatula metalica utilizada para el raspado de celdas.
C) Colecta de miel en tubo falcon de 50ml.
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I1. Muestreo de polen en colmenas Scaptotrigona Mexicana

El 12 de diciembre de 2019, se reubicd una colmena de Scaptotrigona mexicana, encontrada
en un tronco en estado de putrefaccion en el apiario C “Ojo de Agua/tranca de fierro”. La
camara de cria fue trasladada a una nueva caja y reubicada en el apiario A “ADVC Kolijke”
(figura 12).

Durante este proceso se conservaron los potes de polen para su posterior analisis (figura
13). Los 20 potes de polen fueron etiquetados y numerados por medio de un corte
longitudinal (figura 14). Se extrajo un aproximado de 0.5 g de polen de cada pote, evitando
la contaminacidn entre ellos. Las muestras se colocaron en tubos para microcentrifuga de 2

mL de tapa con seguro (figura 15).

Figura 12: 4) Proceso de reubicacion de colonia de Scaptotrigona mexicana, encontrada en estado silvestre en un tronco
putrefacto en el apiario “Ojo de agua/tranca de fierro”. B y C) Potes de almacenamiento de polen. D) Capacitacion practica
de meliponicultura para los participantes del programa “Jévenes Construyendo el futuro”. Fotografias de Ayamel Fernandez

Garcia, diciembre de 2019.
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Figura 13: Conjunto de potes de almacenamiento de polen, colectados a partir de la reubicacion de la colonia de

Scaptotrigona mexicana encontrada en estado silvestre. Corte longitudinal.
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Figura 14: Esquema de la enumeracion de potes de almacenamiento de polen cortados de forma longitudinal.
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Muestreo de polen colectado por

Scaptotrigona mexicana

G
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Figura 15: Metodologia de muestreo de polen colectado por Scaptotrigona mexicana.
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I11. Deteccion de transgenes en muestra de miel de Apis mellifera

La extraccion de ADN vy la deteccion de transgenes por PCR punto final se realiz6 en el
Laboratorio Nacional de Biodiversidad (LaNaBio) de los departamentos de Botadnica y
Zoologia del Instituto de Biologia, UNAM.

Dado que la miel se compone casi en su totalidad de monosacéridos y disacéridos, se
obtuvo el polen de las muestras por medio del lavado de azucares (anexo 1). Se obtuvieron 6
pellets de polen de la muestra proporcionada de la cosecha 2019. Las muestras fueron
sometidas a disrupcion mecanica con balines para lisis utilizando el equipo Tissue Lysser 11
(QIAGEN, Alemania) (anexo 2).

La extraccion de ADN gendmico de las muestras se realizo siguiendo el protocolo CTAB
de Doyle y Doyle (1987), originalmente utilizado para tejidos vegetales (hojas frescas). Sin
embargo, en el presente trabajo se realizaron modificaciones y adaptaciones al protocolo
(anexo 3). La primera modificacion realizada al protocolo CTAB de Doyle y Doyle (1987)
fue la disrupcion de tejido. En el protocolo original, el tejido foliar se muele en un mortero
empleando nitrégeno liquido, no obstante, en el presente trabajo se optd por la disrupcion
mecanica con balines para lisis, utilizando el equipo Tissue Lysser II (QIAGEN, Alemania)
(anexo 2). La segunda modificacion al protocolo consistié en reducir la temperatura de
incubacion durante la lisis celular de 70° C a 65° C. Asimismo, se estableci6 un periodo de
incubacion en isopropanol de 17 horas a 4° C.

Posteriormente, se corrobor6 la calidad del ADN por medio de geles de agarosa al 1%
con buffer TBE 1X, tefiidos con Gel Red® (Biotum, Fremont, California) en una cdmara de
electroforesis (ThermoFisher Scientific®, Massachusetts, Estados Unidos). La visualizacién
del ADN se realiz6 en un Fotodocumentador MultiDoc-IT TM (UVP, California, Estados
Unidos).

Se realizaron PCRs punto final para las 6 muestras. Para amplificar los genes crylAc,
cry2Ab y CP4-EPSPS se utilizaron los cebadores crylAc (F: 5'- GAC CGC TTA CAA GGA
GGG ATA CG -3', R:5'- ACG GAG GCA TAG TCA GCA CC -3") con amplicon de 228 pb
(Randhawa y Chhabra, 2013), cry24b (F: 5'- CAG CGG CGC CAA CCT CTA CG -3, R:
5’- TGA ACG GCG ATG CAC CAAT TGT -3") con amplicon de 260 pb (Randhawaet al.,
2010) y CP4-EPSPS (F: 5'- GCA TGC TTCACG GTG CAA -3', R: 5'- TGA AGG ACC
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GGT GGG AGA T -3") con amplicon de 108 pb (Barbau Piednoir et al., 2012) (IDT, lowa,
Estados Unidos) (anexo 7).

La amplificacion por PCR se llevd a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosistems, Massachusetts, Estados Unidos). Cada reaccion fue realizada con
20 pL de mezcla de PCR con 5 pL de ADN por muestra. El volumen final de cada reaccion
fue de 25 pL (anexo 4). Como controles positivos se utilizaron muestras de ADN de
Gossypium hirsutum con transgenes (anexo 6)

Las condiciones de reaccion para los tres transgenes fueron las siguientes: 95 °C por 8
minutos (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos a 95 °C de 20 segundos (desnaturalizacion), 61
°C por un minuto (alineamiento), 72 °C por un minuto (extension) y una extension final de
72 °C por 8 minutos.

Los productos PCR amplificados se observaron en geles de agarosa al 2% con buffer TBE
1X, tenidos con Gel Red® (Biotum, Fremont, California), en una camara de electroforesis
(ThermoFisher Scientific®, Massachusetts, Estados Unidos). Los amplicones fueron
visualizados y capturados en un fotodocumentador MultiDoc-IT (UVP, California, Estados

Unidos).

IV. Deteccion de transgenes en polen muestreado en apiarios y polen recolectado por

Scaptotrigona mexicana

La extraccion de ADN se realiz6 en el Laboratorio Nacional de Biodiversidad (LaNaBio) de
los departamentos de Botanica y Zoologia del Instituto de Biologia, UNAM. Por su parte, la
deteccion de transgenes por PCR punto final se realizo en el Laboratorio de Genética y
Ecologia, en el Instituto de Ecologia, UNAM.

Se extrajo ADN de 32 muestras en total. De éstas, 12 muestras corresponden al polen
recolectado en cada uno de los cuatro apiarios de Apis mellifera, mientras que 20 muestras
corresponden al polen almacenado en potes de la colmena de Scaptotrigona mexicana.

La extraccion de ADN genomico se realizd siguiendo el protocolo CTAB de Doyle y
Doyle (1987) con modificaciones y adaptaciones (anexo 3). Posteriormente, se corroboro la
calidad del ADN por medio de la visualizacion en geles de agarosa al 1% con buffer TBE
1X, tenidos con Gel Red® (Biotum, Fremont, California) en una camara de electroforesis
(ThermoFisher Scientific® , Massachusetts, Estados Unidos). La visualizacién del ADN se
realizo en un fotodocumentador MultiDoc-IT TM (UVP, California, Estados Unidos).
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Se realizaron PCRs punto final para 12 muestras de polen colectado por Apis mellifera 'y
para los 20 potes de polen colectado por Scaptotrigona mexicana, obteniendo como
resultado 32 muestras en total. Para amplificar los genes crylAc, cry24Ab y cp4-epsps, se
utilizaron los cebadores crylAc (F: 5- GAC CGC TTA CAA GGA GGG ATA CG -3',R:5'-
ACG GAG GCA TAG TCA GCA CC -37) con amplicon de 228 pb (Randhawa y Chhabra,
2013), cry24b (F: 5'- CAG CGG CGC CAA CCT CTA CG -3, R: 5'- TGA ACG GCG
ATG CAC CAAT TGT -3") con amplicon de 260 pb (Randhawaet al., 2010) y CP4-EPSPS
(F: 5'- GCA TGC TTCACG GTG CAA -3, R: 5'- TGA AGG ACC GGT GGG AGA T -3")
con amplicén de 108 pb (Barbau Piednoir et al., 2012) (IDT, Iowa, Estados Unidos) (anexo
7).

Las amplificaciones por PCR punto final se llevaron a cabo en el termociclador
Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf, Alemania). Cada reaccion fue realizada con 23
uL de mezcla de PCR con 2 pL de ADN por muestra. El volumen final de cada reaccion fue
de 25 pL (anexo 4). Como controles positivos se utilizaron muestras de ADN de Gossypium
hirsutum (anexo 6).

Las condiciones de reaccion para los tres transgenes fueron las siguientes: 95 °C por 8
minutos (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos a 95 °C de 20 segundos (desnaturalizacion), 61
°C por un minuto (alineamiento), 72 °C por un minuto (extensiéon) y una extension final de
72 °C por 8 minutos.

