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Resumen

En el Tolima (Colombia) se sembraron 4088 hectareas de algoddn genéticamente
modificado en el 2009. Con base en esta informacion y con el fin de fortalecer las
medidas de bioseguridad que garanticen el uso seguro de los cultivos
genéticamente modificados (CGM), se realiz6 un monitoreo del flujo de genes,
con el objeto de detectar si existe flujo de transgenes via semilla y polen desde
variedades transgénicas hacia algodén convencional y/o individuos asilvestrados
de algoddén en la Agremiacibn Remolino S.A., en el municipio del Espinal
(Tolima). El estudio se desarrollé en el primer semestre de 2010 y se muestrearon
lotes cultivados con algodén convencional, zonas refugio de lotes cultivados con
algodon transgénico e individuos de algodon asilvestrados. En cada lote se
tomaron 9 puntos de muestreo, en donde se colectaron hojas y semillas de una
planta individual. Para detectar el flujo de genes se utilizaron las técnicas de
Inmunostrip™, PCR y Elisa. Se analizaron 56 refugios (14,3%) y 27 lotes
cultivados con algodén convencional (62,8%). Se encontré evidencia de flujo de
genes via semilla en 26 lotes cultivados con algodén convencional (96%) y en 45
refugios (80,4%). Se evidencio flujo de genes via polen en 1 lote cultivado con
algodon convencional y en 9 refugios. En todos los lotes cultivados con algodon
convencional se evidenci6 flujo de genes, solo en 2 refugios y en los individuos

asilvestrados no se evidenci6 ningun tipo de flujo de genes.

Palabras Clave: Flujo de genes, Bioseguridad, Algodon transgénico, Algoddn

convencional.



Abstract

In 2009, 4088 hectares of GM cotton in Tolima (Colombia) were planted. Based
on this information and to strengthen biosecurity measures to ensure the safe use
of genetically modified crops (GMC), we performed gene flow monitoring with a
view to detecting seed and pollen mediated transgene flow from transgenic cotton
varieties to conventional cotton varieties and/or wild species of cotton in the
Remolino S.A. unionization, in the municipality of Espinal (Tolima). The study was
realized in the first half of 2010 and sampled fields with conventional cotton,
refuge areas of fields with transgenic cotton and one feral species. In each field
were taken 9 sampling points, leaves and seeds were collected from a single
plant. To detect gene flow were used Inmunostrip™, PCR and ELISA
techniques. 56 refuge (14.3%) and 27 fields with conventional cotton (62.8%)
were analyzed. We found evidence of seed mediated gene flow in 26 fields with
conventional cotton (96%) and in 45 refuges (80.4%). We were evidence of pollen
mediated gene flow in 1 field with conventional cotton and 9 refuges. All fields
cultivated with conventional cotton showed gene flow, only 2 refuges and feral

species did not reveal any gene flow.

Key words: gene flow, biosecurity, transgenic cotton, conventional cotton.
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Introduccidn

El algodon es el tercer cultivo genéticamente modificado mas abundante (1) y es
un cultivo de autopolinizacion con baja proporcién de cruzamiento, probablemente
por esta razdn se han realizado pocos estudios sobre flujo de genes via polen o

via semillas (2). Esta ultima via ha recibido menor atencion (2, 3).

El flujo de genes via polen desde parcelas cultivadas con algodén genéticamente
modificado hacia algodon convencional tiene varios reportes (2, 4-12) y/o via
semillas (2, 11). Como causa principal se sefala la presencia de insectos
polinizadores, principalmente abejas, abejorros y en segundo lugar avispas,

moscas, hibiscos y mariposas (6, 13).

Se han reportado otros factores que afectan e influyen en la proporcion de
polinizacién cruzada que pueda presentarse entre genotipos de algodoén: cantidad
de polinizadores, aumento o disminucién en aplicaciones de insecticidas (5, 6, 14-
15); viento (5); ubicacion de los cultivos, condiciones ambientales, clima (4-6, 13,

16- 18); disminucion de bosques y presencia de cultivos frutales cercanos (4).

La falta de control y de medidas de precaucién para evitar el flujo de transgenes
via semilla o polen, podria dar origen a malezas nuevas y mas resistentes (12),
pérdida de biodiversidad (12, 16), riesgos en la seguridad alimentaria (12), efectos
potenciales sobre la resistencia de los insectos, ya que el propdésito de la zona
refugio se perturba y se ven afectadas plagas mayores (19), produccion de
hibridos y por introgresion produccion de nuevos genotipos que pueden incidir en

la estabilidad a largo plazo de los ecosistemas naturales (6, 20-25).

También podria traer problemas legales, por perjuicios ocasionados a los
agricultores de cultivos no GM (26), inconvenientes para exportar semillas de

algoddn a paises donde las caracteristicas biotecnoldgicas no han sido aprobadas



0 no estan reguladas (5). Ademas, podria amenazar los derechos de propiedad
intelectual de las compafiias biotecnolOgicas, las ventas de productos no
transgénicos y las estrategias de manejo de resistencia de insectos y malezas (2,
11, 27-28).

No se han encontrado reportes de estudios sobre flujo de genes desde algodon
transgénico hacia sus contrapartes no transgénicas y/o especies silvestres
realizados en Colombia, aunque se ha cultivado algodon genéticamente
modificado desde el afio 2002 (2000 ha) y ha seguido aumentado el nimero de
hectareas cultivadas hasta 37.657 en 2010 (29). En Colombia, se ha cultivado
algodon resistente a insectos lepiddpteros, tolerante a herbicidas y variedades que
contienen las dos caracteristicas (29).

Fryxell y colaboradores (30) y Zhang y colaboradores (6) reportaron que el
algoddén tiene mas de 40 especies con las cuales puede ser cruzado y han
encontrado hibridacién en algodén producido convencionalmente; mientras que,
Garrido (31) reporta que el algodon tiene 20 parientes silvestres con los cuales
puede ser cruzado, pero en Colombia solo se encuentran 3 de esas especies:
Gossypium arboreum, Gossypium barbadense y Gossypium herbaceum. Se
encontraron tres reportes sobre estudios de hibridacion en algodon en Colombia.
El primer estudio realizado en El Espinal-Tolima (32) reporté 1% de cruzamiento
natural a 1 m de distancia y 0.03% a 2 m. El segundo estudio realizado en
Codazzi-Cesar (33) reportaron 5% de cruzamiento natural y el Gltimo realizado en

el Caribe Himedo colombiano (34) reportaron 1.25% de hibridacién natural.

El algodon transgénico puede constituir una amenaza real o potencial por sus
posibles riesgos para la produccion agropecuaria, la sostenibilidad de los
agroecosistemas, la biodiversidad y la salud humana. Para limitar esos posibles
riesgos, en Colombia se expidio la Ley 740 de 2002 ratificando el Protocolo de
Cartagena sobre Seguridad en la Biotecnologia, que tiene por objeto garantizar un

nivel adecuado de proteccion en la esfera de la transferencia, manipulacion y



utilizacion segura de los OGM que puedan tener efectos adversos para la
conservacion y utilizacion sostenible de la diversidad bioldgica (35). Con base al
objeto de esta ley, a la necesidad de avanzar en el monitoreo y seguimiento de los
OGM con fines agricolas liberados en el territorio nacional, y en la cualificacién
técnico cientifica en bioseguridad ambiental sobre OGM, se planted realizar un
monitoreo del flujo de genes aplicable a las tecnologias transgénicas de algodon

en la Agremiacion Remolino S.A. (Espinal-Tolima).



CAPITULO 1

1.1 Marco tedrico

El algoddn es importante principalmente por la produccion de fibra natural que se
emplea como materia prima por la industria textil, es uno de los productos de
importancia econdmica, por el volumen y valor de la produccion y de importancia

social, debido al nUmero de empleos que genera directa e indirectamente (31).

Ademas de la fibra, la semilla se utiliza para produccion de aceite y ha sido
catalogada como la segunda fuente de aceite vegetal en el mundo. La semilla
contiene 15% de aceite comestible no saturado, que es utilizado para la cocina y
la fabricacion de jabones (36). El aceite de algodon es después del aceite de soya,
junto con los aceites de la colza, de girasol y del mani de importancia para el

consumo humano (36, 37).

Con la semilla, también se elaboran tortas, importantes por el alto contenido
proteico (24%), que se destinan como alimento para animales y como fertilizante
(38), y se produce harina rica en proteina de alta calidad apta para el consumo
humano, a la que previamente se le elimina un pigmento conocido como gossypol,
que es toxico para los animales no rumiantes. Esta harina es utilizada en Centro
América para la elaboracién de una bebida rica en proteina conocida como

Incaparina, que es suministrada a los nifios para prevenir la desnutricion (36, 38).

El algoddn es un arbusto anual o perenne, de hasta 1,5 — 2 m de alto y hasta 15
cm de grosor en el tallo, presenta tallos ramificados, con ramas vegetativas y
reproductivas, tallos estrellado-pubescentes. Hojas alternas, las hojas jovenes por
lo general no presentan l6bulos, las hojas viejas presentan de 3 a 5 Iébulos,

peciolos 0,5-1 veces el largo de la lamina (31).



Las flores son dialipétalas, grandes, solitarias y penduladas, el céliz de la flor esta
protegido por tres bracteas y la corola esta formada por un haz de estambres que
rodean el pistilo. Es una planta autégama, aunque algunas flores abren antes de la
fecundacion, produciéndose semillas hibridas (31). La polinizacién cruzada
solamente ocurre si el polen es liberado del estigma receptivo por un insecto (4) y
se ve favorecida por la cantidad de insectos que visitan las flores de algodén,
generalmente abejas (Apis dorsata, A. florea, A. indica y mas frecuentemente A.
mellifera), abejorros y otros hemindpteros. En ausencia de polinizadores
adecuados se presenta autopolinizacion (39), porque las flores abren muy
temprano en la mafana y luego se presenta la dehiscencia de la antera y la
receptividad del estigma (4). El porcentaje o indice de polinizacién esta
determinado por el numero de insectos polinizadores y el nimero de flores

presentes en la poblacion (4, 39).

El polen es esférico de 81 a 143 micras, porado (8-12 poros), equinado y presenta
una pared de endexina delgada, el mecanismo de dispersion del polen es posible
solo a través de insectos ya que el polen es muy pesado y pegajoso para ser
transportado por viento (4, 6, 9) y su viabilidad o dispersion disminuye
rapidamente después de los 12 m. El polen en campo es viable por 4-8 horas (4,
40), después de 12 horas (31), o incluso hasta 24 horas (7). De cada flor se

producen aproximadamente 45.000 granos de polen viables (31, 39).

El fruto es una capsula ovoide o subglobosa, glabra. La fructificacion se inicia
después del cuarto al quinto mes de la germinacion, sigue un curso espiral en la
region basal desde la rama mas vieja y mas baja hasta la zona apical de la planta.
Durante el desarrollo, las capsulas son esféricas a ovoide y palido verdosas. El
tamafio maximo de la capsula es conseguido aproximadamente 25 dias después
de la fertilizacion y la madurez completa se consigue 20 dias mas tarde. El fruto es
dehiscente y expone a las semillas entre las fibras asociadas. Las semillas son de
forma ovoide, testa finamente punteada, de color pardo oscuras (31, 39), cada

fruto tiene entre 20-36 semillas (38).



El método de dispersion de la semilla de algodon es de tipo autdcora, ya que tiene
qgue ver con el derramamiento de la semilla en areas de produccion de algodén o
por las rutas de transporte del cultivo. Ademas, teniendo en cuenta que la semilla
es usada para la alimentacion de ganado, tiene un alto potencial de dispersion en
otros habitats donde no se produce algodon, debido al derramamiento de los
comederos para ganado. El fruto maduro puede ser dispersado por el ser humano
un poco antes de llevarse a cabo la dehiscencia loculicida del fruto y por un
proceso fisico se dispersan las semillas (39).

El movimiento del material genético por el polen es posible s6lo en aquellas
plantas que tengan el tipo apropiado cromosémico, en este caso sélo a aquellos
allotetraploides con genomas AADD; (39). Es decir, G. hirsutum que es una
especie tetraploide (n=26) y presenta los juegos gendémicos AADD;, puede llegar a
cruzarse con G. arboreum L. que posee un grupo genémico AA; y es una especie
diploide (n=13), o puede cruzarse con G. barbadense L. que tiene un grupo
gendémico AADD, y es tetraploide (n=26), o con G. herbaceum L. cuyo grupo
gendmico es AA; y es una especie diploide (n=13).

