XVI Congreso Nacional de

Biotecnologia y Bioingenieria

21 al 26 de Junio de 2015 Guadalajara, Jalisco, México.

VALIDACION DE UN METODO PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE SECUENCIAS
GENETICAMENTE MODIFICADAS EN MIEL MEDIANTE gPCR

José Luis Juarez Vargas, Aidé Jiménez Martinez, Ma. Guadalupe Barrera Andrade. Centro Nacional de Referencia en
Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados. Direccion General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y
Pesquera. Km 37.5 Carretera Federal México-Pachuca. Estado de México, Tecamac de Felipe Villanueva Centro, C.P
55740. juarez.joseluis@hotmail.com

Palabras clave:OGM, miel, gPCR.

Introduccion. México es uno de los tres principales
paises que producen y exportan miel al mundo (1). La
exigencia de controles para la exportacion de productos
relacionados con miel a la Unién Europea es cada vez
mas rigurosa. Existe la posibilidad de que las abejas
recolecten polen genéticamente modificado (GM) y lo
lleven al panal donde se elabora la miel (2), incorporando
este ingrediente al producto. Esto pudiera ocasionar que
se cierren los canales comerciales para la exportacion de
miel debido a la presencia de polen GM. Por ello, es
necesario implementar una metodologia confiable y veraz
para el analisis de secuencias GM en este producto.

El objetivo del presente trabajo fue validar una
metodologia para la extraccion de ADN gendmico, la
deteccion de secuencias GM y la cuantificacion del
evento MON-@4@332-6 en miel mediante PCR en tiempo
real (QPCR).

Metodologia. La estrategia experimental utilizada fue la
realizacion de mezclas de harinas GM de soya con el
evento MON-@4@32-6 y harina convencional de soya
para obtener diferentes porcentajes (3). Se obtuvieron
harinas con diferentes concentraciones del evento MON-
B40232-6, las cuales se agregaron a muestras de mieles
caracterizadas previamente como libres de secuencias
GM. La extraccion de ADN se realiz6 mediante el método
modificado de CTAB (4). Finalmente, se estandarizo la
técnica de gPCR para conocer los limites de deteccion y
cuantificacion del evento MON-@4@32-6.

Resultados.

La estandarizacion de la extraccion de ADN de polen de
miel se realizé satisfactoriamente mediante el protocolo
propuesto. Los ensayos de amplificacion de diversos
elementos de referencia (t-RNA, actina y genes
enddégenos) en las muestras de miel permitieron
demostrar la confiabilidad del protocolo. Posteriormente,
se estandariz0 la detecciéon de secuencias GM (P35S vy t-
NOS) de manera confiable. El limite de deteccion se
establecié mediante la existencia de amplificacion para el
evento especifico MON-@4@32-6 para cada una de las
mezclas generadas.

% Mezcla 1.0 | 05 | 0.1 |0.05

% Deteccion | 100 | 100 | 100 | 100
Tabla 1. Limite de deteccion para el evento especifico MON-@4@32-6.

El limite de cuantificacion se estableci6 mediante la
interpolacién de cada una de las mezclas generadas para
el evento especifico MON-@4@32-6 dentro de una curva
estandar (5).

% Mezcla 1.0 0.5 0.1 0.05
Cuantificacién Si Si Si *x
Promedio 1.15 0.59 0.11 0.048
S 0.0978 | 0.0586 | 0.0255 | 0.0810
U (RSDyp) 0.0244 | 0.0146 | 0.0063 | 0.0202
U combinada UC | 18.100 | 18.100 | 18.100 | 18.100

Tabla 2. Limite de cuantificacion para el evento especifico MON-
B4D32-6.

** E| resultado para la mezcla de 0.05% es una extrapolacion y
no una interpolacién debido a que ésta sale de los puntos de la
curva estandar.

Conclusiones.

Se realizé la validacion de extraccion de ADN gendémico
de miel.

El ADN obtenido de la aplicacion del protocolo de
extraccion es confiable para los ensayos de deteccion de
secuencias GM

El limite de deteccion para el evento especifico MON-
@4@32-6 en la matriz de miel fue 0.05%.

El limite de cuantificacién para el evento especifico MON-
B4@32-6 en la matriz de miel fue 0.1%
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