Los productos PCR amplificados se observaron en geles de agarosa al 2% con buffer TBE
1X, tenidos con Gel RedGel Red® (Biotum, Fremont, California) en una camara de
electroforesis (ThermoFisher Scientific® , Massachusetts, Estados Unidos). Los amplicones
fueron visualizados y capturados en un fotodocumentador MultiDoc-IT (UVP, California,

Estados Unidos).
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RESULTADOS

I. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico siguiendo el protocolo CTAB de Doyle y Doyle (1987) con
modificaciones y adaptaciones (anexo 3) resultd exitosa. Se obtuvieron bandas de ADN
gruesas y definidas de la muestra de miel cosechada en 2019. Se seleccionaron 6 muestras
para realizar andlisis con PCR punto final (figura 16).

Se obtuvieron bandas definidas del polen colectado por Apis mellifera muestreado en los
cuatro apiarios por separado para realizar andlisis con PCR punto final: A3, AS, A10, B2,
B3, BS, C4, C8, C9, D2, D6, D7 (figura 17).

En cuanto a las muestras de polen colectado por Scaptotrigona mexicana, se obtuvieron
diez bandas de ADN bien definidas: S1, S2, S4, S12, S15, S16, S17, S18, S19y S20y diez
bandas degradadas S3, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S13 y S14 (figura 17). No se encontro
correlacion alguna que determinara algin gradiente temporal de almacenamiento en los

potes con base en la calidad del ADN extraido.

Figura 16: Extraccion de muestra de miel cosechada en 2019. Gel de agarosa al 2%.
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Figura 17: Extraccion de ADN de polen colectado por Apis mellifera (A1, AS, A10, B2, B3, BS, C4, C8, C9, D2, D6,
D7) y de polen colectado por Scaptotrigona mexicana (S1-S20) en gel de agarosa al 2%.

I1. PCR punto final para miel de Apis mellifera cosechada en 2019

No se registrd la presencia de genes crylAc con amplicon de 228 pb (figura 18), ni tampoco
la presencia de genes cry2A4b con amplicon de 260 pb en ninguna de las 6 muestras de miel
de Apis mellifera cosechada en 2019 (figura 19). Sin embargo, se registro la presencia de

cp4-epsps con amplicon 108 pb en 3 de 6 muestras (figura 20).

Figura 18: Productos PCR punto final en gel de agarosa al 2% para detectar la presencia del transgen cry/Ac con
amplicon de 228 pb, en las muestras de miel de Apis mellifera cosechada en 2019. No se detecto la presencia de dicho

transgen.
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Figura 19: Productos PCR punto final en gel de agarosa al 2% para detectar la presencia del transgen cry24b con
amplicon de 260 pb, en las muestras de miel de Apis mellifera cosechada en 2019. No se detect6 la presencia de dicho

transgen.

1360k 1500 pb
1000 pb 1000 pb
800 pb 800 p
600 pb 600 pb
400 pb 400 pb
200 pb 200 pb
100 pb 100 pb

Figura 20: Productos PCR punto final en gel de agarosa al 2% para detectar la presencia del transgen cp4-epsps
con amplicon de 108 pb, en las muestras de miel de Apis mellifera cosechada en 2019. Se detect6 la presencia de dicho

transgen en el pozo 1y 3. Se utiliz6 la escalera de referencia de peso molecular “Hyperladder 100bp” de la marca Bioline.
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II1. PCR punto final para la deteccion de crylAc, cry2Ab y cp4-eps en polen colectado

por Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana

Se registrd la presencia cp4-epsps con amplicon 108 pb en las 31 de las 32 muestras
analizadas (tabla 3 y 4, figuras 28, 29 y 30). Sin embargo, no se registré la presencia de
genes crylAc con amplicon de 228 pb, ni tampoco la presencia de genes cry24b con
amplicon de 260 pb en ninguna de las 12 muestras de Apis mellifera (tabla 3, figuras 21, 22 y
25), ni en ninguna de las 20 muestras de Scaptotrigona mexicana (tabla 4, figuras 22, 23, 24,
25,26y 27).

En el caso de las muestras de Scaptotrigona mexicana, no se encontrd ninguna
correlacion que determinara algun posible gradiente temporal entre el almacenamiento de los

potes y la presencia del gen cp4-epsps en los productos de PCR.

No. de Clave Cry 2AB Cry 1AB CP4-EPSPS

muestra

1 A3 0 0 1
2 A5 0 0 1
3 Al10 0 0 1
4 B2 0 0 1
5 B3 0 0 1
6 BS 0 0 1
7 C4 0 0 1
8 C8 0 0 1
9 C9 0 0 1
10 D2 0 0 1
11 D6 0 0 1
12 D7 0 0 1

Tabla 3: Resultados de PCRs punto final para la determinar la ausencia/ presencia de transgenes en las muestras

de polen recolectadas en diferentes apiarios de Apis mellifera.
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No. de muestra Clave | CP4-EPSPS Cry 2AB Cry 14AB
13 S1 1 0 0
14 S2 1 0 0
15 S3 1 0 0
16 S4 1 0 0
17 S5 1 0 0
18 S6 1 0 0
19 S7 1 0 0
20 S8 1 0 0
21 S9 1 0 0
22 S10 1 0 0
23 S11 1 0 0
24 S12 1 0 0
25 S13 1 0 0
26 S14 1 0 0
27 S15 0 0 0
28 S16 1 0 0
29 S17 1 0 0
30 S18 1 0 0
31 S19 1 0 0
32 S20 1 0 0

Tabla 4: Resultados de PCRs punto final para la determinar la ausencia/ presencia de transgenes en las muestras

de polen recolectadas en diferentes apiarios de Scaptotrigona mexicana.
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Figura 21: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen crylA4c con amplicon de 280 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.

Figura 22: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen crylA4c con amplicon de 280 pb, en las

muestras de polen de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.
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Figura 23: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen crylAc con amplicoén de 280 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera 'y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.

Figura 24: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen crylA4c con amplicon de 280 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.
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Figura 25: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen cry24b con amplicon de 260 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.

Figura 26: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen cry24b con amplicon de 260 pb, en las

muestras de polen de Apis mellifera 'y Scaptotrigona mexicana. Se utilizd la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.
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Figura 27: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen cry24b con amplicon de 260 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.

Figura 28: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen cp4-epsps con amplicon de 108 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.
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Figura 29: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen cp4-epsps con amplicon de 108 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera 'y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.

E C+ C- 517518519520 C+ E

Figura 30: Productos PCR punto final para detectar la presencia del transgen cp4-epsps con amplicon de 108 pb, en las
muestras de polen de Apis mellifera 'y Scaptotrigona mexicana. Se utilizo la escalera de referencia referencia de peso

molecular “VC 100bp Plus DNA Ladder” de la marca Vivantis.
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DISCUSION

I. Extraccion de ADN de origen botanico extraido y amplificacion con PCR punto final

La extraccion de ADN de polen utilizando el protocolo Doyle y Doyle (1987) con
modificaciones resultdé exitosa, pues proporciond6 ADN de buena calidad para realizar los
analisis genéticos. El protocolo original fue disefiado para tejidos foliares, los cuales se
muelen en un mortero empleando nitrogeno liquido. Sin embargo, los granos de polen
necesitan romperse por medios enzimaticos, fisicos y mecédnicos para liberar el material
genético que contienen (Dong et al., 2015). La pared del polen se compone de dos capas: la
intina y la exina (Dong et al., 2015). La exina estad fortificada por una cubierta de
esporopolenina (Quilichini et al., 2015), un biopolimero orgénico de gran estabilidad, que, al
ser resistente a compuestos acidos, alcalinos y corrosivos, protege el interior del gameto (Wu
et al., 2021; Dong et al., 2015). Debido a las cualidades de la pared del polen, en el presente
trabajo se optd por la disrupcidn mecéanica con balines para lisis, utilizando el equipo Tissue
Lysser II (QIAGEN, Alemania) (anexo 2).

Seglin Jain et al., (2013) la actividad detergente del CTAB confiere una ventaja para
extraer ADN de buena calidad del polen. Sin embargo, una de las modificaciones al
protocolo consistio en reducir la temperatura de incubacion durante la lisis celular de 70° C a
65° C, con el objetivo de reducir el impacto negativo de las altas temperaturas en el ADN ya
degradado presente en la miel y el polen almacenados por largos periodos de tiempo.
Asimismo, se establecié un periodo de incubacidn en isopropanol de 17 horas a 4° C, ya que
estas condiciones facilitan que el ADN de bajo peso molecular pueda precipitarse lentamente
y por completo (Jain et al., 2013).

Cuando se extrajo ADN de los potes de polen colectado por Scaptotrigona mexicana, se
esperaba encontrar alguna correlacion entre el tiempo de almacenamiento en la colmena y la
calidad del ADN extraido (figura 17). Sin embargo, no se encontro6 correlacion alguna ya que
existe una variacion entre los procesos bioquimicos que modifican la composicion del polen
en cada uno de los potes, entre ellos la fermentacion alcohdlica, acética y lactica (Guertler et
al., 2013 ; Maia-Silva et al. 2015).