Las especies de algodén fueron clasificadas por Hutchinson y colaboradores en
1947 (31) y en la actualidad se reconocen los seis grupos de genomas propuestos
por Hutchinson y colaboradores y un genoma mas de Gossypium; estos grupos
son A, B, C, D, E, Fy Gy su clasificacion se realiz6 de acuerdo con el tamafio de

todos los cromosomas de la siguiente forma:

A: Cromosomas muy largos

B: Cromosomas largos (algunos mas largos que F)

C: Cromosomas largos (mas largos que B)

D: Cromosomas largos (todos ligeramente mas largos que A)

E: Cromosomas moderadamente largos

F: Cromosomas moderadamente largos pero mas pequefios que A

G: Cromosomas pequeiios (31).



En el mundo se cultivan 4 especies de algodon: Gossypium arboreum vy
Gossypium herbaceum (originarias de Asia y Africa), Gossypium barbadense y
Gossypium hirsutum (originarias de América). Estas especies pertenecen a la
familia Malvaceae y se clasifican segun las propiedades de su fibra en:

- Algodones de la especie G. hirsutum: producen fibra de textura media, mas larga
y fina utilizada en la elaboracion de hilo de calibre inferior a 40; y fibra de textura
gruesa y corta utilizada en la elaboracion de hilo grueso (36, 38).

- Algodones de la especie G. barbadense: producen fibra larga y se emplean en la
fabricacion de hilos para manufactura de tejidos de alta calidad (36, 38).

- Algodones de la especie G. arboreum y G. herbaceum: producen fibra corta y
gruesa utilizada para la elaboracién de tejidos pesados, muselina, relleno de
muebles y algoddn quirdrgico (36, 38).

En Colombia cerca del 90% del algoddén producido con fines comerciales proviene
de la especie G. hirsutum, el 8% proviene de la especie G. barbadense (36, 38) y
el 2% restante proviene de las especies G. arboreum y G. herbaceum que se
encuentran en estado silvestre (31). La distribucidon geografica de estas especies
cubre aproximadamente 25 departamentos o 78% del territorio nacional (31) y se

cultiva algoddén en dos temporadas:

- Temporada Costa-Meta: Se cultivan variedades de fibra media y la siembra se
realiza en los departamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar, Cdérdoba, Guaijira,
Magdalena, Sucre, Casanare, Meta, Guaviare y Vichada a mitad de cada afio y la
produccion se recolecta entre diciembre y marzo (36).

- Temporada del interior: Se cultivan las variedades de fibra larga, extralarga y de
fibra media y la siembra se realiza en los departamentos de Caldas, Cauca,
Cundinamarca, Huila, Risaralda, Tolima y Valle del Cauca a comienzos del afio y

la produccidén se recolecta entre julio y octubre de cada afio (36).



La siembra es de tipo directa, se aplica 30-40 kg/Ha de semilla y se obtienen 150
a 175 mil plantas por hectarea, posteriormente se realiza aclareo y seleccion de
las plantas vigorosas, dejando una poblacion éptima de mas o menos 55 mil
plantas por hectarea, con las que se consiguen los mejores rendimientos y la

mejor calidad de la fibra (31).

Durante varias décadas Colombia fue un productor y exportador importante de
fibora de algodon, gracias a las ventajas de suelos y clima, y a las altas
cotizaciones internacionales que se registraron hasta principios de la década de
los 90 del siglo XX. Sin embargo, a partir de 1993, progresivamente fue perdiendo
esta caracteristica hasta convertirse en un importador neto de fibra (41). Esto fue
debido a las bajas cotizaciones internacionales, a la reduccién de los aranceles
para la importacion de estos bienes (36, 42), baja inversion en nuevas tecnologias
y en materiales mas resistentes a las enfermedades, altos costos de los
agroquimicos, escasez en adecuacion de tierras y sistemas de riego, entre otros
(36). Entre el 2005 y el 2006, alrededor del 50% del consumo de la industria era
de origen extranjero proveniente en su mayoria de los Estados Unidos (36, 42).

La tecnologia transgénica se presenté como una opcion para evitar algunos de
estos problemas, desde 1996 se autorizé la liberacion comercial de algodones
transgénicos en Estados Unidos (43). Este cultivo se convirtio en uno de los
primeros genéticamente modificados que fue comercializado (6), llegando en el

2010 a 21 millones de hectareas, el 49% del total cultivado en el mundo (44).

Se cultivan comercialmente algodones transgénicos con resistencia a insectos
lepidopteros, tales como, gusanos del complejo bellotero (Heliotis virescens
Fabricius, Helicoverpa zea Boddie, Spodoptera sp.), gusano cogollero (Spodoptera
frugiperda), gusanos rosados (Pectinophora gossypiella Saunders y Sacadodes
pyralis Dyar) (45; 46), gusano de la hoja del algodonero (Alabama argillacea
Hubner), falso medidor (Trichoplusia ni), perforador de la hoja (Bucculatrix sp.),

gusano soldado (Spodoptera exigua, Spodoptera ornithogalli) y gusano defoliador



de la hoja (Pseudoplusia includens) (47, 48). También se cultivan algodones con
tolerancia a herbicidas y materiales que contienen las dos caracteristicas (29). Los
paises que lo han cultivado comercialmente son: Estados Unidos, Brasil,
Argentina, India, China, Sur Africa, Australia, Burkina Faso, México, Colombia y
Costa Rica (44; 49).

En Colombia en el afio 2002 se cultivaron 2000 ha con semillas de algodon
genéticamente modificado, hasta el 2010 fue aumentando el area de cultivo
llegando a 37.657 ha (29, figura 1). Se cultiva algodon GM en Cérdoba (10186 ha),
Tolima con 4088 ha (21.66% del area algodonera en el 2009), Huila con 801 ha 'y
Cesar con 3799 ha (49). Se han liberado para siembra comercial las siguientes

tecnologias de algodon:

- Bollgard (resistente a insectos lepidépteros, contiene el gen CrylAc,), cultivada
comercialmente desde el afio 2003 en las regiones: Caribe hiumedo y seco

colombiano, Tolima, Huila y Valle del Cauca y en el 2007 en la Orinoquia.

- Roundup Ready (tolerante al herbicida Roundup Ready, contiene el gen CP4
EPSPS), autorizada para siembras comerciales desde el afio 2004 en el Caribe

humero y seco colombiano y en el 2007 en el Alto Magdalena y Valle del Cauca.

- Bollgard 1/ Roundup Ready Flex (resistente a insectos lepidopteros y tolerante al
herbicida Roundup Ready, contiene los genes CrylAc, Cry2Ab y CP4 EPSPS),
autorizada para siembras comerciales desde el afio 2007 y 2008 en el Caribe
hamedo y seco, Valle geografico del rio Cauca, Alto Magdalena y Orinoquia.

- Bollgard/Roundup Ready (resistente a insectos lepiddpteros y tolerante al
herbicida Roundup Ready, contiene los genes CrylAc y CP4 EPSPS), autorizada
para siembras comerciales desde el afio 2007 en el Alto Magdalena, Valle del

Cauca, Caribe hiumedo y seco y Orinoquia colombiana.
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- LI cotton (tolerante al herbicida glufosinato de amonio, contiene el gen PAT),

autorizada para siembras comerciales desde el afio 2010 en el Caribe humedo.

- Roundup Ready Flex (tolerante al herbicida Roundup Ready, contiene dos genes
CP4 EPSPS), autorizada para siembras comerciales desde el afio 2010 en el
Caribe Seco y Humedo, Orinoquia, Valle Geografico del rio Cauca y Valle

Geografico del rio Magdalena.

Respecto a estudios sobre flujo de genes en algodén, se ha realizado
relativamente poca investigacion, a pesar de ser el tercer cultivo genéticamente
modificado més abundante (1, 2). Probablemente, esto se debe al tipo de
reproducciéon del algodén porque se considera un cultivo de autopolinizacién con
baja proporcién de cruzamiento (2).

Figura 1. Numero de hectareas sembradas de algodon GM en Colombia. Fuente:

Agrobio (29). 37657
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Sin embargo, se ha reportado que el flujo de transgenes en algodén puede ocurrir
via flujo de genes mediado por polen o flujo de genes mediado por semillas (2,
11); esta ultima via, ha recibido menor atencién (2, 3). Por tanto, se han

encontrado varios estudios enfocados al flujo de genes mediado por polen (2)
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sobre todo en la polinizacidon cruzada desde cultivares transgénicos de G. hirsutum
Bt (Baccillus thuringiensis) hacia G. hirsutum no Bt (2, 4, 6, 8-9) y desde G.
hirsutum Bt hacia G. barbadense (8). Ademas, se han establecido modelos que
exploran de forma simultanea el papel de los vectores y el espacio en campo en la
proporcion de flujo de genes mediado por polen y la aparicion de plantas
adventicias (2). Se han desarrollado diversos estudios estadisticos para describir
la disminucion del flujo de transgenes al aumentar la distancia desde la fuente de
plantas transgénicas (2, 50-52).

Algunos estudios reportan que el algodon tiene mas de 40 especies con las cuales
puede ser cruzado y se ha encontrado hibridacion en algodon producido
convencionalmente (6, 30). Sin embargo, Garrido (31) reporta que el algodon tiene
20 parientes silvestres con los cuales puede ser cruzado, pero en Colombia solo
se encuentran 3 de esas especies: G. arboreum, G. barbadense y G. herbaceum.
Gbomez (32) reportd en El Espinal-Tolima, 1% de cruzamiento natural a un metro
de distancia y una disminucion drastica del porcentaje a medida que se alejaban
las flores, a 2 metros el porcentaje fue 30 veces menor. Mendoza y Aramendis
(33) estudiaron el cruzamiento natural durante tres afios seguidos en Codazzi-
Cesar, con el fin de conocer las distancias de aislamiento intervarietal, reportaron
valores inferiores a 5% y recomendaron una distancia de 20 metros para separar
variedades con fines de multiplicacion de semilla en las primeras generaciones de
aumento. Diaz y Montenegro (34) evaluaron el impacto del flujo de polen del
algodonero (G. hirsutum L.) en su variedad homoéloga, los resultados de este

estudio indicaron 1.25% de hibridacién natural.

La probabilidad de que ocurra flujo de transgenes desde cultivos genéticamente
modificados a otras variedades o0 a sus parientes silvestres y/o a malezas
asociadas, es uno de los principales riesgos derivados de la liberacibn comercial
de plantas transgénicas en el ambiente (6, 12).
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El flujo de genes sin restricciones podria, por introgresion dar lugar a nuevos
genotipos de malezas y silvestres que pueden incidir en la estabilidad a largo

plazo de los ecosistemas naturales (6, 20-25).

Entre los reportes que se han encontrado sobre estudios de dispersién de polen
de algoddn transgénico, se encuentra el desarrollado por cientificos americanos y
australianos (6, 9-10, 12). Estos autores reportaron que la proporcién de flujo de
transgenes mediado por polen en algodon raramente excedié 1% a una distancia
de 10 metros en el campo. Ademas, establecieron que la proporcion de
transmision del polen se relacionaba inversamente con la distancia de las plantas

transgénicas hacia las plantas no transgénicas.

Encontraron que el flujo de genes era dependiente del ambiente y que podria ser
especie especifico con respecto al genotipo, localizacion y época del afio (6, 12,
18). Plantearon la necesidad de realizar el estudio de flujo de genes en diferentes
ambientes y paises. Consideraron que también era importante estudiar diferentes
tipos de plantas transgénicas, especialmente cultivos transgénicos comerciales,

bajo diferentes condiciones medioambientales (6).

Shen y colaboradores estudiaron el flujo de genes desde G. hirsutum transgénico
(Bt) hacia G. hirsutum no transgénico y desde G. hirsutum Bt hacia G.
barbadense. Colectaron semillas de algodon no transgénico a diferentes
distancias de una parcela cultivada con algoddn transgénico y las analizaron
mediante Elisa y PCR. Encontraron flujo de genes hasta 36 m entre cultivares de
la misma especie (G. hirsutum), cuantificando el mayor flujo entre 0-6 m (1.85-
11.05%). Y encontraron flujo de genes hasta 72 m entre especies de G. hirsutum y
G. barbadense, cuantificando 1.42-8.67% entre 0-6 m. Los autores proponen que
un minimo de 72 m de zona buffer podria servir para limitar el flujo de genes

desde algododn transgénico en ensayos a pequefia escala (8).