Se han identificado diferentes géneros de bacterias lacticas en el polen almacenado por
abejas meliferas, entre ellos Streptococcus, Bifidobacterium'y Lactobacillus (Vollet-Neto et
al., 2017; Véasquez y Olofsson, 2009). Dichos microorganismos participan en la conversion

metabodlica y fermentacion por medio de enzimas que modifican el olor, sabor, color y
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textura del polen almacenado (Menezes et al. 2013), asi como otras transformaciones
bioquimicas que causan el ablandamiento de la exina del polen, y actian como mecanismo
para facilitar la digestion de las abejas (Nicolson, 2017). A causa de la presencia de diversos
microorganismos dentro de las colmenas, en la extraccion de ADN para miel y polen
almacenado, el material genético obtenido también puede corresponder a bacterias, hongos,
abejas y otros artropodos (Jain et al., 2013).

Dado que se suele obtener ADN fragmentado de la miel y polen recolectado por abejas
meliferas, los primers que amplifican fragmentos cortos durante el analisis PCR resultan
mucho mas adecuados (Jain et al., 2013; Galimbert et al., 2013). Por esta razon, en el
presente trabajo se utilizaron cebadores para identificar transgenes de origen botanico:
crylAc con amplicon de 228 pb (Randhawa y Chhabra, 2013), cry24b con amplicon de 260
pb (Randhawa et al., 2010) y cp4-epsps con amplicon de 108 pb (Barbau Piednoir et al.,
2012) (IDT, Iowa, Estados Unidos) (anexo 7).

Los analisis PCR arrojaron resultados positivos a la presencia de cp4-epsps en muestras
de polen colectado por Apis mellifera y Scaptotrigona mexicana. En consecuencia se puede
inferir que el ADN extraido y amplificado con PCR punto final refleja una modificacion
genética presente en un grupo determinado de angiospermas que las abejas visitan para

obtener alimento.

I1. Presencia de cp4-epsps en productos PCR punto final

En los productos del PCR punto final para la miel de Apis mellifera cosechada en 2019
(mezcla de los cuatro apiarios), no se registréd la presencia de cry IAc ni cry 24Ab en ninguna
muestra, Unicamente se registrd la presencia de cp4-epsps. De este modo, se dedujo que al
menos uno de los cuatro apiarios se relaciona con algun evento autorizado o no autorizado
de cp4-epsps (anexo 10). Asimismo, los productos PCR punto final del polen obtenido por el
raspado de celdas en cada uno de los cuatro apiarios de forma independiente también
indicaron la presencia del gen cp4-epsps.

Es importante recalcar que las colmenas muestreadas de Apis mellifera no son
alimentadas en ningin momento del afo con polen de maiz o soya. En periodos invernales o
de escasez de recursos unicamente se les administra agua con azucar de caia. Por lo tanto, la
presencia de transgenes en la miel y el polen recolectado de las celdas no se relaciona con la

técnica del apicultor’.

5 Informacién proporcionada por los apicultores en entrevista no estructurada, realizada en marzo del 2021.
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Dado que se registro la presencia del gen cp4-epsps en el apiario “Ojo de Agua/tranca de
fierro”, se esperaba la presencia de dicho transgen en al menos una muestra de los potes de
polen de la colmena de Scaptotrigona mexicana. Ya que se registré el gen cp4-epsps en 19
de los 20 potes analizados, no se encontrd ninguna relacién temporal para estimar el
momento de aparicion del transgen. Igualmente, se deduce que Scaptotrigona mexicana
interactud con el transgen desde que la colonia instald su nido en estado silvestre dentro de
un tronco en el apiario “Ojo de Agua/tranca de fierro”.

Todas las especies de la tribu Apini son eusociales y forman colonias perennes
(Vollet-Neto et al., 2017). Estas colonias tienen un crecimiento mucho mas lento,
comparado con el de Apis mellifera. Existen diversas variables para determinar la edad de
una colmena, entre ellas el tamafo poblacional, la salud de los individuos, las etapas de
floracion y la cantidad de recursos disponibles, entre otras. Ademas de esto, la edad de los
potes de almacenamiento dificilmente puede determinarse por el color del polen, ya que este
varia dependiendo de la diversidad de angiospermas visitados, asi como la maduracion y la
acidez resultante de los procesos de fermentacion®. En consecuencia, la Uinica manera de

determinar la edad de una colmena es bajo monitoreo y control de multiples variables.

I11. Limitaciones para determinar el origen y dinamica de flujo de polen con presencia

de cp4-epsps

El flujo de polen es un proceso a multiescala en el que influyen diversas variables
ambientales y ecologicas, como la temperatura, la humedad, las corrientes de viento, la
diversidad y riqueza de recursos florales disponibles, la competencia entre individuos, y sus
diferentes patrones de comportamiento.

Ya que el traslado de polen es uno de los principales mecanismos de flujo génico,
diversos autores, tal como Beekman y Ratnieks (2000), y Danner et al. (2016) han disefiado
estrategias para estimar las distancias de forrajeo de Apis mellifera basandose en las danzas
comunicativas. Sin embargo, hasta ahora las técnicas que buscan medir con precision los

rangos de forrajeo tienen fuertes limitaciones.

8 Informacién y asesoria proporcionada por Andrés Castro y Lazaro Arroyo (El Colegio de la Frontera Sur, San Cristobal
de las Casas, Chiapas) con base en experiencia empirica, conocimiento, observacion y opinion.
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Determinar los rangos de forrajeo de forma precisa ha tomado gran relevancia debido a la
dispersion de transgenes por medio del flujo génico, a través del intercambio de polen entre
cultivos GM vy cultivos convencionales, asi como entre parientes silvestres (Pasquet et al.,
2008). Sin embargo, el flujo de polen a largas distancias es sumamente dificil de medir, ya
que la distancia de forrajeo de los individuos de una colonia se ve influenciada por diversas
variables como la temperatura, la humedad, las corrientes de viento e incluso la edad de cada
individuo.

Los datos genéticos obtenidos del polen recolectado por abejas, junto con datos sobre la
ecologia del paisaje, observaciones y documentacion del traslado de polen en condiciones
controladas, pueden proveer informacion relevante en torno a la heterogeneidad espacial, la
calidad y cantidad de los recursos obtenidos, asi como los impactos negativos en habitats
fragmentados (Pasquet ef al., 2008). Aunque el presente estudio se enfoco en determinar la
presencia o ausencia de transgenes, el material genético obtenido también puede revelar
informacion importante sobre las preferencias y patrones de recoleccion de recursos de las
abejas eusociales en Zihuateutla.

A causa de que se registro la presencia del transgen cp4-epsps en los cuatro apiarios
muestreados, se puede afirmar que en una o varias areas hay presencia de transgenes.
Conforme a las observaciones cualitativas de cada apiario, la mayoria de los cultivos
comestibles cercanos corresponden a la siembra estacional de maiz a pequefia escala y para
autoconsumo (anexo 9). Dado que en la region no se cultivan soya, algodon, canola, papa,
ni betabel, los cuales pueden corresponder a eventos de liberacion de OGM en México, es
probable que los transgenes cp4-epsps detectados en las muestras correspondan a Zea mays.

Dado que el maiz es una planta de polinizacion abierta, las plantas con transgenes pueden
polinizar a plantas sin transgenes aunque no estén en parcelas contiguas. El riesgo de
polinizacion cruzada entre ambos tipos de plantas depende de factores imposibles de
controlar, entre ellos, la distancia entre parcelas, la sincronia de tiempo de floracion, las
corrientes de vientos, la humedad relativa, la temperatura y la orografia (Alvarez-Buylla et
al., 2013). Aunque Zea mays no requiere de la polinizacién por insectos y sus recursos
florales pueden resultar menos atractivos que otras flores nativas, existe evidencia de que
representa una fuente de néctar y polen para diversos grupos de insectos polinizadores, entre
ellos, las abejas meliferas (Wheelock ef al., 2016).

En el presente trabajo unicamente se determino la presencia/ausencia de transgenes. Por
ende se requeririan andlisis genéticos especificos para determinar el origen del transgen. El

barcoding de ADN es un método exitoso para identificar y clasificar organismos de acuerdo
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a una secuencia corta de nucleotidos (Keller et al. 2015), dado que este método contempla
un amplio rango de variacidn interespecifica (Mohamadzade et al. 2018), resulta ideal para
determinar el origen del transgen en las muestras.

A pesar de que no se determind el origen botdnico de los transgenes, los resultados
evidencian que los OGM estan interactuando en el ambiente con organismos no blanco en el
estado de Puebla. Dado que casi todas las muestras analizadas en el presente trabajo
mostraron unicamente la presencia del transgen cp4-epsps, el cual confiere la tolerancia al

glifosato, es prudente sefialar los efectos de dicho herbicida en las abejas meliferas.

IV. Presencia de transgenes e interaccion con herbicidas: una explicacion al decremento

en la produccion de miel y altas tasas de mortalidad de colonias

El glifosato es el principal ingrediente activo de varios herbicidas de amplio espectro
utilizados para eliminar la vegetacion “no deseada” (Motta, et al. 2018). Sin embargo,
cuando se elimina la vegetacion silvestre que provee refugio y recursos a la artropofauna,
¢ésta se reduce en términos de riqueza y abundancia, lo cual afecta directamente a pequefios
mamiferos, aves, reptiles y anfibios (Schiitte ef al., 2017).