13

En California, Van Deynze y colaboradores (5) realizaron un estudio de flujo de
genes mediado por polen, ellos escogieron dos regiones: una con alta presencia
de polinizadores y otra con baja presencia de polinizadores, en cada region
identificaron una parcela cultivada con algodén tolerante a herbicida y tomaron
muestras en 4 direcciones. Ademas, muestrearon campos cultivados con
variedades convencionales a diferentes distancias y campos cultivados con
variedades tolerantes a herbicidas. Colectaron cdpsulas de las que extrajeron las
semillas, las cultivaron en invernadero, una vez obtenidas las plantulas midieron la
tolerancia de estas al herbicida Roundup Ultra, de las plantas que sobrevivieron a
este ensayo, tomaron hojas, extrajeron DNA utilizando el Kit DNeasy de Qiagen y

realizaron PCR para identificar la presencia del transgen.

En el estudio, encontraron que el flujo de genes era independiente de la ubicacion
de la parcela de algoddn GM, cuando la poblacion de polinizadores era alta
disminuia el flujo de genes exponencialmente con el incremento de la distancia de
7.65% en 0.3 m a 1% en 9 m de distancia. Cuando la poblacién de polinizadores
era baja, el flujo de genes mediado por polen era menor a 1% en 1 m de distancia.
Ademas, encontraron ocurrencia esporadica, 0.04%, de flujo de genes a 1625 m

en cultivares convencionales en campo.

En Australia, Llewellyn y colaboradores (4), encontraron que el flujo de genes
desde parcelas de algodon GM hacia algodon convencional adyacente era mucho
mas alto en el norte que en el este de Australia, probablemente debido al alto
namero de abejas presentes en los alrededores. Ademas, establecieron que en
general las zonas buffers de 20 m con algodon convencional alrededor de las
parcelas de algodon GM son efectivas para contener el flujo de genes, a menos

gue el numero de abejas aumente.

Heuberger y colaboradores (2) investigaron el flujo de genes mediado por semillas
y el flujo de genes mediado por polen en campos cultivados con algodén Bt.

Realizaron un monitoreo en 15 campos de produccion de semillas de algodén no
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Bt, para flujo de genes de algoddn Bt y realizaron un analisis estadistico explicito
para cuantificar los efectos de la presencia de campos cultivados con algodon Bt
ubicados cerca a campos con algodén no Bt en varias escalas espaciales,
incluyendo efectos de la abundancia de polinizadores y presencia de plantas
adventicias en los campos, sobre el flujo de genes mediado por polen.
Encontraron una baja proporcion de flujo de genes mediado por polen, asociada
con la abundancia de abejas y una alta proporcion de flujo de genes mediado por
semillas debida a mezcla de semillas y siembra de estas por error.

1.2 Objetivo general

Realizar un monitoreo del flujo de genes de algodén transgénico en la
Agremiacion Remolino S.A. (Espinal-Tolima).

1.3 Objetivos especificos

Identificar las tecnologias de algodon genéticamente modificado liberadas en el
municipio del Espinal-Tolima y las variedades convencionales y silvestres
relacionadas a los cultivos de algodon GM.

Establecer una estrategia de muestreo en campo.

Realizar la deteccion de genes y proteinas transgénicas en el material

recolectado.
1.4 Metodologia

El proyecto se desarrollo con la financiacion y dentro del marco del convenio

interadministrativo de asociacion No. 10 suscrito entre el Ministerio de Ambiente,
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Vivienda y Desarrollo Territorial y la Universidad Nacional de Colombia, sede

Bogota, afio 2010.

Identificaciéon de las tecnologias de algodon genéticamente modificado
liberadas en el municipio de Espinal-Tolimay las variedades convencionales
y silvestres relacionadas a los cultivos de algodén GM. Se revisaron las
resoluciones del ICA relacionadas con liberacién de algodén GM en Colombia y se
registré la siguiente informaciébn: nombre de la tecnologia, transgenes,
caracteristica, situacion actual, region de liberacion, nUmero y afio de resolucion y
compafia que desarroll6 la tecnologia. Posteriormente, se reviso la informacion de
los formatos de inscripcion de los agricultores de algodon de la cosecha del
interior afios 2007, 2008, 2009 y 2010 proporcionada por el ICA y la agremiacion
Remolino S.A. del municipio del Espinal-Tolima; se tomaron los datos de: afio de
siembra y variedad/tecnologia cultivada. Se complementé la informacion
consignando evento, promotor, gen y terminador. Esta informacion se utilizé para
disefiar los primers y para seleccionar la prueba Inmunostrip™ y ELISA a utilizar
en los andlisis de laboratorio.

La identificacion de variedades convencionales y/o individuos asilvestrados
relacionadas con algodén GM, se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por
Benavides y colaboradores (53); se hizo una busqueda de variedades
convencionales y de registros biologicos via electréonica en bases de datos de
herbarios nacionales, se revisaron articulos cientificos, libros, informes y memorias
relacionados con el cultivo de algodén en Colombia. Con la informaciéon sobre
especies silvestres, se hizo un listado de registros biologicos que incluye: género,
epiteto especifico, departamento, municipio, localidad, latitud y longitud. Con la
informacion obtenida sobre variedades convencionales se realizé un listado que

contiene: nombre de la variedad, primer y Ultimo afio de siembra.

Establecimiento de la estrategia de muestreo en campo. Se realizé una visita

de campo y se identificaron las siguientes zonas de muestreo:
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- Lotes sembrados con algodon GM que expresan genes Bt. En este caso, el

muestreo se realiz6 en la zona refugio (figura 2).

Figura 2. Esquema zona de muestreo en lotes sembrados con algodon GM que

expresan genes Cry.

Refugio

Transgénico

- Lotes sembrados con variedades convencionales de algodén. Se tomaron

muestras en lotes cultivados con variedades convencionales.

- Zona con presencia de individuos asilvestrados de algodon. Se tomaron

muestras de los arboles que se ubicaron en la zona.

Colecta de las muestras en campo. Las muestras fueron manejadas siguiendo una
cadena de custodia. El muestreo se realizé en el primer semestre del afio 2010,
desde el 7 hasta el 24 de julio y se hizo teniendo como base la informacién de
inscripcion de agricultores proporcionada por la agremiacion Remolino S.A y con

la asistencia de los técnicos de campo de la Agremiacion.

Se tomé como modelo para el muestreo la metodologia propuesta en el estudio de
Ortiz y colaboradores (54). En el caso de zonas refugio y lotes sembrados con
variedades convencionales, el muestreo se realiz6 tomando 9 puntos al azar,
siguiendo una distribucién de ellos en forma de W (figura 3), en cada punto se
selecciond una planta y se colectaron 4 hojas y 5 capsulas abiertas o en proceso

de apertura.
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Figura 3. Distribucion puntos de muestreo.

Las muestras de hoja se guardaron en bolsas plasticas resellables y las capsulas
se guardaron en bolsas de papel, previamente rotuladas y con su respectiva
documentacion, con el fin de impedir contaminaciébn cruzada entre lotes de
muestreo. En cada sitio de muestreo se registr6 en un formato la siguiente
informacion: Numero del lote, fecha de colecta, vereda, finca, propietario,
georeferenciacion, nimero de hectareas, tipo de cultivo y responsable de la
colecta, siguiendo las recomendaciones sugeridas por Maldonado y colaboradores
(55).

Ademas, se registraron los datos de fecha de siembra, fecha de germinacién, se
tuvo en cuenta el célculo de la distancia con respecto al cultivo GM mas cercano e

informacioén de la historia de siembra del lote.

Las muestras fueron transportadas al laboratorio de biologia molecular, las hojas
se almacenaron en freezer a -20 hasta su utilizacion y las semillas se mantuvieron

a temperatura ambiente.
Deteccion de genes y proteinas transgénicas en el material recolectado.
Andlisis de las muestras en laboratorio. Los procedimientos de andlisis de

muestras se llevaron a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular, ubicado en el
departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.
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El trabajo de laboratorio se dividio en dos fases, en la primera fase se realiz6 el

analisis de los parentales y en la segunda fase el analisis de la progenie.

Previamente se realizé la validacion de las técnicas de extracciéon de DNA y PCR.
Para esto se ensayaron 8 protocolos de extraccion de DNA de hoja: el de Bushra y
colaboradores (56); Permingeat y colaboradores (57), Zhang y Stewart (58);
Katterman y Shattuck (59); Gomez (60), Guillermant y Laurence (61), CIP
modificado (62); Phillips y colaboradores (63) y Murray y Thompson (64).
Finalmente se trabajé con un protocolo combinado: Se utilizd parte del protocolo
de Phillips y colaboradores (63) y se complementé con el protocolo de limpieza
propuesto por Falcon y Valera (65) (anexo 1). La cuantificacion de DNA se realiz6

utilizando un Nanodrop 2000 Thermo Scientific.

Se establecieron las condiciones para PCR realizando un gradiente con diferentes
temperaturas de anillamiento para cada uno de los primers (tabla 1) y con base en
los resultados se realiz6 PCR con cada una de las muestras, utilizando los primers
reportados por Randhawa y colaboradores (66) para amplificar el transgen CrylAc
(S: GACCGCTTACAAGGAGGGATACG, y A:
ACGGAGGCATAGTCAGCAGGACC), primers disefiados en este estudio usando
el software Primer 3 en linea, para amplificar la secuencia promotora del virus del
mosaico de Figwort (S: GTCCAAAGCCTCAACAAGGT,
ATCTTTTGTGGTCGTCACTGC) y primers reportados por Seong y colaboradores
(67) para amplificar el gen enddégeno FsSACP de algodén (S:
CAAACAAGAGACCGTGGATAAGGTA y A:
CAAGAGAATCAGCTCCAAGATCAAG. Los primers utilizados fueron sintetizados

por Invitrogen.

Las reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador My Cycler® de
BioRad, en un volumen final de 25 pL conteniendo buffer de reaccion 1x: 8,875 pL
de agua libre de nucleasas, 2,5 L de Taq buffer 10X, 2,5 uL de dNTPs (2mM c/u),
2 uL de cada primer (0,8 uM), 2 uL de MgCl, (2mM) y 0,125 uL de Taq DNA
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polimerasa (kit Fermentas de QIAGEN). Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo
denaturacion inicial a 95°C durante 3 minutos, 35 ciclos que comprendieron:
denaturacion a 95°C durante 30 segundos, anillamiento a las temperaturas
indicadas en la tabla 1, durante 30 segundos, extension a 72°C durante 45

segundos y 1 ciclo de extension final a 72°C durante 5 minutos.

Tabla 1. Temperaturas de anillamiento ensayadas en el gradiente para PCR con

diferentes primers.

Primers
CrylAc Figwort FsSACP
70 61,0 64,4
69,6 60,4 62,3
68,7 59,4

Temperaturas 67,3
(°C) 65,6
64,4
63,6
63,0

Como control positivo de PCR se utilizo DNA extraido de semillas de la variedad
NO/RR (Nuopal/Roundup Ready) y como control negativo DNA extraido de

semillas de los individuos asilvestrados de algodon.

Se realiz6 extraccion de DNA de semillas de las variedades convencionales DP 90
Nal, Corpoica M123, M129 y M137 y de semillas de los individuos asilvestrados,
con el fin de utilizarlo como control negativo en las reacciones de PCR. Para
estandarizar el nivel de deteccion del kit de PCR y el tamafio de muestra a utilizar

en la fase de andlisis de la progenie, se realizaron las siguientes extracciones.

1. 100 semillas de algoddn no transgénico con 1 semilla de algoddn transgénico
evento NO/RR.
2. 200 semillas de algodon no transgénico con 1 semilla de algoddén transgénico
evento NO/RR.
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3. 300 semillas de algoddn no transgénico con 1 semilla de algodon transgénico
evento NO/RR.

Cada muestra se macero6 en licuadora, se tomaron 0.5 g del polvo que se obtuvo,
se hizo extraccion de DNA utilizando el kit DNeasy Plant maxi de Qiagen (anexo 2)

y se realizé PCR.

Analisis de los parentales femeninos. Esta fase se hizo con el fin de identificar
si existe flujo de genes via semilla y para garantizar que las semillas con las que
se va a probar si hay procesos de hibridacibn no provienen de plantas
transgénicas. Todas las plantas adultas colectadas en campo se consideraron
parentales femeninos. Se trabajo6 con las hojas colectadas, se realizé
Inmunostrip™, extraccién de DNA y PCR.