La efectividad del glifosato se basa en su accion especifica para inhibir la ruta metabodlica
del shikimato, realizada exclusivamente por plantas y microorganismos (Motta et al. 2020).
Dado que los animales carecen de la ruta de shikimato, no resultan directamente afectados
por el glifosato (Mir ef al., 2013). No obstante, este herbicida afecta de diversas formas a
organismos no blanco presentes en el suelo y el agua. Tal es el caso del decremento en la
reproduccion de lombrices en los suelos (Gaupp-Berghausen ef al., 2015) y de anfibios en
cuerpos de agua (Briihl et al., 2013), asi como el crecimiento desequilibrado de microalgas y
bacterias acuaticas (Tsui y Chu, 2003). El uso del glifosato también se asocia con
alteraciones en los microbiomas de las plantas, tanto endofitos, como de la rizésfera (Van
Bruggen et al., 2018), asi como con cambios importantes en las microbiotas de diversos
animales, entre ellos, las abejas eusociales.

La salud de las abejas eusociales estd directamente relacionada con la composicion,
diversidad y abundancia de la microbiota intestinal (Motta et al, 2018). Dado que el
glifosato afecta el crecimiento de microorganismos, la exposicion directa o indirecta a este
herbicida puede causar disbiosis (Motta et al., 2022). Las enzimas EPSPS se dividen en dos
clases. La clase I se encuentra en todas las plantas y algunas bacterias y es altamente sensible

al glifosato; la clase II se encuentra Unicamente en bacterias y puede tolerar altas
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concentraciones de glifosato (Motta et al., 2018; Mir et al., 2013). Se ha demostrado que la
mayoria de bacterias presentes en la microbiota intestinal de las abejas meliferas tienen una
ruta funcional de shikimato con enzimas EPSPS de clase [ y II (Motta et al., 2020). Por ende
se puede deducir que el glifosato inhibe selectivamente algunas bacterias de la microbiota
intestinal de las abejas eusociales (Motta et al., 2018; Motta et al., 2020).

La microbiota intestinal de Apis mellifera, Bombus spp. y otras especies del género Apis,
se componen principalmente por nueve clusters de especies bacterias: Bartonella apis,
Parasaccharibacter apium, Frischella perrara, Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus Firm-4, Lactobacillus Firm-5 (Kwong y Moran, 2016),
las cuales son indispensables para su desarrollo, nutriciéon, comportamiento ¢ inmunidad
(Motta y Moran, 2020). Conforme a Motta y Moran (2020), Snodgrassella alvi es la especie
mas sensible al glifosato. Dicha bacteria facilita la colonizacion de otros microorganismos
benéficos en el tracto intestinal,ademas de que lo protege de patogenos mediante la
formacion de una biopelicula. Por lo tanto, la ausencia o reduccion de esta bacteria afecta
significativamente la composicion de la microbiota (Motta y Moran, 2020).

Las abejas meliferas desarrollan su microbiota durante los primeros dias de vida después
de emerger de la pupa (Kwong y Moran, 2016). Los estados larvarios son alimentados con el
polen y néctar llevado a las colmenas, por lo que estan directamente expuestos a residuos de
glifosato, y, por lo tanto, resultan mas susceptibles a perturbaciones en la microbiota
intestinal (Motta y Moran, 2020).

Por otro lado, las abejas reinas poseen una fisiologia y dieta particular, lo cual supone que
tienen una microbiota intestinal distinta a la de las abejas obreras hembras y a los drones
machos. La jalea real con la que se alimentan las reinas y larvas provee elementos
importantes para la respuesta inmune de la colmena. Segun Faita ef al. (2022), si bien la
exposicion de las abejas a herbicidas derivados del glifosato provoca cambios en las
glandulas hipofaringeas, lo cual reduce la produccion de jalea real, los cambios en la
composicion proteica de la jalea real aun son desconocidos (Faita et al., 2022).

Por otro lado, las abejas obreras adultas son més propensas a estar en contacto directo con
el glifosato al forrajear polen y néctar, lo cual incrementa la probabilidad de que mueran en
esta etapa de su ciclo de vida. Estudios como el de Balbuena et al. (2015) y Gonalons y
Farina (2018) han demostrado que el glifosato afecta las capacidades cognitivas y olfativas
de las abejas sociales, necesarias para el vuelo y el regreso a sus colmenas. Ademas, corren
el riesgo de ser expulsadas de la colonia por otras abejas obreras al estar contaminadas por

dicho producto. Dentro de los impactos negativos, Vazquez et al. (2020) también han
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identificado alteraciones negativas en el suefio de las abejas meliferas, lo cual repercute en la
salud de las colonias enteras.

Dado que las abejas se auto asean como mecanismo de higiene dentro de las colmenas
(Zhukovskaya et al. 2013), el contacto tdpico directo o indirecto de los pesticidas con el
cuerpo se vuelve una ingestion. La exposicion por via oral causa la muerte u otros efectos
subletales como dafios en la expresion génica (Gregorc et al. 2012), alteraciones enzimaticas
y dafio oxidativo (Boily ef al. 2017; Helmer ef al. 2015 ). Este tipo de estudios toxicoldgicos
con parametros moleculares y bioquimicos busca entender y explicar los efectos negativos
del glifosato en la salud de las abejas, la cual, en ultimo término, se refleja en la
supervivencia y mortalidad de las colmenas (Battisti et al. 2021).

Si bien las abejas obreras adultas que forrajean son vulnerables a altas concentraciones de
glifosato de forma oral y topica, y esto supone una serie de consecuencias negativas ya
senaladas, los efectos de este herbicida dentro de la colmena y sus efectos en el proceso de
desarrollo de las primeras etapas de vida en las abejas meliferas merecen particular atencion
(Vazquez et al., 2018; Vazquez et al., 2020).

En contraste al uso del glifosato, los efectos directos de OGMs en abejas han sido
escasamente discutidos. Se ha demostrado que las proteinas Cry presentes en las fuentes de
alimento producen efectos subletales en abejas meliferas. De acuerdo con Ramirez-Romero
et al. (2008), los cultivos transgénicos de Zea mays que expresan proteinas Cry afectan el
aprendizaje y la plasticidad del comportamiento de forrajeo, lo cual perjudica la eficiencia
Apis mellifera para alimentarse.

La exposicion de las abejas meliferas jovenes a las toxinas Bt modificadas puede causar
efectos nocivos en su desarrollo y aprendizaje (Ramirez-Romero et al., 2008). Durante sus
primeras etapas de vida, las abejas meliferas desarrollan las estructuras fisiologicas
involucradas en el olfato y aprendizaje, como las glandulas hipofaringeas (Babendreier ef al.,
2005; Ramirez-Romero et al., 2008). Dado que las larvas y adultos jovenes son alimentados
con el polen almacenado en la colmena, la presencia de toxinas Bt en el alimento puede
ocasionar la acumulacion de éstas en los tejidos (Babendreier et al., 2005).

Aunque Apis mellifera, al ser una especie introducida en todos los continentes, se
considera un modelo de estudio para analizar los efectos de los OGM en organismos no
blanco, las repercusiones de la interaccion con OGM son diferentes en las especies nativas.
Los principios precautorios y procesos regulatorios para plantas GM deben considerar los

estudios que evidencian los multiples efectos de los OGMs en la gran diversidad de abejas
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nativas, sin dejar de lado las diferencias relevantes en su biologia, ciclos de vida y
comportamiento (Konrad et al., 2009).

Estudios como el de Seide et al. (2018), Ruiz-Toledo et al. (2014) y Abraham et al.
(2018), han demostrado como el glifosato y las proteinas Cry tienen efectos letales y alteran
el proceso de desarrollo de abejas nativas sociales como Melipona quadrifasciata,
Hypotrigona ruspolii y Tetragonisca angustula. Aunado a esto, los estudios que demuestran
los efectos del uso de agroquimicos y que la interaccion con OGM afecta particularmente a
las abejas solitarias son de suma importancia, ya que sus larvas se alimentan exclusivamente
de polen durante todo su desarrollo. Por ejemplo, Konrad et al., (2009) han reportado que el
consumo de polen genéticamente modificado afecta negativamente la longevidad de la abeja

solitaria Osmia bicornis.

V. Implicaciones socioambientales de la presencia de transgenes en miel producida en la

Sierra Norte de Puebla

El presente trabajo evidenci6 la presencia de transgenes en muestras de polen y miel de la
Sierra Norte de Puebla. Debido a que la presencia de polen GM en la miel es cada vez més
frecuente, es pertinente analizar los aspectos sociales y ambientales que enfrenta la
produccion apicola a pequefia escala, especialmente en el marco del comercio de productos
orgéanicos.

El desarrollo de estandares y certificaciones orgédnicas se promueve como herramientas
para incentivar a los individuos a cambiar sus practicas de consumo para transformar el
sistema agroalimentario (Flora et al, 2012). Dado que la adquisicion de dichos etiquetados
estd mediada por instituciones privadas y gubernamentales, se han generado nichos en el
mercado para diversas empresas que buscan declararse ambientalmente responsables (Bain y
Selfa, 2017).

Actualmente se ha cuestionado la creciente demanda de productos completamente libres
de OGMs en un sistema agroalimentario tecnificado donde se favorecen y predominan los
avances biotecnologicos (Bain y Selfa, 2017). La descripcion de nuevas consecuencias de los
cultivos GM en el ambiente ha evidenciado que las certificaciones organicas pueden dejar en
desventaja a los productores de miel, quienes se vuelven dependientes de las formas en las se

utiliza el territorio.
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En los sistemas agricolas intensivos, el manejo apicola tecnificado tiene como objetivo
producir miel y cera, ademas de promover la polinizaciéon de determinados cultivos
extensivos. No obstante, desde el enfoque agroecologico, las técnicas de manejo de Apis
mellifera y otras especies de abejas meliferas nativas se diversifican al permitir la planeacion
y el disefio del paisaje, por ejemplo, al considerar los periodos de floracion, preservar la
vegetacion silvestre, favorecer la siembra de determinadas especies y obtener semillas, al
mismo tiempo que mejoran la produccion de miel y otros productos (Liere y Philpott, 2017).

Asimismo, la apicultura y meliponicultura desarrollada en proyectos agroecoldgicos,
como el de la comunidad de Ocomantla, articulan las dimensiones ecologicas con las
socioecondmicas y sociopoliticas de los sistemas agricolas alternativos. La agroecologia que
contempla el manejo apicola orientado a la producciéon familiar , local y cooperativa brinda
numerosos beneficios al ser compatible con las actividades agricolas, costumbres y medios
de vida.

El interés de los jévenes por el manejo de abejas meliferas en Ocomantla es reciente, pero
se ha enriquecido a través del aprendizaje colectivo de técnicas agroecoldgicas, como la
planeacion de huertos comestibles y medicinales, compostas, cultivos de hongos,
fabricaciéon de biofertilizantes, entre otras. Este tipo de actividades, ademas de ser
complementario al manejo apicola, anade valor econémico y simbolico a las dindmicas de
produccion y trabajo, creando asi un nicho en el mercado de productos agroecologicos.

El proyecto agroecoldgico de Ocomantla ha construido redes para comercializar sus
productos entre consumidores que valoran sus técnicas de produccion y organizacion
colectiva. Por ejemplo, se ha vinculado con la organizacion urbana de la Ciudad de México
“Mercado Alternativo”, la cual promueve espacios en donde los productores pueden
comercializar sus productos sin la necesidad de intermediarios, al mismo tiempo que
favorecen la solidaridad entre los productores y consumidores.

La organizacion colectiva de los productores apicolas es una forma de aumentar sus
ingresos, generar oportunidades econdmicas en areas rurales, proteger la biodiversidad y
promover el consumo de alimentos agroecoldgicos. Dado que en la actualidad las
preocupaciones hacia la salud de los polinizadores van en aumento, los colectivos de
apicultores y meliponicultores son reconocidos no solo por la produccion de miel, sino
también por sus estrategias de organizacidn, participacion y empoderamiento social (Wolff et

al., 2015).
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Debido a que el manejo apicola es una actividad que depende de como se utilizan los
territorios, y que ademds es vulnerable a dafos ambientales y al cambio climatico, los
colectivos de apicultores y meliponicultores suelen forman parte de movimientos sociales
que promueven la solidaridad y accion social respecto a problematicas ambientales
(Suryanarayanan et al., 2014). Existen numerosos ejemplos de movimientos que han ganado
influencia global y han logrado impactos macroinstitucionales. Un buen ejemplo de esto es
la organizacidon de cooperativas de apicultores en la Peninsula de Yucatan que logré revocar
la autorizacion de siembra de soya GM.

El presente trabajo recalca la importancia de fortalecer la comercializacion de productos
agroecoldgicos, particularmente la miel. En lugar de limitar la aceptacion de los productos
apicolas en el mercado en dependencia de la presencia o ausencia de OGM, se propone
considerar las técnicas empleadas, el manejo de las abejas y el cuidado de la biodiversidad
como un parametro de calidad. Asimismo, la metodologia empleada en el presente trabajo es
una propuesta para monitorear la presencia de transgenes en proyectos apicolas
agroecologicos, con el fin de evidenciar la interaccion de OGM con flora y fauna nativa.

Si bien el presente trabajo evidencid la presencia del transgen cp4-epsps, es necesario,
como trabajo subsecuente, determinar la especie de origen del transgen mediante técnicas de
secuenciacion genomica. Si dicho transgen proviene de Zea mays o Gossypium hirsutum, las
colmenas muestreadas en el proyecto agroecoldogico de Ocomantla representan una
oportunidad para para monitorear los efectos en artropodos polinizadores a corto, largo y
mediano plazo. Dado que los transgenes cp4-epsps interactuaron con una especie de abeja
nativa, es importante recalcar la relevancia y urgencia de estudios que exploren los efectos
moleculares, bioquimicos, etoldgicos, ecoldgicos y evolutivos de la interaccion de abejas
nativas con plantas GM.

Ya que el transgen cp4-epsps confiere la tolerancia a diversos herbicidas derivados del
glifosato, es pertinente considerar a este ultimo como una de las posibles causas de la bajas
en la produccion de miel y las altas tasas de mortalidad en colmenas del Municipio de
Zihuateutla, sin embargo, es necesario determinar si la presencia de dicho transgen se
vincula con el uso de herbicidas a base de glifosato, para lo cual se deben realizar pruebas

fisicoquimicas a las muestras de polen y miel.
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CONCLUSIONES

El manejo apicola y la interaccion con OGM es un fendmeno cada vez mas frecuente de tal
forma que la presencia de polen GM en la miel resulta inevitable. Sin embargo, las técnicas
de produccidon agroecologicas y la organizacion colectiva de apicultores y meliponicultores
pueden compensar los efectos negativos del rechazo en el mercado organico, al promover la
apicultura agroecoldgica y el manejo de abejas meliferas nativas como una forma de cuidar
la biodiversidad en un sistema agroalimentario en crisis.

El conocimiento generado mediante el estudio particular de las colmenas del proyecto
agroecologico en la comunidad de Ocomantla, es una propuesta para cuestionar los retos y
limitaciones de las certificaciones organicas. Asi como considerar los procesos de
produccion, cuidado de la heterogeneidad territorial y biodiversidad como cualidades de
mayor relevancia en la comercializacion de miel.

El muestreo de polen recolectado directamente de las colmenas de Apis mellifera y
Scaptotrigona mexicana mediante el raspado de celdas o potes de polen, junto con la toma
de coordenadas geograficas, asi como el etiquetado y almacenamiento adecuado, resultan un
método accesible y eficiente para todo aquel que desee recabar informacidon sobre las
preferencias y patrones de forrajeo de abejas meliferas.

Por otro lado, la extraccion de ADN de polen utilizando el protocolo Doyle y Doyle
(1987) con las modificaciones mencionadas resultd exitosa, ya que se obtuvo ADN botanico
de buena calidad que permiti6 llevar a cabo andlisis PCR punto final. A pesar de esto la
concentracion y calidad del ADN se ven afectadas por la variacién en los procesos de
fermentacion durante el almacenamiento en las celdas y potes.

En los andlisis PCR punto final, se detect6 la presencia del gen cp4-epsps en la muestra
de miel de cosechada Apis mellifera en 2019, al igual que se detectd la presencia de dicho
gen en 31 de las 32 muestras de polen analizadas. En las muestras de polen colectado por
Scaptotrigona mexicana, se detectd la presencia del gen cp4-epsps en 19 de los 20 potes
analizados. Sin embargo, no se detectd la presencia de transgenes crylAc ni cry2AB en
ninguna muestra.

En el presente trabajo unicamente se determind la presencia/ausencia de transgenes
cp4-epsps, crylAc 'y cry2AB. Se requieren analisis genéticos especificos para determinar el
origen de dichos transgenes. No obstante, los resultados evidencian que los gametos GM

estan interactuando en el ambiente con organismos no blanco en el estado de Puebla.
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Anexo 1: Protocolo de obtencion de polen de miel

Objetivo: extraer polen de muestras de miel para posteriormente obtener ADN.

1. En caso de que la miel se encuentre cristalizada, es necesario calentarla en bafio Maria. La
miel debe estar completamente liquida para facilitar su manejo.

2. Pesar 12.5 gramos de miel en tubos falcon de 50ml.

Primer lavado.
3. Calentar agua destilada a 50 © C y aforar cada tubo falcon a 20 ml.
4. Disolver los cristales de azticar en la miel agitando el tubo manualmente. Procurar que los
azucares estén disueltos por completo antes de centrifugar.

5. Centrifugar las muestras a 2700 rpm por 10 minutos.

Segundo lavado.