Sobre las hojas colectadas de cada una de las plantas, se aplic6 una prueba
Inmunostrip™ (Catalogo No. STX 06200 Agdia) para detectar la proteina CrylAc.
En el procedimiento se utilizaron tubos eppendorf de 1,5 ml y puntas azules (100-
1000 pL) despuntadas, previamente esterilizadas. El procedimiento consistié en:
Se prepararon 100 ml de buffer SEB4, siguiendo las instrucciones de uso de la
prueba Inmunostrip™, en cada tubo eppendorf se adicionaron 500 pl de buffer, los
tubos fueron previamente marcados con el niumero de muestra, se tomo una
muestra (hoja de algodon), se limpié con una toalla absorbente humedecida con
alcohol al 70%, se secO, se doblé y se coloco entre la tapa del tubo eppendorf
para obtener 2 circulos, que posteriormente fueron macerados. La maceracion se
realizd hasta que el buffer se tornd color verde claro, luego se colocé una tirilla
reactiva o inmunostrip y se esperd aproximadamente 10 minutos hasta que el
buffer migré por la tirilla y se marcaron las bandas correspondientes para hacer la
lectura del resultado (figura 4). EI mismo procedimiento se realizd con todas las

muestras de hoja.
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Figura 4. Procedimiento para aplicar las pruebas Inmunostrip. A. Tomar una
hoja, B. Humedecer una toalla absorbente con alcohol al 70%. C. Limpiar la hoja y
secarla con otra toalla absorbente. D. Doblar la hoja y colocarla entre el tubo y la
tapa. E. Tapar el tubo para obtener dos circulos. F. Macerar la muestra. G.
Cambio de color del buffer a verde claro. H. Colocar la tirilla en el macerado. I.

Hacer la lectura del resultado.
A

Los lotes que tuvieron al menos 1 muestra positiva para la proteina CrylAc
utilizando la prueba inmunostrip, fueron descartados para el andlisis con PCR; a
su vez los lotes que tuvieron al menos 1 muestra positiva para la presencia del

transgen CrylAc realizando PCR, se descartaron para el analisis de la progenie
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porque se considerd que la zona muestreada estaba contaminada y ademas esta

contaminacion aumentaba la probabilidad de encontrar hibridos.

La extraccion de DNA de hoja y PCR, se realiz6 utilizando las hojas de los lotes
cuyas 9 muestras fueron negativas con la prueba Inmunostrip™, esto se hizo con
el fin de identificar falsos negativos obtenidos con esta prueba, e identificar otros

eventos que han sido liberados.

La extraccion de DNA se realizo utilizando el protocolo de Phillips y colaboradores
(63) combinado con el protocolo de limpieza propuesto por Falcon y Valera (65) y

la PCR se realiz6 segln lo descrito en la validacion de esta técnica.

La obtenciéon de resultados positivos con inmunostrip y PCR, significé flujo de
transgenes via semilla, por tanto el estudio del flujo de transgenes via polen
mediante el analisis de la progenie, se realizd con las semillas de los lotes cuyas

plantas madres dieron negativo para Inmunostrip™ y PCR.

Anadlisis de la progenie. Esta fase se realiz6 con el fin de detectar flujo de
transgenes via polen e identificar procesos de hibridacién. Todas las semillas en
los frutos colectados fueron consideradas la generacion progenie. Se reunieron las
capsulas de cada lote correspondientes a las plantas que fueron negativas en los
analisis anteriores, se extrajeron las semillas eliminando la mota manualmente y
se mezclaron las semillas de un mismo lote. Se tomaron al azar 300 semillas y
utilizando una licuadora se obtuvo un polvo fino y una mezcla homogénea de las
semillas, de la cual, se tomaron dos muestras de 0.5 g para hacer extraccion por
duplicado utilizando el kit DNeasy Plant maxi de Qiagen. Se evaluo la presencia
de los transgenes CrylAc y el promotor del virus del mosaico de Figwort mediante

PCR y como control positivo se utilizaron los primers del gen endégeno FSACP.

Todas las extracciones y PCR se visualizaron mediante tincion con bromuro de

etidio y electroforesis en gel de agarosa al 1,5y 2%.
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Finalmente, para detectar la traduccion del transgen CrylAc, se realizo la prueba
ELISA utilizando el kit DAS ELISA de Agdia para detectar las proteinas CrylAb/Ac
(catalogo numero: PSP06200, anexo 3) para las muestras que resultaron positivas
en la PCR y para las muestras de semillas de las variedades convencionales DP
90 Nal, Corpoica M123, M129 y M137. La prueba se realiz6 por triplicado para
cada muestra. La lectura se midié usando un lector de placas Elisa a 655 nm. La
proteina CrylAc se cuantificé utilizando el kit Pierce BCA protein assay (Thermo

Scientific).

Condiciones de esterilizacion. Los tubos eppendorf y las puntas fueron
esterilizados durante 20 minutos a 121°C y 15 PSI de presion. Los tubos para
PCR fueron esterilizados con luz UV y las PCR fueron realizadas en camara de
flujo laminar; los elementos utilizados para PCR fueron esterilizados previamente
con luz UV durante 40 minutos. Los vasos de licuadora fueron lavados y
sumergidos durante 30 minutos en hipoclorito de sodio al 4,5%, antes de su

utilizacion.
1.5 Resultados y discusion

Identificaciéon de las tecnologias de algoddon genéticamente modificado
liberadas en el municipio del Espinal-Tolima y las variedades
convencionales y silvestres relacionadas a los cultivos de algodon GM. Se
revisaron 35 resoluciones que se encontraban publicadas en la pagina del ICA
2010 y se utilizé la informacién de 27 resoluciones para elaborar el anexo 4, que
resume el histérico de las tecnologias que se han liberado y cultivado en Colombia
desde el afio 2003 hasta el 2010. En Colombia se ha autorizado la siembra
comercial de algodon genéticamente modificado desde el afio 2003, para este afio
se autorizé la siembra de algodon Bollgard; para el 2004, se autoriz6 la siembra de
algodon Roundup Ready; para el 2007, Bollgard x Roundup Ready y Bollgard Il x
Roundup Ready Flex y para el 2010, Roundup Ready Flex (anexo 4).



24

En el municipio del Espinal-Tolima, afio 2010, se cultivaron las variedades: DP
141B2F, DP 455 BG/RR; FM 9063 B2F, FM 9162 B2F, FM 9171 B2F, FM 9180
B2F y Nuopal RR, que corresponden a las tecnologias Bollgard Il x Roundup
Ready Flex y Bollgard x Roundup Ready (tabla 2).

Al analizar la tabla 2, se encontré6 un evento que no puede ser identificado
utilizando los primers para CrylAc; por tanto, ademas de los primers para
amplificar este gen, también se disefiaron primers para amplificar la secuencia del
promotor 35S del virus del mosaico de Figwort. Como control interno, se utilizaron
primers para amplificar la secuencia del gen acyl que expresa la proteina de
transporte FSACP, especifica de la fibra y que ya ha sido utilizado como gen de
referencia del algodon. Las pruebas Inmunostrip y ELISA se eligieron para
identificar la proteina CrylAc, ya que todos los eventos que se encontraban

cultivados durante el muestreo tenian este gen.

Respecto a variedades convencionales y parientes silvestres relacionadas a los
cultivos GM, se encontraron en la base de datos del Instituto de Investigacion de
Recursos Bioldgicos Alexander Von Humboldt, registros de variedades
convencionales y silvestres relacionadas con algodéon GM, colectados en

Colombia y en el departamento del Tolima.

De variedades de algodon cultivadas en Colombia se encontraron reportes desde
1918 (anexo 5). Desde este afilo y hasta el 2010, se han cultivado
aproximadamente 124 variedades de algodén (31, 37-38, 68), producidas por
instituciones como: el ICA de la Universidad de Nuevo México; Malm, Norman R.
& Barnes, Carl E; Agrogenética Colombiana Ltda; J.G. Boswel Co; Corpoica;
Coker’s Pedigreed Co; Agroexportables Ltda; Delta and Pine Land Co; ICA
Colombia; Hazera Seed Co; Helena Chemical Co; Seed Soource Incorporation
Stoneville; Stoneville Pedigreed Seed y Cooker Seed Co (31).
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Tabla 2. Variedades de algoddén GM cultivadas en el municipio del Espinal-Tolima,

afos 2007 - 2010 (Datos de inscripcion de agricultores, proporcionados por el ICA

y la Agremiacion Remolino S.A).

ANO
VARIEDAD/ PROMOTOR GEN TERMINADOR
SIEMBRA TECNOLOGIA EVENTO
2007 Nuopal/ Bollgard MON 531 CaMVv35Ss CrylAc 3" poly (A)
Nuopal/ Bollgard MON 531 CaMV35S CrylAc 3" poly (A)
Delta Opal RR/ MON 1445 Fi
® igwort35S CP4EPSPS T-E9
2008 Roundup Ready
DP 455 BG/RR/ MON 531 c )
X . rylAc N )
Bollgard/ Roundup MON1445 CaMV35S / Figwort35S CPAEPSPS 3 poly (A)/T-E9
Ready®
Nuopal/ Bollgard MON 531 CaMVv35Ss CrylAc/Cry2Ab | 3" poly (A) / Nos
DP 455 BG/RR/ MON 531 CrviAc
X . rylAc . i
Bollgard/ Roundup MON 1445 CaMV35S / Figwort35S CP4EPSPS 3 poly (A)/T-E9
Ready®
FM9063 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex
FM9180 B2F/
2009 Bollgard Il x
Elc:j(”d”p Ready MON 15985 x | CaMV35S / CaMV35S / C/rélFﬁfE/P%rgéﬁb 3" poly (A) / NOS /
FM9162 B2F/ MON 88913 Figwort35S / CaMV35S CPAEPSPS T-E9/T-E9
Bollgard 1l x
Roundup Ready
Flex
FM9171/ Bollgard Il
x Roundup Ready
Flex
Delta Opal RR/ MON 1445 Figwort35S CP4EPSPS T-E9
Roundup Ready®
Nuopal/RR/ MON 531 CrylAc/
X . rylAc . i
Bollgard/ Roundup MON 1445 CaMV35S / Figwort35S CPAEPSPS 3 poly (A)/ T -E9
Ready
FM9162 B2F/
Bollgard 1l x
Roundup Ready
Flex
2010 FMI171 B2F/ CrylAc / Cry2Ab
Bollgard Il x MON 15985 x | CaMV35S / CaMV35S / | Lot s c¥e™ | 3" poly (A) /NOS /
Roundup Ready MON 88913 Figwort35S / CaMV35S CPAEPSPS T-EQ/T-E9

Flex

FM9063 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex
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FM9180 B2F/
Bollgard 1l x
Roundup Ready
Flex

DP 141 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

DP 455 BG/RR/
Bollgard/ Roundup
Ready®

MON 531 x
MON 1445

CrylAc/

CaMV35S / Figwort35S CPAEPSPS

Desde el afio 1935 las comparfias extranjeras han producido variedades de
algodon que han sido cultivadas en el pais y solo a partir de los afios 70 aparecen
variedades producidas en Colombia y que fueron cultivadas en el pais, del listado
de 124 variedades de algodon aproximadamente 22 variedades fueron producidas

en Colombia y las demas se produjeron en otros paises (anexo 5).

El documento de Garrido (31) del Instituto Von Humboldt, indica que en Colombia
se encuentran 4 especies de algodon: Gossypium arboreum y Gossypium
herbaceum en estado silvestre, y Gossypium barbadense y Gossypium hirsutum
tanto en estado silvestre como cultivadas; la distribucion geogréfica de estas
especies cubre aproximadamente 25 departamentos (78% del territorio nacional),

sin embargo, ninguna de estas especies es originaria de Colombia.

Algunos estudios reportan que el algodén tiene mas de 40 especies con las cuales
puede ser cruzado y se ha encontrado hibridacion con algodén producido
convencionalmente (6, 30). Mientras que, Garrido (31) registra un listado de 20
posibles parientes silvestres de la especie G. hirsutum que podrian llegar a tener
un cruce genético con esta especie, debido a las caracteristicas genémicas que
presentan en comun. Sin embargo, establece que en Colombia se encuentran solo
tres especies: G. arboreum, G. barbadense y G. herbaceum. En el anexo 6, se
muestra un listado de 14 registros biologicos de parientes silvestres que se
encuentran en los departamentos de Cdordoba, Tolima, Huila, y Cesar, donde se

ha cultivado comercialmente algodén genéticamente modificado y 107 registros

3 poly (A)/T-E9
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biol6égicos de parientes silvestres que se encuentran en el resto del pais. La
informacion fue recopilada via electronica de bases de datos de herbarios
nacionales (de la Universidad Nacional de Colombia, del Instituto Amazoénico de
Investigaciones Cientificas SINCHI, Base de datos del Jardin Botanico de Medellin

y de la base de datos del Instituto Von Humboldt).

Establecimiento de la estrategia de muestreo en campo.