6. Desechar el sobrenadante y aforar cada tubo falcon a 20 ml con agua destilada a 50 ° C
7. Centrifugar las muestras a 2700 rpm durante 5 minutos.
8. Desechar sobrenadante.
Tercer lavado.
9. Con ayuda de una micropipeta de 1000 pL, resuspender los pellets y transferirlos a tubos de
1.5ml con seguro para Tissue Lyser II.
10. Aforar las muestras a 1.5 ml.
11. Centrifugar a 2700 rpm durante 5 minutos.
12. Desechar el sobrenadante y anadir 50 uLL de agua destilada a cada muestra.

13. Guardar las muestras a 4 ° C para su almacenamiento prolongado.
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Anexo 2: Disrupcion de polen para extraccion de ADN

Descongelar muestras de polen y resuspender los pellets con 100 pL de agua destilada.
Transferir las muestras a tubos para microcentrifuga de 2 mL con tapa de seguro.

Colocar en cada tubo balines para lisis’.

> v b=

Colocar las muestras en el equipo TissueLyser II de Quiagen por 1 minuto a 30 Hz.

” En este protocolo se utilizaron los balines contenidos en los tubos de lisis Bashing Beads del Kit de Bioline ISOLATE 11
Fecal DNA y los balines contenidos en los tubos para lisis ZR BashingBead Lysis Tubes (0.5 mm) de Zymo Research.
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Anexo 3: Protocolo de extraccion de ADN con CTAB, modificado de Doyle y Doyle

10.
11.
12.
13.
14.
15.

(1987)

Agregar a cada muestra 751 pL de CTAB y 1.5 pL de  mercapto. Calcular las
cantidades de reactivo necesario para el total de muestras y preparar dentro de la
campana.

Incubar las muestras con movimiento a 65°C por 30 minutos. Posteriormente, afiadir 4
pL de proteinasa K e incubar nuevamente por 30 minutos a la misma temperatura.
Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Agregar 750 uL de una mezcla fria de 24:1 de cloroformo. Agitar en el vortex hasta
formar dos fases.

Centrifugar durante 10 minutos a 600 rpm a temperatura ambiente.

Recuperar la fase acuosa, procurando no contaminarla y desechar el resto. Trasladar la
acuosa a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml.

Agregar 2 volimenes de isopropanol frio, aforando todos los tubos a 1.5 ml.

Agitar ligeramente para homogeneizar. Dejar reposar 20 minutos a temperatura
ambiente, con la finalidad de dejar precipitar los 4cidos nucleicos. Una vez
transcurrido el tiempo, verificar que el tubo se vea completamente translicido.

Dejar reposar las muestras en isopropanol durante 17 horas a 4° C.

Centrifugar 10 minutos a 6,000 rpm a temperatura ambiente.

Desechar el sobrenadante y dejar los pellets en el tubo.

Agregar 1 ml de etanol al 70% a cada tubo.

Centrifugar 5 minutos a 7000 rpm a 4 ° C.

Dejar que se evapore por completo el etanol de cada muestra.

Resuspender la muestra con 50 pL de agua libre de nucleasas.

Almacenar las muestras a -20 ° C.
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Anexo 4: Protocolo de realizacion de PCR punto final

Se utiliz6 siguiente formula para calcular los volumenes y concentraciones:

Cl1VI=C2V2

Donde:

e (Cl= concentracion inicial

e (2= concentracion final

e VI=volumen para una muestra

e V2= volumen para total de muestras

Realizacion de PCR Punto Final para muestras provenientes de mezcla de mieles de los

cuatro apiarios CanFlor, colectada en 2019

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen para Volumen para el total
inicial (C1) final (C2) una muestra (V1) de muestras (V2)
H20 - - 10.8 uL 97.2 uL
PCR
Buffer 5X 1x 5.0 uL 45.0 uL
MgCl12 25 mM 3 mM 3.0 uL 27.0 uL
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 uL 4.5 uL
Forward
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 2.7 uL
CrylAC
Reverse
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 2.7 uL
CrylAC
Taq Su/pL lu 0.1uL 0.9 uL

* Se utilizaron 5 puL de ADN por muestra

Tabla 5: reactivos utilizados para PCR realizado el 5 de noviembre de 2019 para corroborar presencia/ausencia del

transgen crylAc. Para un total de 9 muestras (6 muestras, control positivo, control negativo y tributo).
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. Concentraciéon Concentracién Volumen para una Volumen para el total
Reactivo inicial (C1) final (C2) muestra (V1) de muestras (V2)
H20 - - 10.1puL 90.9 nL
PCR
Buffer 5X 1x 5.0 uL 45.0 uL
MgCl12 25 mM 3 mM 3.0 uL 27.0 uL
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 uL 4.5 L
Forward
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 2.7 uL
Cry2AB
Reverse
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 pL 2.7puL
Cry2AB
Forward
primer CP4 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 2.7 uL
EPSPS
Reverse
Primer CP4 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 2.7 uL
EPSPS
Taq S5u/uL 2u 0.2 uL 1.8 uL

* Se utilizaron 5 pL de ADN por muestra.

Tabla 6: Reactivos utilizados para PCR realizado el 5 de noviembre de 2019 para corroborar presencia/ausencia de los

transgenes cry24by cp4-epsps. Para un total de 9 muestras (6 muestras, control positivo, control negativo y tributo).

R Concentracién Concentraciéon Volumen para una | Volumen para el total
eactivo
inicial (C1) final (C2) muestra (V1) de muestras (V2)
H20 - - 10.8 uL 97.2 uL
PCR
5X 1x 5.0 uL 45.0 uL
Buffer
MgC
25 mM 3mM 3.0 uL 27.0 uL
112
dNT
P 10 mM 0.2 mM 0.5 uL 45.0 uL
s
Forw
ard 10 mM 0.12 mM 0.3 pL 2.7puL
Primer
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CP4
EPSPS

Reve
se
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 2.7 uL
CP4
EPSPS

Taq 5u/puL lu 0.1 uL 0.9 uL

* Se utilizaron 5 pL de ADN por muestra.

Tabla 7: Reactivos utilizados para PCR realizado el 20 de noviembre de 2019 para corroborar presencia/ausencia del

transgen cp4-epsps. Para un total de 9 muestras (6 muestras, control positivo, control negativo y tributo).

Realizacion de PCR Punto Final para muestras provenientes de apiarios CanFlor
muestreados por separado (Apis mellifera) y potes de polen de Scaptotrigona mexicana,

muestras colectadas en 2020

Volumen para el
Reactivo Concentracié Concentracié Volumen para una total de muestras
n inicial (C1) n final (C2) muestra (V1)
(V2)
H20 - - 13.2 uL 462 L
PCR Buffer 5X 1x 5.0 uL 175 pLL
MgS04 25 mM 3 mM 3.0uL 105 pL
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 uL 17.5 uL
Forward
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 10.5 uL
Cry2AB
Reverse
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 10.5 uL
Cry2AB
BSA 10 mM - 0.5 puL 17.5 uL
Taq Su/uL lu 0.2 uL 7 uL

* Se utilizaron 2 pL de ADN por muestra.

Tabla 8: Reactivos utilizados para PCR realizado el 7 de diciembre de 2021 para corroborar presencia/ausencia del

transgen cry2A4b. Para un total de 35 muestras (32 muestras, control positivo, control negativo y tributo).
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Volumen para el

Reactivo Concentracio Concentracio Volumen para una total de muestras
n inicial (C1) n final (C2) muestra (V1)
(V2)
H20 - - 13.2 uL 462 L
PCR Buffer 5X 1x 5.0 uL 175 pL
MgSO4 25 mM 3 mM 3.0 uL 105 pL
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 uL 17.5uL
Forward
Primer CP4 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 10.5 uL
EPSPS
Reverse
Primer CP4 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 10.5 uL
EPSPS
BSA 10 mM - 0.5puL 17.5 uL
Taq Su/ulL lu 0.2 uL 7 uL

* Se utilizaron 2 pL de ADN por muestra.

Tabla 9: Reactivos utilizados para PCR realizado el 7 de diciembre de 2021 para corroborar presencia/ausencia del

transgen cp4-epsps. Para un total de 35 muestras (32 muestras, control positivo, control negativo y tributo).

Volumen para el
Reactivo Concentracié Concentracié Volumen para una total de muestras
n inicial (C1) n final (C2) muestra (V1)
V2)
H20 - - 17.3 uL 605.5 uL
PCR Buffer 10X 1x 2.5 uL 87.5 uL
MgSO4 50 mM 3 mM 1.5puL 52.5uL
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 puL 17.5 uL
Forward
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 10.5 uLL
CrylAC
Reverse
Primer 10 mM 0.12 mM 0.3 uL 10.5 uL
CrylAC
BSA 10 mM - 0.5 uL 17.5 uL
Taq 10 u/pL lu 0.1 uL 3.5uL

* Se utilizaron 2 pL de ADN por muestra

Tabla 10: Reactivos utilizados para PCR realizado el 8 de diciembre de 2021 para corroborar presencia/ausencia del

transgen crylAc. Para un total de 35 muestras (32 muestras, control positivo, control negativo y tributo). En esta reaccion se

realizo un cambio de reactivos y Taq polimerasa (anexo 6).
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Notas:
Para las reacciones de PCR realizadas 5 y 20 de noviembre de 2019 se utilizo la
termocicladora GeneAdmp PCR System 9700 de Applied Biosistems. Para las reacciones
realizadas el 7 y 8 de diciembre de 2021 se utilizo la termocicladora Mastercycler, Nexus
Gradient de Eppendorf. Las condiciones de reaccion para los tres transgenes fueron las
siguientes: 95 °C por 8 minutos (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos a 95 °C de 20 segundos
(desnaturalizacion), 61 °C por un minuto (alineamiento), 72 °C por un minuto (extension) y

una extension final de 72 °C por 8 minutos.
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Anexo 5: Protocolo para preparacion de geles de agarosa, visualizacion de la

integridad de ADN y productos PCR por medio de electroforesis

Proporciones para geles de 20 de peines:

Para geles al 1% pesar 1.0 g de agarosa.
Para geles al 1.5% pesar 1.5 de agarosa.

Para geles al 2% pesar 2.0 g de agarosa.

Cantidades de productos para visualizacion:

e Para visualizar integridad de ADN: Colocar sobre parafilm 2 pLL de ADN, con 3 pL de
buffer de carga.

e Para visualizar productos PCR: Colocar sobre parafilm 3 pL del producto PCR con 3
uL de buffer de carga.

Procedimiento:

1) En un matraz colocar 100 ml de TBE (Tris-acido borico-EDTA) al 0.5X con un pH de
8.0

2) Calentar la mezcla dentro del matraz por aproximadamente 1 minuto. Mezclar por
agitacion hasta que la mezcla esté completamente traslucida.

3) Verter la mezcla en el molde con peines. Dejar enfriar hasta solidificar por completo.
Retirar cuidadosamente los peines.

4) Colocar el gel dentro de la camara de electroforesis previamente calibrada y llenar con
TBE 0.5X.

5) Cargar cada muestra en un pozo dentro de la camara de electroforesis.

6) Conectar la camara de electroforesis a una fuente de poder, asegurandose que el ADN
corra del polo negativo al positivo.

7) Dejar correr el gel a 85 Volts por 40 minutos.

8) Visualizar los resultados en una cdmara con exposicion a rayos UV (480 nm).
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Anexo 6: Controles positivos utilizados en PCRs punto final

Transgen | Especie de procedencia | Origen de la muestra Clave

crylAc Gossypium hirsutum Pinotepa de Don S3-13

Luis, Oaxaca

cry24b Gossypium hirsutum Pinotepa de Don S1-10

Luis, Oaxaca

cpdeps Gossypium hirsutum Pinotepa de Don S2-7

s Luis, Oaxaca

Tabla 11: Controles positivos proporcionados por Daniel Morales Villegas, como parte de su trabajo de licenciatura

“Monitoreo de transgenes en variedades de algodon nativo en cultivos de la Costa Chica de Oaxaca”
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Anexo 7: Caracteristicas de los primers empleados para PCR punto final

Nombre del oligo Secuencia del Peso
Punto de Fusiéon Concentracio Peso del
oligo (5°-3") Molecular
(TM) n amplicon
(MW)
CP4 Barbaul2 F 5’- GCA TGC 108 pb
TTCACG GTG 5,499.6 (Barbau
569 -C 10 mM
CAA -3’ g/mol Piednoir et
al., 2012)
108  pb
5’- TGA AGG
5,957.9 (Barbau
CP4 Barbaul2 R ACC GGT GGG 58.1-C 10 mM
g/mol Piednoir et
AGAT-3
al., 2012)
5’- CAG CGG 260  pb
6,048.0
Cry2Ab_Randhawal0_F CGC CAA CCT imol 63.5-C 10 mM (Randhawaet
g/mo
CTACG -3’ al., 2010)
5’- TGA ACG 260 pb
6,744.4
Cry2Ab_Randhawal0 R GCG ATG CAC ol 60.6 -C 10 mM (Randhawaet
'mo
CAAT TGT -3~ £ al., 2010)
228 pb
5’- GAC CGC
7,122.7 (Randhawa y
CrylAc Randhawal3 F TTA CAA GGA 59.1 -C 10 mM
g/mol Chhabra,
GGG ATA CG -3°
2013)
228 pb
5’- ACG GAG
7,107.7 (Randhawa y
CrylAc_Randhawal3 R GCA TAG TCA 62.8 -C 10 mM
g/mol Chhabra,
GCACC-3’
2013)

Tabla 12: Informacion de los primers utilizados marca Integrated DNA Technologies (IDT)
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Anexo 8: Especificaciones de reactivos utilizados

Reactivo Marca Nombre comercial Concentracion
Proteinasa K Thermo Scientific Proteinase K 20 mg/mL
(recombinant) PCR
grade
B mercapto Sigma Aldrich 2- Mercaptoethanol 78.13 g/mol

Tabla 13: Reactivos utilizados para el protocolo de extraccion de ADN con CTAB, modificado de Doyle y Doyle (1987)

Reactivo Marca Nombre comercial Concentracién

H20 libre de Sigma Aldrich Nuclease-Free =~ Water, for -
nucleasas Molecular Biology

PCR Buffer Promega Colorless, GoTaq Flexi Buffer 5X

MgCl12 Promega MgCl12 25mM

dNTPs Thermo Scientific dNTP Set, molecular biology 4X 100pumol

grade

Albimina de New England BSA (Molecular Biology 20 mg/ml
Suero Bovino | BioLabs Grade)
(BSA)

Forward Primer IDT Cry2Ab_Randhawal(Q_F 10 mM
Cry2AB

Reverse Primer IDT Cry2Ab_Randhawal0 R 10 mM
Cry2AB

Forward Primer IDT CP4 Barbaul2 F 10 mM
CP4 EPSPS

Reverse Primer IDT CP4 Barbaul2 R 10 mM
CP4 EPSPS

Taq polimerasa Promega GoTaq Flexi DNA S5u/puL

Polymerase

Tabla 14: Reactivos utilizados en la realizacion de PCR punto final, el 5, 20 de noviembre de 2019 y 7 de diciembre de 2021
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Reactivo Marca Nombre comercial Concentracion

H20 libre de Sigma Aldrich Nuclease-Free Water, for Molecular -
nucleasas Biology

PCR Buffer Invitrogen 10X High Fidelity PCR Buffer 10X

MgS04 Invitrogen MgS0O4 50 mM

dNTPs Thermo dNTP Set, molecular biology grade 4X 100umol

Scientific

Albumina de New England BSA (Molecular Biology Grade) 20 mg/ml
Suero Bovino | BioLabs
(BSA)

Forward Primer IDT CrylAc_Randhawal3 F 10 mM
CrylAC

Reverse Primer IDT CrylAc_Randhawal3 R 10 mM
CrylAC

Taq polimerasa Invitrogen Invitrogen  Platinum Taq DNA 10 u/uL

Polymerase High Fidelity

Tabla 15: Reactivos utilizados en la realizaciéon de PCRs punto final, el 8 de diciembre de 2021

Reactivo Marca Nombre comercial Concentracion

Agarosa Roche Agarose MP (Grado para -

biologia molecular)

Agarosa Vivantis Agarose LP (Grado para -

biologia molecular)

Buffer de Promega Green Go taq Flexi 5X
carga Buffer

Escalera Vivantis. VC 100bp Plus DNA 5x
molecular Ladder

Escalera Bioline Hyperladder 100bp 5x
molecular

Tabla 16: Reactivos utilizados para la visualizacion de la integridad de ADN y productos PCR por medio de

electroforesis
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Anexo 9: Maiz sembrado cerca de los apiarios muestreados

Figura 31: A) Cultivo de maiz cercano al apiario “ADVC Kolijke”, enero 2021 B) Terreno de cultivo anual de maiz,

cerca del apiario “Ojo de agua/Tranca de Fierro”, enero 2020.
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Anexo 10: Tabla de eventos de liberacion de Organismos Genéticamente Modificados

en México (proteinas Cry y EPSPS)?

Nombre Evento Compaiiia Genes insertos Aifio de Caracteristica
comercial liberacién conferida
Alfalfa J101 Monsanto epsps cp4 Tolerancia a

Roundup Company (aroA:CP4) 2005Y 2010 | herbicidas con
Ready™ glifosato
Tabla 17: eventos de liberacion de Medicago sativa (alfalfa) GM en México (proteinas Cry y EPSPS).

Nombre Evento Compaiiia Genes insertos Aifio de Caracteristica
comercial liberacién conferida
Canola GT73 (RT73), Monsanto epsps cp4 1996y 2013 Tolerancia a

Roundup MONS88302 Company (aroA:CP4) y herbicidas  con

Ready™, Canola goxv247 glifosato

TruFlex™

Roundup

Ready™

InVigor™ x | MONS88302 Monsanto epsps cp4 2015 Tolerancia a

TruFlex™ XMS8 XRF3 Company (aroA:CP4), bar, herbicidas  con

Roundup barnasa y estrella glifosato y

Ready™ Canola de bar. alteraciones en la
fertilidad de Ia
planta

Tabla 18: eventos de liberacion de Brassica napus (Canola Argentina) GM en México (proteinas Cry y EPSPS).