El muestreo se realiz6 en el municipio del Espinal, departamento del Tolima,
ubicado a 04°09°N y 74°53°0, a 323 msnm y con una temperatura que oscila
entre los 27 y 40°C (69). En el listado de inscripcion de agricultores de la
Agremiacion Remolino S.A., habian 393 lotes cultivados con algoddn transgénico,
de los cuales se muestrearon 58 refugios de 62 lotes, que corresponden al 14.8%
(tabla 3). Las variedades cultivadas eran: DP 141 B2F, DP 455 BG/RR, FM 9063
B2F, FM 9162 B2F, FM 9171 B2F, FM 9180 B2F y Nuopal RR; la mayoria de las
zonas refugio muestreadas estaban cultivadas con la variedad Delta Opal RR y
tres refugios estaban cultivados con la variedad DP 90 NAL.

De 43 lotes cultivados con algodén convencional inscritos en la Agremiacion
Remolino, se muestrearon 31 lotes, que corresponden al 72.1% (tabla 3). Las
variedades de algodon convencional cultivadas eran: DP90 NAL, Corpoica M123,
Corpoica M129 y Corpoica M137.

Se ubicé una zona con presencia de individuos asilvestrados de algodoén, se
tomaron muestras de 4 arboles de algodon (figura 5).

En total se muestrearon 89 lotes (tabla 3) y 4 arboles de algodon; sin embargo, en
laboratorio se analizaron 83 lotes que corresponden a las muestras de 56 zonas
refugio (14,3%, tabla 3), muestras de 27 lotes cultivados con algodén convencional
(62,8%, tabla 3) y las muestras de los individuos asilvestrados (4 arboles de

algodon). Esta disminucion se debid a la eliminacion de 6 lotes, 1 lote porque la


http://www.tolima.gov.co/municipios/espinal/aspectos.html
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informacion de inscripcion era erronea, estaba inscrito como convencional y lo que
se cultivd fue transgénico variedad Nuopal; 2 refugios porque las muestras de
semilla estaban inmaduras y 3 lotes cultivados con variedades convencionales

M123 y M137, porque eran lotes experimentales de Corpoica.

Tabla 3. Lotes convencionales y zonas refugio inscritas, muestreadas y

analizadas.
4 Lotes inscritos en I__otes

ALGODON o Analizados en

la Agremiacion Lotes Muestreados :
laboratorio

No. Ha. No. Ha. % No. %

CONVENCIONAL 43 281,3 31 258 72,1 27 62,8

REFUGIO 393 3867,6 58 23,404 | 14,8 56 14,3

Total 436 4148,9 89 | 281,404 83

Los puntos de muestreo fueron ubicados en un mapa del municipio del Espinal
utilizando google earth en linea y se utilizaron tres colores para identificar los
puntos de muestreo, en color amarillo se colocaron los puntos correspondientes a
zonas refugio, en color verde se ubicaron los puntos correspondientes a lotes

cultivados con variedades de algodén convencional y con color azul se

identificaron los puntos correspondientes a los individuos asilvestrados (figura 6).
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Colecta de las muestras en campo. Los datos de cada lote se consignaron en
un formato disefiado previamente, éste formato contiene la informacién colectada
durante el muestreo (anexo 7). La informacién sobre fecha e historia de siembra

del lote se registré en una libreta de campo.

Figura 6. Ubicacién de los puntos de muestreo. A. Mapa del Espinal-Tolima. B y
C. Puntos de muestreo sin y con identificacion del lote al que corresponden.
Amarillo: representa los refugios, verde: lotes sembrados con algodon

convencional y azul: individuos asilvestrados.

.
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Deteccion de genes y proteinas transgénicas en el material recolectado.

Validacién de las técnicas de extraccion de DNA y PCR. Al utilizar el protocolo de
extraccion de Phillips y colaboradores (63) y Murray y Thompson (64) se obtuvo
una concentracion de DNA entre 56.8 a 532.8 ng/ul y la relacion 260/280 oscild
entre 1,63 - 2,0 (tabla 4); indicando que el DNA estaba libre de proteinas y fenoles
(57). Sin embargo, al realizar PCR y visualizar el resultado en gel de agarosa no
se presentaron bandas, respuesta que puede atribuirse a presencia de inhibidores
de PCR en el DNA extraido (70).

Tabla 4. Cuantificacion DNA extraido de hoja utilizando el protocolo propuesto por
Phillips y colaboradores (63) y Murray y Thompson (64).

Concentracion
Acido

# Muestra Nucleico Unidad A260 A280 260/280
1 Al-1 24 ng/ul 0,479 0,293 1,63
6 Al-3 56,8 ng/ul 1,135 0,635 1,79
8 A85-1 532,8 ng/ul 10,656 5,231 2,00
10 A85-3 374,8 ng/ul 7,496 3,859 1,94
15 Al-2 268,1 ng/ul 5,363 2,928 1,83
18 Al-4 105,5 ng/ul 2,11 1,135 1,86
21 A85-2 409,4 ng/ul 8,188 4,199 1,95
24 A85-4 499,1 ng/ul 9,982 5,212 1,92

Con los protocolos de extraccion de DNA de Bushra y colaboradores (56),
Permingeat y colaboradores (57), Zhang y Stewart (58); Katterman y Shattuck
(59), Gémez (60); CIP (62) y el de Guillermant y Laurence (61), no fue posible
extraer DNA de buena calidad y libre de inhibidores para PCR. Esto se debié,
probablemente, a que los protocolos se realizaron utilizando hojas muy jovenes no
expandidas (58), hojas no senescentes, turgidas (59), material vegetal joven (60),
o tejido fresco de plantas de 1 a 9 meses (56), mientras que el material vegetal
con el que se trabajé en este estudio fueron hojas tomadas de plantas de 3y 4

meses Yy que habian sido almacenadas por 150 dias en freezer a -20°C.
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Ademas del material vegetal colectado, las caracteristicas de la especie también
pudieron influir en la obtencidon de resultados, ya que las plantas de algodon
contienen altas cantidades de contaminantes que dificultan la extraccion de DNA
(71), como son polisacéridos, polifenoles, taninos y otros componentes
secundarios que producen un pellet gelatinoso color café (56, 58-59), producto de
la oxidacién y union de compuestos polifendlicos con proteinas y acidos nucleicos
de forma irreversible (56, 59, 71). Este pellet contiene DNA inadecuado para PCRs
y digestion con enzimas de restriccion (56, 58, 71).

En las extracciones que se habian obtenido utilizando estos protocolos, también
se formd un pellet color café, pero a diferencia de los resultados obtenidos por
estos autores no fue posible eliminar la contaminacién aunque se realizé el paso

de limpieza sugerido en cada uno de los protocolos.

Falcon y Valera (65), sugieren combinar protocolos que permitan resolver estos
problemas y reportan un paso de limpieza que utilizan cuando obtienen DNA que
se encuentra muy saturado de sales o proteinas que impiden la amplificacién de
productos de PCR. Por tanto al utilizar el protocolo de extraccion de DNA
combinado de Phillips y colaboradores (63) y Falcén y Valera (65) se obtuvo DNA
de buena calidad, libre de inhibidores.

La temperatura de anillamiento a utilizar para los primers FSACP fue de 63°C, para
Figwort de 60,4°C y para CrylAc de 64,4°C.

Todas las muestras de DNA extraidas de semillas de algodén de las variedades
convencionales DP 90 NAL, Corpoica M123, M129 y M137 y de los individuos
asilvestrados amplificaron con los primers FSACP, indicando que se obtuvo DNA
de suficiente calidad y libre de inhibidores de PCR (5). Utilizando los primers
CrylAc, todas las muestras amplificaron excepto las de los individuos
asilvestrados. Las muestras de DNA de la variedad M123 y las de los individuos

asilvestrados no amplificaron con los primers Figwort, mientras que en las demas
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variedades si se obtuvo amplicones (figura 7). Este resultado nos muestra que las
semillas de algodon convencional estan contaminadas por mezcla, o son producto
de procesos de hibridacion entre plantas de algodén GM y no GM. Por tanto, como
control negativo de las reacciones de PCR, se utiliz6 DNA extraido de semillas de

los individuos asilvestrados.

Figura 7. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de DNA extraido de
semillas de variedades convencionales. MP: Marcador de peso molecular 100 pb;
carril 2, control sin DNA. A. Primers utilizados para detectar FSACP; carril 3,
DNA Nuopal/RR; carril 4, DNA Corpoica M123; carril 5, DNA Corpoica M129;
carril 6, DNA Corpoica M137; carril 7, DNA DP90 NAL; B. Primers utilizados para
detectar figwort; carril 3, DNA individuos asilvestrados; carril 4, DNA Corpoica
M123; carril 5, DNA Corpoica M129; carril 6, DNA Corpoica M137; carril 7, DNA
DP90 NAL; carril 8, DNA Nuopal/RR. C. Primers utilizados para detectar
Cry1Ac; carril 3, DNA individuos asilvestrados; carril 4, DNA Nuopal/RR; carril 5,
DNA Corpoica M123; carril 6, DNA Corpoica M129; carril 7, DNA Corpoica M137;
carril 8, DNA DP90 NAL.
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El ensayo sobre nivel de deteccion del kit de PCR mostré que es posible detectar
1 semilla transgénica en 100, 200 o 300 semillas no transgénicas como se
muestra en la figura 8. Ortiz y colaboradores (54), determinaron que 300 semillas
era el tamafio de muestra maximo con el cual era posible detectar una semilla
transgénica y lo utilizaron en su estudio; por tanto, para el presente estudio, se
determind utilizar 300 semillas como tamafio de muestra para mezclar, moler y

realizar extraccion de DNA por duplicado.

Analisis de parentales femeninos.

Se utilizaron 751 tirillas de la prueba Inmunostrip para analizar 751 muestras que
corresponden a las muestras de 83 lotes y los 4 individuos asilvestrados, los
resultados fueron positivos para la proteina CrylAc cuando se marcaron dos
bandas. En todas las tirillas se observé 1 banda correspondiente a la banda

control, que indica que la prueba funcioné correctamente.

Figura 8. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de DNA extraido de
semillas. Primers utilizados para detectar CrylAc (A) y Promotor Figwort (B).
MP: Marcador de peso molecular 1Kb, carril 2; control sin DNA; carril 3, DNA
individuos asilvestrados; carril 4, DNA Nuopal/RR; carriles 5-7, 100 semillas
convencionales con 1 transgénica (100/1); 200/1 y 300/1 respectivamente.

A B

Se analizaron las muestras de 27 lotes cultivados con algodén convencional,

teniendo en cuenta que en cada lote cultivado con algodén convencional, se
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colectaron 9 muestras, se encontré6 que todas las muestras de 11 lotes fueron
negativas para la expresion de la proteina CrylAc (figura 9A), ningun lote tuvo las
9 muestras positivas para la expresion de la proteina CrylAc y 16 lotes tuvieron al
menos 1 muestra positiva para la expresion de la proteina CrylAc (figura 9B, tabla
5, anexo 8). De los lotes que tuvieron 1 muestra positiva, 2 lotes (L15 y L62)
tenian lotes cultivados con algodon transgénico alrededor, ubicados a £4 m, 1 lote
(L78) se encontraba ubicado a +5 m de la carretera via Ibagué y el lote con
algoddn transgénico mas cercano se ubico a +560 m. Los lotes que tuvieron 2, 3,
4 y 7 muestras positivas (L32, 47 y 48) lindaban con lotes cultivados con algodén
transgénico ubicados a +4 m, el lote 57 estaba separado de un lote con algodon
transgénico por una carretera de mas o menos 10 m. Sin embargo, un lote
convencional (L58) con 2 muestras positivas y otro (L45) con 4 muestras positivas
no tenia transgénicos ubicados alrededor.

Tabla 5. Resultados pruebas Inmunostrip.

NUMERO DE
MUESTRAS No. LOTES No. REFUGIOS INDIVIDUOS TOTAL
POSITIVAS CONVENCIONALES ASILVESTRADOS
0 11 20 4 35
1 8 11 0 19
2 4 9 0 13
3 1 3 0 4
4 2 2 0 4
5 0 4 0 4
6 0 2 0 2
7 1 1 0 2
8 0 0 0 0
9 0 4 0 4
Total negativos 11 20 4 35
Total positivos 16 36 0 52
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Teniendo en cuenta que en cada refugio, se colectaron 9 muestras, se encontro
que de las 56 zonas refugio analizadas, 20 zonas tuvieron todas sus muestras
negativas para la expresion de la proteina CrylAc, 4 refugios tuvieron las nueve
muestras positivas para la expresion de la proteina CrylAc (figura 9 B, C) y 32
refugios tuvieron al menos 1 muestra positiva para la expresion de la proteina
CrylAc (tabla 5, anexo 8). Las muestras de los individuos asilvestrados fueron

negativas para la expresion de la proteina CrylAc.