Nombre Evento Compaiiia Genes insertos Afio de Caracteristica
comercial liberacion conferida
Algodon 281-24-236 X Dow Endotoxina 2004 Resistencia a
WideStrike™ 3006-210-23 AgroSciencies delta CrylAc, los insectos
(MXB-13) LLC Endotoxina delta lepidopteros
8 Informacién disponible en
https://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/advsearch/default.asp?CroplD=Any&TraitTypelD=Any&Developerl
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CrylF y enzima
PAT

Algodon 3006-21 0-23 X Dow epsps cp4 2005 y 2008 Tolerancia a
WideStrike™ 281-24-236 AgroSciencies (aroA:CP4), herbicidas  con
Roundup LLC y Monsanto | Endotoxina delta glifosato,
Ready™, Company CrylAc, resistencia a los
Algodon Endotoxina delta insectos
Widestrike™ CrylF y enzima lepiddpteros,
Roundup Ready PAT resistencia a
Flex™ y antibioticos
Widestrike™  x
Roundup Ready
Flex™ X
VIPCOT™
Cotton

Bollgard® IIT | COT102 X Monsanto Endotoxina 2003 y 2014 Tolerancia a
y Bollgard® II MON15985 Company delta  CrylAc, herbicidas  con

Endotoxina delta glifosato y
Cr21Ab, resistencia a los
marcadores  de insectos
seleccion  (mida, lepiddpteros
nptll, aph4)

GlyTol™, GHB614 Bayer Enzima 2008, 2012 Tolerancia a
Glytol™ X CropScience S-enolpiruvil herbicidas  con
Twinlink™ y shikimato-3-fosfa glifosato
Algodon to sintasa
Glytol™ X (version  doble
Twinlink™ X mutante,

VIPCOT™ proveniente  de
Zea mays),
Endotoxina delta
Cr21Ab,
Endotoxina delta
CrylAc, enzima
PAT

Algodon MON1445 Monsanto epsps cp4 2000 Tolerancia a
Roundup Company (aroA:CP4), herbicidas  con
Ready™ marcador de glifosato y

seleccion nptll. resistencia a

antibioticos
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Algodon MON15985 Monsanto epsps cp4 2006 Tolerancia a
Roundup Company (aroA:CP4), herbicidas  con
Ready™ endotoxina delta glifosato,
Bollgard II™ CrylAc, confiere

Endotoxina delta resistencia a los
Cr21Ab, insectos
marcadores  de lepidopteros y
seleccion  (mida, resistencia a
nptll, aph4) antibidticos

Bollgard™ MON231 Monsanto Endotoxina 1996 Tolerancia a
Cotton, Ingard™ Company delta  CrylAc, herbicidas  con

marcador de glifosato y
seleccion nptll. resistencia a
antibioticos

Algodon MONS88913 Monsanto cp4 epsps 2006 Tolerancia a
Roundup Company (aroA:CP4) herbicidas  con
Ready™ Flex™ glifosato

Algodon MONZ88913 X Monsanto epsps cp4d 2006 Tolerancia a
Roundup MON15985 Company (aroA:CP4), herbicidas  con
Ready™ Flex™ endotoxina delta glifosato,
Bollgard [I™ CrylAc, confiere

Endotoxina delta
Cr21Ab,

marcadores  de
seleccion  (mida,

nptll, aph4)

resistencia a los
insectos

lepidopteros 'y
resistencia a

antibioticos

Tabla 19: eventos de liberacion de Gossypium hirsutum (Algodon)GM en México (proteinas Cry y EPSPS).

Nombre Evento Compaiiia Genes insertos Afio de Caracteristica
comercial liberacion conferida

No 3272 X Btl1 X Syngenta Endotoxina 2010 Tolerancia a
disponible MIR604 X GA21 delta CrylAc, herbicidas  con

Enzima
5-enolpiruvil

shikimato-3-fosfa

to sintasa
(version  doble
mutante,

glifosato,
resistencia a
insectos
coleodpteros y
lepiddpteros
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proveniente  de
Zea

mays),marcadore
s de seleccion
(mida, nptll,
aph4), y enzima
PAT

Agrisure® 5307 X MIR604 Syngenta Endotoxina 2013 Tolerancia a
Duracade™ 5122 | X Btl1 X delta herbicidas  con
y Agrisure® | TC1507 X CrylAc,proteina glifosato,
Duracade™ GA21 delta endotoxina resistencia a
5222, Agrisure® quimérica insectos
Duracade™ (Cry3A-CrylAb) coleodpteros y

, enzima lepiddpteros
S-enolpiruvil
shikimato-3-fosfa
to sintasa
(version  doble
mutante,
proveniente  de
Zea
mays),marcadore
s de seleccion
(mida, nptll,
aph4), y enzima
PAT

Herculex™ 59122 X NK603 DuPont enzima 2006 Tolerancia a
RW Roundup 5-enolpiruvil herbicidas  con
Ready™ 2 shikimato-3-fosfa glifosato,

to sintasa resistencia a
(version  doble insectos
mutante, coledpteros y
proveniente  de lepidopteros

Zea mays),

Endotoxina delta

Cry34Abl y

Cry35Abl

Agrisure™ Btl1 Syngenta enzima 2007 y 2010 Tolerancia a
CB/LL y | (X4334CBR, S-enolpiruvil herbicidas  con
Agrisure® 3122 X4734CBR), shikimato-3-fosfa glifosato y
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Btl1 X 59122 X
MIR604 X
TC1507 X
GA21, Btllx
GA21

to sintasa
(version  doble
mutante,
proveniente  de
Zea mays),
Endotoxina delta
CrylAc y enzima
PAT

resistencia a
insectos

lepiddpteros

Agrisure® Btl1 X MIR162 Syngenta Endotoxina 2017 Tolerancia a
Viptera™ 3110 delta CrylAc. herbicidas  con
glifosato y
resistencia a
insectos
lepidopteros

Maiz GA21 Monsanto enzima 2002 Tolerancia a
Roundup Company S-enolpiruvil herbicidas  con
Ready™, shikimato-3-fosfa glifosato
Agrisure™GT to sintasa

(version  doble
mutante,
proveniente  de
Zea mays)

Mavera™ LY033 X Renesen LLC cordapA, 2008 Incrementa la
YiedGard ™ [ MON&810 and  Monsanto | crylAb produccion  de
Maize Company lisina y confiere

resistencia a
insectos
lepidopteros

No SYN-IR162-4 x Syngenta vip3a20, pmi, | 2017 Resistencia a
disponible MON-89034-3 cry2Ab2, cryl A los insectos

lepidopteros

YieldGard™, | MON-0Q@810-6 Monsanto crylAb, 2002 Tolerancia a
MaizeGard™ Company grox247, herbicidas  con

cp4-epsps, nptll

glifosato y
resistencia a
insectos
lepidopteros
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YieldGard™ | MON-O@810-6 Monsanto crylAb, 2006 Tolerancia a
VT Triple x MON-88017-3 | Company cry3Bbl, herbicidas  con
cp4-epsps, nptll glifosato y
resistencia a
insectos
lepiddpteros
Tabla 20: eventos de liberacion de Zea mays (Maiz) GM en México (proteinas Cry y EPSPS).
Nombre Evento Compaiiia Genes insertos Afio de Caracteristica
comercial liberacion conferida
No disponible DAS81419 Dow crylAc, pat, 2015 Resistencia a
AgroSciences crylF los insectos
LLC lepidopteros
Conkesta Enlist DAS81419 X Dow crylAc, pat, 2016 Resistencia a
E3 Soybean DAS44406 AgroSciences crylF, 2mepsps los insectos
LLC lepidopteros
Roundup ready GTS 40-3-2 Monsanto cp4 epsps | 1996 Tolerancia a
Soybean (40-3-2) Company (aroA:CP4) herbicidas  con
glifosato
No disponible MON87701 Monsanto crylAc 2010 Resistencia a
Company los insectos
lepiddpteros
Intacta™ MONS87701 X Monsanto crylAc, cp4 2011 Tolerancia a
Roundup MONS89788 Company epsps (aroA:CP4) herbicidas  con
Ready™ 2 Pro glifosato y
resistencia a
insectos
lepiddpteros
Vistive Gold™ MONS87705 Monsanto cp4 epsps 2011 Tolerancia a
Company (aroA:CP4), herbicidas  con
fatb1-A, fad2-1A glifosato
Genuity® MONS87708 Monsanto cp4 epsps 2012 Tolerancia a
Roundup Company (aroA:CP4), dmo herbicidas  con
Ready™ 2 glifosato
Xtend™
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No disponible MONS87769X Monsanto cp4 epsps 2012 Tolerancia a
MONR89788 Company (aroA:CP4),Pj.D herbicidas  con
6D, Nc.Fad3 glifosato
Genuity® MON89788 Monsanto cp4 epsps 2008 Tolerancia a
Roundup Ready Company (aroA:CP4) herbicidas  con
2 Yield™ glifosato

Tabla 21: eventos de liberacion de Glycine max L. (soya) GM en México (proteinas Cry y EPSPS).
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