Al aplicar las pruebas inmunostrip, en la mayoria de las tirillas en las que se
marcaron las dos bandas, la intensidad de la banda inferior que corresponde a
prueba positiva, era muy baja, apenas visible (figura 9). Shaukat y colaboradores
(72), también obtuvieron bandas de baja intensidad al utilizar pruebas inmunostrip
para detectar la presencia/ausencia de toxinas Cry en algodén Bt y atribuyeron la
poca intensidad a una baja concentracion de toxina que no estaria dentro del
limite de deteccion. A su vez, reportan que el nivel de expresion del gen Bt varia
desde muy bajo a alto y lo atribuyen a cambios por mezcla de semillas o

segregacién monogeénica.

Sin embargo, teniendo en cuenta que en esta fase el analisis se hizo sobre hoja, la
baja intensidad de la banda correspondiente a respuesta positiva, probablemente
se debe a la edad del tejido utilizado para aplicar las pruebas (hojas tomadas de
plantas de 3 y 4 meses y almacenadas por 150 dias en freezer a -20°C), ya que
Zenner y colaboradores (48) y Olsen y colaboradores (73), encontraron que a
medida que la planta de algodén se desarrolla, la concentracion de la proteina
CrylAc disminuye. Es decir, la expresion de la proteina varia dependiendo de la
edad de la planta y su estado fisiolégico, y esta variacion puede estar relacionada
al efecto que tienen las modificaciones climaticas, el nivel de fertilizacion y la

disponibilidad de agua sobre las plantas de algodén.
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Figura 9. Resultados prueba inmunostrip. A. Todas las muestras negativas. B. Al
menos una muestra positiva. C. Todas las muestras positivas. * banda control. **
banda positiva para CrylAc. Obsérvese intensidad de la banda inferior,
correspondiente a resultado positivo. (Se modifico el brillo y el contraste de las
fotografias con el fin de hacer mas visibles las bandas inferiores).

) \

43 8343034 0 3

Saldarriaga (74) analiz6 la concentracion de la toxina en las hojas terminales en el
ciclo del cultivo del algodonero y encontr6 que 15 dias después de la siembra la
concentracion de la proteina fue de 3,752 ppm, a los 90 dias la concentracién fue
de 0,668 ppmy a los 105y 120 dias fue 0.

Al utilizar el protocolo de extraccion de DNA combinado (63, 65), se obtuvo DNA
en concentraciones de 61,2 — 1218,7 ng/ul, la relacion 260/280 oscil6 entre 1,60 -
1,99, (anexo 9), el DNA fue de buena calidad y cuando se utilizé para los ensayos

de PCR se obtuvo amplicones.

Utilizando este protocolo se realizaron 283 extracciones de DNA de hoja; sin
embargo, no se consiguid aislar DNA de 46 muestras debido probablemente a la
calidad del material vegetal que se colectd. Estas hojas eran adultas, con puntos
color café en la mayoria de su superficie (figura 10) y senescentes, esta ultima
caracteristica segun Katterman y Shattuck (59) impide obtener DNA en

proporciones optimas.
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Figura 10. Hojas de algodon inadecuadas para realizar extraccion de DNA.

-

La PCR utilizando primers para amplificar el gen endégeno FSACP, se hizo para
237 extracciones y en todas las muestras se obtuvo un amplicén de 116 pb (figura
11A). La utilizacién de estos primers como control positivo, permitié asegurar que
el DNA era de suficiente calidad para amplificacion de productos de PCR (5).
Estos primers se utilizaron en el estudio de Seong y colaboradores (67), para
diferenciar algodon de otros cultivos como maiz, soya, arroz y cebada y para
amplificar el gen FSACP de algoddén que expresa la proteina (FSACP) especifica
de la fibra de algoddn. También han sido utilizados como controles en métodos de

deteccidn de algodén de Monsanto’s para amplificar este gen enddgeno (67).

Con los primers para amplificar la region promotora del virus del mosaico Figwort,
se utilizo DNA de 112 extracciones y se obtuvo un amplicon de 396 pb en al
menos una muestra de 4 lotes cultivados con algodén convencional y en al menos
una muestra de 1 refugio analizado; ninguna muestra fue positiva para la
presencia de Figwort en 7 lotes cultivados con algodén convencional. Las
muestras de los individuos asilvestrados fueron negativas para la presencia de

Figwort (tabla 6, figura 11B, anexo 11).

Utilizando primers para amplificar el gen CrylAc, se realiz6 PCR con 237
extracciones de DNA y se obtuvo un amplicon de 228 pb en al menos una muestra
de 10 lotes cultivados con algodon convencional y en al menos una muestra de 9

refugios. 11 zonas refugio tuvieron todas las muestras negativas para la presencia
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del gen CrylAc, todas las muestras de 1 lote cultivado con algodon convencional y

las muestras de los individuos asilvestrados fueron negativas para la presencia del

gen CrylAc (tabla 6, figura 11C, anexo 11). El mismo tamafio de amplicén fue

obtenido por Randhawa y colaboradores (66) en sus ensayos de PCR para
detectar los eventos de algodén MON531 y MON15985.

Estos resultados muestran que se obtuvieron falsos negativos con la prueba

inmunostrip en las muestras de 10 lotes cultivados con algodén convencional y en

las muestras de 9 refugios. Sin embargo, es posible evitar los falsos negativos,

utilizando hojas jévenes y con menor tiempo de almacenamiento para aplicar esta

prueba.

Tabla 6. Resultados PCR con DNA extraido de hojas.

, CONVENGIONALES | No- REFUGIOS |\ e creibos
NUMERO DE Primers
MUESTRAS
POSITIVAS Figwort CrylAc | Figwort | CrylAc | Figwort Cr};lA
0 7 1 0 11 4 4
1 3 4 1 2 0 0
2 1 1 0 3 0 0
3 0 0 0 2 0 0
4 0 1 0 1 0 0
5 0 3 0 0 0 0
6 0 0 0 1 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 1 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
TOTAL NEGATIVOS 7 1 0 11 4 4
TOTAL POSITIVOS 4 10 1 9 0 0
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Teniendo en cuenta que el flujo de transgenes puede ocurrir via polen o via
semillas (2, 11, 26), en este estudio se prueba que existe flujo de genes via
semilla desde cultivos de algodon Bt hacia variedades convencionales de algodén
y hacia algodén no Bt.

Al analizar los parentales femeninos mediante inmunostrip y PCR, se encontré que
existe flujo de genes via semilla en 26 lotes convencionales de 27 lotes
muestreados (96% de los lotes convencionales) y en 45 refugios de 56 refugios
muestreados (80,4% de los refugios). En los individuos asilvestrados no se detect6

flujo de genes via semilla.

Figura 11. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de DNA extraido
de hojas. Primers utilizados para detectar FSACP (A), MP: Marcador de peso
molecular 100 pb; carril 2, control sin DNA; carriles 3-11, muestras 1 a 9. Primers
utilizados para detectar Figwort (B) y CrylAc (C), carril 3, DNA individuos
asilvestrados; carril 4, DNA Nuopal/RR; carriles 5-13, DNA muestras 1 a 9.

B

El flujo de genes via semilla que se present6 en lotes cultivados con variedades

convencionales, ubicados cerca (¥4 - 10m de distancia) de lotes cultivados con
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variedades transgénicas, pudo deberse a germinacion de semillas transgeénicas
gue cayeron involuntariamente en estos lotes, o semillas que fueron diseminadas
0 esparcidas por el viento. Heuberger y colaboradores (2) y Messeguer (12)
también reportan esta fuente como posible flujo de genes. Mientras que el flujo de
genes observado en lotes convencionales que no estaban ubicados cerca a lotes
cultivados con algoddn transgénico pudo deberse a contaminacion de semillas (5)
(mezcla de semillas que puede ser de origen), o a semillas sembradas
inadvertidamente durante la cosecha (12) o resultado de errores humanos

cometidos durante la siembra, cosecha o procesamiento de la semilla (2).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que factores como el vertimiento de
semillas en areas de produccion o durante las rutas de transporte de las semillas,
la utilizacion de estas para alimentacibn de ganado y la posible dispersion
ocasionada por el ser humano, también estan involucrados y se han reportado
como posibles causas por las que se presenta flujo de genes via semillas (39). Es
posible que el flujo de genes via semillas observado en los lotes cultivados con
algoddn convencional ubicados a unos +6 m de distancia de la carretera o vias de

transporte, se deba a la caida de semillas durante el transporte de éstas.

En los refugios que presentaron de 1 a 7 muestras positivas, ese flujo de genes
probablemente se debid a que hubo mezcla de semillas durante la siembra, ya sea
porque la semilla estaba contaminada (mezcla de semillas de origen) o por mezcla
mecanica (5), sobre todo cuando la siembra se realizé utilizando maquinas

sembradoras o los mismos equipos para la siembra.

En el caso de los refugios que presentaron las 9 muestras positivas, no se puede
hablar de flujo de genes via semilla, ni de errores en la ubicacion de la zona
refugio, ya que el muestreo se hizo con la asistencia de los técnicos de campo de
la Agremiacion y cuando fue necesario se les pregunto6 a los propietarios del lote la
ubicacion de esta zona, puesto que no era posible diferenciar fenotipicamente las

plantas de la zona refugio con las del lote transgénico y tampoco se encontraba
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marcada la zona refugio. Es posible que la informacion que nos dieron acerca de
la ubicacién fuera errénea y que se hayan ignorado o incumplido las disposiciones

legales vigentes sobre el establecimiento de refugios.

Respecto a los individuos asilvestrados, la ausencia de flujo de genes via semilla,
pudo deberse a que se encuentran alejadas de las fuentes de polen y semilla
transgénica. Los arboles estaban ubicados entre la estacion de policia y el
terminal de transportes del municipio del Espinal; son arboles de mas o menos 3 a
4 metros de altura y se encuentran en ese sector desde hace 5 a 7 afios, segun
informacion suministrada por habitantes del municipio y técnicos de campo de la

Agremiacion Remolino S.A.

Resultados similares respecto a flujo de genes mediado por semillas desde
algoddén genéticamente modificado hacia algodon convencional fueron reportados
por Heuberger y colaboradores (2) Kim y colaboradores (26) y Heuberger y
colaboradores (75); quienes ademas, encontraron en Arizona flujo de genes en
parcelas experimentales de algodén no Bt y mezcla de semillas en bolsas que

debian contener solo semillas de algodon no Bt.

Sin embargo, el flujo de genes via polen o por dispersion de semillas debe ser
considerado sobre todo por las precauciones que deben tomarse con respecto a la
liberacion al ambiente de plantas genéticamente modificadas (26, 76). El flujo de
genes via semillas puede ocasionar problemas legales debidos a la dispersién de
transgenes en lotes cultivados con variedades no GM, ya que podrian llegar a
perjudicar a los agricultores de cultivos no GM (26). También, puede ocasionar
inconvenientes si se requiere exportar semillas de algodon a paises donde las

caracteristicas biotecnoldgicas no han sido aprobadas o no estan reguladas (5).

Ademas, el flujo de transgenes podria amenazar los derechos de propiedad
intelectual de las compafiias biotecnologicas, las ventas de productos no

transgénicos, las estrategias de manejo de resistencia de insectos y malezas (2,
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11, 27-28, 75) y podria aumentar el flujo de genes mediado por polen cuando
surgen plantas adventicias producto del flujo de genes mediado por semillas y se

presenta polinizacion cruzada con plantas adyacentes (2, 24, 50, 75, 77).

Analisis de la progenie.

Extraccion de DNA de semillas, PCR y Elisa. La extraccion de DNA de semillas se
realiz6 con las muestras que resultaron negativas en los andlisis de hoja y que
corresponden a 12 lotes, uno convencional (lote 31) y 11 refugios (lotes 10, 33, 63,
64, 66, 77, 79, 81, 84, 86 y 88). La concentracién del DNA obtenido oscilé entre
8,7 y 85,8 ng/pL vy la relacion 260/280 entre 1,6 - 1,9 (anexo 10) indicando que se
obtuvo DNA de buena calidad (66, 67), que al ser utilizado para PCR con los
primers FSACP produjo amplicones en todas las muestras de DNA.

La PCR utilizando primers para amplificar el promotor Figwort se hizo con el DNA
extraido del lote convencional y resulté positivo (figura 12). Las muestras de los
individuos asilvestrados fueron negativas para la presencia del promotor Figwort
(figura 12, tabla 7).

Figura 12. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de DNA extraido
de semillas utilizando primers para detectar Figwort. MP: Marcador de peso
molecular 1 Kb; carril 2, 3 y 9: control sin DNA; carril 4 y 10; DNA individuos
asilvestrados; carril 5 y 13: DNA Nuopal/RR; carril 6: DNA semillas lote 31; carril 7:
DNA semillas lote 31 duplicado; carril 11: DNA individuos asilvestrados; carril 12:
DNA individuos asilvestrados duplicado.
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Utilizando primers para amplificar el gen CrylAc se hizo PCR para las muestras
de DNA de 11 refugios encontrandose 9 refugios positivos para la presencia del
gen CrylAc y 2 refugios negativos, correspondientes a los lotes 79 y 88 (figura
13); la muestra de DNA del lote convencional (lote 31) resultd positiva para la
presencia del gen CrylAc vy los individuos asilvestrados resultaron negativos para

la presencia del gen CrylAc (figura 13, tabla 7).

Figura 13. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de DNA extraido
de semillas utilizando primers para detactar CrylAc. MP: Marcador de peso
molecular 1 Kb; carriles 2, 14, 26 y 38, control sin DNA,; carril 3, 15, 27 y 39, DNA
individuos asilvestrados; carril 4, 16, 28 y 42, DNA Nuopal/RR; carril 5y 6, DNA
semillas lote 10; carril 7 y 8, DNA semillas lote 31; carril 9 y 10, DNA semillas lote
33; carril 11y 12, DNA semillas lote 63; carril 17 y 18, DNA semillas lote 64; carril
19 y 20, DNA semillas lote 66; carril 21 y 22, DNA semillas lote 77; carril 23 y 24,
DNA semillas lote 79; carril 29 y 30, DNA semillas lote 81; carril 31 y 32, DNA
semillas lote 84; carril 33 y 34, DNA semillas lote 86; carril 35y 36, DNA semillas
lote 88; carril 40 y 41, DNA semillas individuos asilvestrados.

B

Con la prueba Elisa se encontré que las muestras de 2 refugios fueron negativas

para la expresion del gen CrylAc (refugios 79 y 88) y concuerdan con los refugios

en los que no hubo amplificacion del transgen CrylAc (figura 14, tabla 7). Las
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muestras de los 9 refugios restantes y la muestra del lote convencional analizadas
con esta prueba y sus replicas fueron positivas para la expresién de la proteina
CrylAc y la cuantificacion de la proteina oscilé aproximadamente entre menos de
25 y menos de 200 pg/ml (figura 14). A su vez se identifico traduccion del transgen
CrylAc en las muestras de semillas de las variedades convencionales DP 90 Nal,
Corpoica M123, M129 y M137, el nivel de expresion de la proteina se cuantificd

entre menos de 25 y menos de 150 pg/ml aproximadamente (figura 14).

Tabla 7. Resultados PCR con DNA extraido de semillas y resultados prueba
ELISA

INDIVIDUOS
CONVENCIONAL REFUGIO ASILVESTRADOS
No. lotes No. lotes | No. lotes | No. lotes | . .N.O' . 'N'o.
o . o . individuos | individuos
Positivos | Negativos | Positivos | Negativos o )
Positivos | Negativos
PCR P?imers
CrylAc 1 0 9 2 0 4
ELISA | CrylAc 1 0 9 2

Se encontraron positivos en las muestras analizadas tanto para presencia como
para expresion del transgen CrylAc, lo que demuestra que existe flujo de genes
via polen modificado hacia variedades

desde algodon genéticamente

convencionales. Resultados similares fueron obtenidos por Heuberger vy
colaboradores (2), Llewellyn y colaboradores (4), Van Deynze y colaboradores (5),
Zhang y colaboradores (6) y Freire (7), quienes reportaron flujo de genes desde
parcelas cultivadas con algodon GM hacia algodén convencional. El flujo de
transgenes de algodon via polen se ha reportado en Estados Unidos, Australia,

China, Sur Africa, Argentina, Arizona, Arkansas, Mississippi y Norte de California

(5) .
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Figura 14. Resultados prueba ELISA. Identificacién de las muestras en la placa de

la prueba ELISA y calculo de la concentracion de la proteina CrylAc.
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El flujo de genes via polen reportado en esta investigacion debe ser analizado
teniendo en cuenta que el flujo de genes via semilla es muy alto, 80,4% en
refugios y 96% en lotes cultivados con variedades convencionales de algodon,
porcentaje que debe sumarse a la cantidad de cultivos de algodon GM que se
encontraban en la zona durante el muestreo, y que conlleva a que la posibilidad de
gue se presente flujo de genes via polen cambie significativamente, siendo mayor
la probabilidad de que se presente. Si le sumamos a esto, que no existen
establecidas distancias de aislamiento, se encontraron lotes de algoddn
convencional rodeados de lotes cultivados con algodén transgénico (separados
por +4-10m) y que la totalidad de los cultivadores inscritos en la agremiacion,
optaron por utilizar el esquema refugio 96/4, se puede concluir que la fuente de
transgenes es muy grande y que esto influyd en nuestros resultados; puesto que

aunque el andlisis de flujo de genes via polen solo se pudo hacer en 1 lote
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convencional y 11 refugios, se muestra evidencia de la presencia de hibridos de

algododn.

Ademas del escenario bioldgico en el que es analizado el flujo de genes via polen
que se observd, se debe tener en cuenta la presencia de insectos polinizadores,
gue ha sido reportada como la causa principal por la que se presenta flujo de
genes via polen y por tanto hibridacion natural en el algodonero (5, 32-33), ya sea
por la presencia de abejas (4- 6, 9, 32), abejorros y melissodes (5, 6), o abejorros

(4, 6), u otros insectos como avispas, moscas, hibiscos y mariposas (6, 13).

Como causas secundarias se ha reportado la cantidad y comportamiento de los
polinizadores debida a la disminucion en aplicaciones de insecticidas que afectan
la actividad del polinizador y la dispersion del polen (5-6, 14-15, 33), la ubicacién
de los lotes, las condiciones ambientales, el clima donde se cultiva algodon (4-6,

13, 16-18), la presencia de cultivos frutales cercanos (4) y el viento (5).

Con los resultados obtenidos en este estudio y teniendo en cuenta que no existe
normatividad en cuanto a distancias de aislamiento entre cultivos de algodén
genéticamente modificado y algoddén convencional, se hace necesario evaluar la
idea de establecer distancias de aislamiento entre estos lotes. Mas aun si se tiene
en cuenta que el lote convencional en el que se evidencio eventos de hibridacion
estaba alejado por £4 m de distancia de lotes cultivados con algodén transgénico.
En estudios realizados en otros paises se ha demostrado que el flujo de genes via
polen, disminuye exponencialmente con el incremento de la distancia desde la
fuente de polen (6, 9, 12), y que es dependiente de las condiciones ambientales;
se ha detectado flujo de genes a 20 y 25 m en Arizona, Arkansas, Mississippi y
Norte de California (5, 6) y mas alla de 1600 m en USA y California (5, 26).

Respecto al flujo de genes observado en zonas refugio, varios autores (9, 19, 78,
79) establecen que depende de diversos factores como el tamafio del refugio,

forma y distancia desde el cultivo Bt; longevidad del polen, proporcion de
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establecimiento, similaridad en tiempos de maduracién y tamafio de las flores
machos y hembras de los hibridos Bt y no Bt. En esta investigacion es posible
qgue el tamafio del refugio este influyendo en la presencia de flujo de genes via
polen, ya que el esquema refugio que se observé en todos los lotes cultivados con
algoddn transgénico fue 96/4, aunque también esta reglamentado el esquema
80/20, pero este no fue utilizado, es probable que con ese esquema se evite o por
lo menos se disminuya el flujo de genes que se esta presentando. Ademas, la
distancia del refugio desde el cultivo Bt, también puede estar influyendo ya que los
refugios se ubicaron contiguos al algodon transgénico y algunos de los lotes
cultivados con algodon convencional y los refugios lindaban y se encontraban

cerca (entre 4-10 m de distancia) de lotes cultivados con algodén transgénico.

Con este estudio se demuestra que no se estan cumpliendo las normas, ya que
las zonas refugio tienen plantas Bt y los lotes convencionales tienen plantas
transgénicas y por tanto se debe hacer cumplir las normas y evaluar estrategias
que eviten o disminuyan el flujo de genes. Se propone evaluar y pensar
nuevamente como y quien debe decidir el esquema refugio a utilizar, puesto que
actualmente la decision la toma el agricultor; y manejar el refugio para evitar

resistencias y una zona buffer para evitar el flujo de genes.

En este estudio, y al igual que en el estudio de Heuberger y colaboradores (2), la
fuente de flujo de genes de mayor importancia fue el flujo de genes mediado por
semillas, a pesar que este tipo de flujo de genes ha recibido menor atencién que el

flujo de genes mediado por polen (2, 3).
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2. Conclusiones y Recomendaciones

2.1 Conclusiones

Con el monitoreo de flujo de genes desarrollado en este estudio en la Agremiacion
Remolino S.A. del Espinal-Tolima en el primer semestre de 2010, se comprob6
flujo de genes via semilla en 96% de lotes cultivados con algodén convencional
muestreados y en 80,4% de zonas refugio muestreadas, el flujo de genes via
polen en este escenario se comprob6 en 83,3% de los lotes muestreados. En los
individuos asilvestrados de algodén no se comprobé flujo de genes via semillas ni

via polen.

En el 2010, en el municipio del Espinal (Tolima) se cultivaron las tecnologias
transgénicas Bollgard x Roundup ready y Bollgard Il x Roundup ready flex, que
tienen los transgenes CrylAc y CP4EPSPS, las variedades convencionales DP90
NAL, Corpoica M123, M129 y M137. Solo se encontré individuos asilvestrados de

algododn.

En campo se establecié como estrategia de muestreo colectar muestras de hojas
y capsulas de algodén en zonas refugio y en lotes cultivados con algodon
convencional haciendo un recorrido en forma de W en la zona de muestreo
seleccionando 9 plantas al azar y colectar muestras de los individuos silvestres

que se lograran ubicar.

La secuencia promotora Figwort se identifico en el 18,5% de los lotes cultivados
con algodén convencional y en el 33,3% de los refugios, y se detectd y/o verifico la
expresion del transgen CrylAc en el 100% de los lotes cultivados con algodon

convencional y en el 96,4% de los refugios muestreados.
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2.2 Recomendaciones

Utilizar hojas de algoddn jévenes, no senescentes y targidas para el analisis de
parentales.

Establecer un programa nacional de monitoreo para evitar el flujo de genes y
todos los perjuicios que ocasiona éste, que sea financiado con recursos de las
multinacionales, los agricultores y el estado con el fin de dar cumplimiento al

objeto de la ley 740 de 2002 creada por Colombia.

Evaluar y pensar nuevamente como y quien debe decidir el esquema refugio a
utilizar y manejar el refugio para evitar resistencias y una zona buffer para evitar el

flujo de genes.

Obtener los datos de georeferenciacion de todos los cultivos GM y no GM
establecidos en el municipio que se va a muestrear para poder establecer las

distancias entre cultivos.

Para limitar y hacer factible un estudio de flujo de genes se propone que el

monitoreo se realice de la siguiente forma:

Identificar las tecnologias de algodon GM liberadas en el territorio nacional.
Realizar un listado de los eventos, identificar las zonas del cassette y determinar
los genes concluyentes.

Seleccionar 3 municipios por departamento.

Recopilar informacion sobre la ubicacion de los lotes sembrados con algodoén en la
region gue se va a estudiar y ubicarlos en un mapa de la region.

Confrontar en campo la informacion de georeferenciaciéon y complementar el
mapa.

Escoger al azar los lotes de muestreo.
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Realizar el muestreo en el 10% de refugios, en el 10% de lotes sembrados con
variedades convencionales de algoddon y en cada una de las poblaciones de
especies silvestres de algoddén que se localicen en los municipios seleccionados.
En cada lote tomar 9 plantas al azar, siguiendo una distribucion en forma de W,
colectar 1 hoja y aplicar la prueba Inmunostrip para analizar los parentales
femeninos.

Utilizar tubos eppendorf de 1,5 ml y puntas azules (100-1000 puL) despuntadas,
previamente esterilizadas y limpiar el material vegetal con una toalla absorbente
humedecida con alcohol al 70% y secarla con otra toalla. Si la prueba da negativo,
colectar 5 capsulas abiertas. Si la prueba inmunostrip da positiva, se tomara como
flujo de genes via semilla y no se utilizara para el andlisis de flujo de genes via
polen.

Colocar las capsulas en bolsas de papel previamente rotuladas, con su respectiva
documentacion y guardarlas en bolsas resellables individuales para su transporte,
una vez estén en el lugar donde seran analizadas, eliminar la bolsa resellable y
dejar solo la bolsa de papel, almacenar las semillas a temperatura ambiente,
alejadas de zonas humedas.

En cada sitio de muestreo registrar toda la informacion en una libreta de campo.
Para analizar la progenie, aplicar la prueba ELISA por triplicado para cada

muestra.
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Anexos

Anexo 1. Protocolo de extraccion de DNA de hojas (63, 65)

- Tomar una hoja, limpiarla con una toalla de papel absorbente previamente
humedecida con alcohol al 70% y secarla.

- Cortar tres fragmentos cuadrados de hoja de aproximadamente 1.5 cm en un
tubo eppendorf previamente esterilizado y marcado con el nUmero de muestra.

- Agregar 200 uL el buffer de extraccion 2X CTAB y macerar con una punta (100-
1000 pL) previamente despuntada y esterilizada.

- Agregar 300 pL del buffer y continuar con la maceracion del tejido vegetal.

- Agregar otros 300 pL del buffer, agitar en un vortex y centrifugar a 12000 rpm,
durante 10 minutos.

- Eliminar el sobrenadante.

- Adicionar 500 pL del mismo buffer y 7 uL de B — mercaptoetanol y mezclar bien
en un vortex.

- Incubar las muestras en bafio maria a 65°C , por 25 minutos, luego agitar en

vortex y colocar por 25 minutos mas a 65°C en bafio maria (63).

- Agregar 50 pL de fenol y 50 pL de cloroformo y agitar en vortex.

- Centrifugar a 10000 gr por 2 minutos, rescatar la fase superior con cuidado sin
tocar la interfase blanca que contiene las proteinas y ponerla en un tubo eppendorf
limpio.

- Agregar 50 pL de fenol y 100 pL de cloroformo, agitar en vortex y centrifugar a
10000 gr por 2 minutos, rescartar la fase superior y ponerla en un tubo eppendorf
limpio.

- Colocar 100 pL de cloroformo, mezclar bien en vortex y centrifugar a 10000 gr
por 5 minutos, rescatar la fase superior a un tubo eppendorf nuevo.

- Precipitar el DNA agregando 10 pL de NaCl 2M y 250 pL de isopropanol y

reposar la muestra a -20°C durante 3 horas maximo.
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- Centrifugar por 30 minutos a 12000 gr a 4°C, eliminar el sobrenadante y lavar el
precipitado con 1 ml de etanol al 90% frio.

- Dejar secar, resuspender en 50 pL de buffer TE y adicionar 2 uL de RNAsa (65).

NOTA: Todo se lleva a cabo con centrifuga refrigerada a 4°C

Buffer de Extraccion 2X CTAB

Reactivo Concentracioén Final
Tris-HCI pH 8.0 100 mM

EDTA 20 mM

NacCl 1,4 M

CTAB 2% (P/V)

PVP 1% (P/V)

Buffer TE

Reactivo Concentracioén Final

Tris-HCI pH 8.0 100 Mm
EDTA 1 Mm




53

Anexo 2. Protocolo extraccion de DNA de semillas DNeasy Plant Maxi kit.

- Pesar 0.5 gr de polvo fino macerado y colocarlo en un tubo de 50 ml.

- Adicionar 5 ml del buffer AP1 (precalentado a 65°C) y 10 pL de solucion stock
RNase A.

- Incubar la mezcla durante 10 minutos a 65°C. Mezclar por inversion del tubo 2 o
3 veces durante la incubacion.

- Adicionar 1.8 ml de buffer AP2, mezclar e incubar durante 10 minutos en hielo.

- Centrifugar a 3000-5000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Decantar el sobrenadante dentro de una columna Maxi spin QlAshredder (lila)
colocada en un tubo de coleccion de 50 ml y centrifugar a 3000-5000 g durante 5
minutos a 15-25°C de temperatura. Transferir el sobrenadante del tubo de
coleccion, sin revolver el pellet, a un tubo nuevo de 50 ml, precisando el volumen.
Generalmente se recuperan 5-6 ml de lisado.

- Adicionar 1.5 volumenes de buffer AP3/E y mezclar inmediatamente en vortex.
Por ejemplo, para 5 ml, adicionar 7.5 ml de buffer AP3/E. Reducir la cantidad de
buffer AP3/E, si el volumen es menor. Es posible que se forme un precipitado
después de adicionar el buffer AP/3, pero esto no afecta el procedimiento.

- Pipetear la muestra (maximo 15 ml), incluyendo algun precipitado que pueda
haberse formado, dentro de la columna Maxi spin DNeasy colocada en un tubo de
colecciéon de 50 ml. Centrifugar a 3000-5000 g durante 5 minutos a 15-25°C.
Descartar el sobrenadante. Reutilizar el tubo de coleccion en el siguiente paso.

- Adicionar 12 ml de buffer AW dentro de la columna Maxi spin DNeasy y
centrifugar durante 10 minutos a 3000-5000 g para secar la membrana. Descartar
el sobrenadante y el tubo de coleccion.

- Transferir la columna Maxi spin DNeasy a un tubo nuevo de 50 ml (suministrado
en el kit). Pipetear 0.75-1 ml de buffer AE directamente sobre la membrana de la
columna. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente (15-25°C), y
centrifugar por 5 minutos a 3000-5000 g.

- Adicionar otros 0.75-1 ml de buffer AE, y repetir el paso de elusion como se

describié en el punto anterior.
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Anexo 3. Protocolo kit PathoScreen (DAS) ELISA para detectar CrylAb-1Ac en
plantas.

1. Pesar 150 mg de polvo de semilla, adicionar 1,5 ml de buffer PBST 1X. Mezclar
y dejar reposar durante al menos 5 minutos a temperatura ambiente. Utilizar
solamente el sobrenadante como extracto de la muestra.

2. Preparar el conjugado enzimatico diluyéndolo con RUB6. Agitar suavemente
cada vial durante 10 segundos o agitar en vortex por 5 segundos antes de usarlo.
Adicionar 110 pL de conjugado enzimético concentrado a 11 ml de diluyente
RUBSG, esta cantidad es suficiente para 1 placa. Mezclar el conjugado enzimatico
antes de adicionarlo a la placa.

3. Adicionar 100 pL de conjugado enzimatico por pozo.

4. Realizar un esquema para identificacion de cada uno de los pozos de la prueba.
Adicionar 100 pL de cada muestra preparada dentro del pozo correspondiente de
la prueba. Adicionar 100 pL de cada control positivo y negativo en los pozos
correspondientes segun el esquema. Mezclar el contenido de los pozos girando
suavemente la placa sobre la mesa de trabajo.

5. Incubar la placa, colocandola en una caja humeda sellada durante 2 horas a
temperatura ambiente o durante la noche en la nevera (4°C).

6. Después de pasado el tiempo de incubacion de la muestra y el conjugado
enzimatico, desocupar los pozos de la prueba en un recipiente de residuos,
evitando que el contenido de los pozos de la prueba se mezcle. Rellenar todos los
pozos de la prueba completamente con PBST 1X, y desocupar rapidamente.
Repetir 7 veces el procedimiento. Es muy importante que todos los pozos de la
prueba se laven a fondo. Después del lavado, mantener la placa boca abajo y
golpear con firmeza sobre una toalla de papel para eliminar el exceso de liquido.

7. Adicionar 100 pL de la solucion de sustrato TMB en cada pozo de la placa.

8. Incubar la placa durante 20 minutos.

9. Medir la densidad optica de los pozos de la prueba en un lector de placas a 650
nm o visualmente. Los pozos en los que se observa un color azul indican
resultados positivos. Los pozos en lo que no hay desarrollo significativo de color

indican resultados negativos. Los resultados de la prueba son validos solo si los
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pozos de control positivo dan un resultado positivo y los pozos con buffer

permanecen incoloros.

Buffer de lavado PBST. Preparar el buffer de lavado 1X PBST diluyendo una
bolsa de buffer de lavado PBST 20X en 950 ml de agua destilada.

Preparacion de controles: Resuspender el liofilizado del control positivo y el
liofilizado del control negativo en 2 ml de buffer de lavado PBST 1X por botella.
Después de preparar el control positivo y el negativo, hacer alicuotas de 120 pL
gue seran suficientes para un uso. Almacenar las alicuotas de control en freezer a

-20. No deben descongelarse hasta justo antes de su uso.
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Anexo 4. Tecnologias de algodon GM liberadas en Colombia, afios 2003 -2010 (www.ica.gov.co).

. . . . <. No. o
Tecnologia| Transgen Caracteristica Situacion Actual Region ° . o Compaiiia
Resolucion | Aho
. . . Compaiiia Agricola
Caribe humedo colombiano 1247 2003 Colombiana Ltda. & Cia. S.CA.
Siembras comerciales zollma, Huila y Valle del 3440 2003 Eolmpabr?la AgLn;ola& s
Bollgard® | Cry1Ac Resistencia a insectos auca CO om N":mz t, a'l 3. 5.2 A.
lepidopteros . . ompafiia Agricola
Caribe seco colombiano 1005 2004 Colombiana Ltda. & Cia. S.CA.
Ampliacién zona para . , . Compaiiia Agricola
siembra comercial Orinoquia colombiana 2202 2007 Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
Caribe humedo y Caribe seco 1006 2004 Compan.la Agricola ,
Roundup ) ) ) . colombiano Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
CP4 EPSPS | Tolerancia al glifosato. | Siembras comerciales — -
Ready Alto Magdalena y Valle del 366 2007 Compaiiia Agricola
Cauca Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
Ensayos de eficacia Caribe humedo, Caribe seco,
bioldgica y pruebas de | Valle geografico del rio 880 2008 Compainiia Agricola
evaluacion Cauca, alto Magdalenay Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
cpa agrondmica Orinoquia
Roundup EPSPS/CP4 | Tolerancia al glifosato. APtO como materia
Ready Flex EPSPS prima parala
produccion de 311 2008 Compaiiia Agricola
alimentos para Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
consumo de animales
domeésticos
Caribe Seco, Humedo,
Orinoquia, Valle Geografico o , ,
, A laL .
Siembras comerciales | del rio Caucay Valle 1258 2010 Compaiia Agricola Ltda & Cia

Geogrifico del rio
Magdalena.

S.CA.
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Caribe humedo, seco, Alto
Magdalena, Valle del Caucay

Estudi C fila Agricol
studios de Meta (Tolima, Huila, Valle del | 3852 | 2005 | -omPaniafgricoia =
bioseguridad , Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
Cauca, Meta Cérdobay
Cesar).
Alto Magdalena y Valle del Compaiiia Agricola
) ) 358 2007 ) )
Bollgard x Tolerancia al glifosato. | . Cauca Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
d CrylAc/ Resistencia a insectos | Slembras comerciales - - - = -
Roundup esistencia a insectos Caribe humedo, Caribe seco Compafiia Agricola
Ready® CP4 EPSPS lepidé . , . 2204 2007 . ,
eaay epidopteros y Orinoquia colombiana Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
Apto como materia
prima parala
produccion de Compaiiia Agricola
alimentos para 2943 2007 Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
consumo de animales
domésticos
Caribe humedo, seco, Alto
. Magdalena, Valle del Caucay o ,
Est C A |
studios de Meta (Tolima, Huila, Valle del | 3851 | 2005 | -omPaniafgricoia =
bioseguridad i Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
Cauca, Meta Cérdobay
Cesar).
. . Alto Magdalena y Valle del Compafiia Agricola
Siembras comerciales Cauca 1726 2007 Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
CrviA o . . ) oo ,
Bollgard Il rylAcy ' o AmpllaC|on zona. para Carlpe hur,nedo, Car.lbe seco, 2203 2007 Comparya Agricola ,
x Roundup Cry2Ab + | Resistencia a insectos | siembra comercial y Orinoquia colombiana. Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
Ready CP4 Iep'd_Opter?& Apto como materia
Flox. EPSPS/CP4 | Tolerancia al glifosato prima para la
EPSPS produccion de 2944 2007 Compainiia Agricola
alimentos para Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.
consumo de animales
domésticos
. Caribe humedo, Caribe seco,
Evaluaciones Valle geografico del rio
agrondmicas y geog 1681 2008 | Bayer CropSciencie S.A.

siembras comerciales

Cauca, alto Magdalena 'y
Orinoquia
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Registro de la
variedad DP141 B2RF

Valle geografico del rio
Magdalena

5111

2009

Compaiiia Agricola
Colombiana Ltda & Cia. S.C.A.

Registro de la
variedad FiberMax
FM9180

Registro de la
variedad FiberMax FM
9063 B2F

Registro de la
variedad FiberMax
9171B2F

Registro de la
variedad FiberMax
FM9162B2F

Valle geografico del rio
Magdalena y Valle geogrifico
del rio Cauca.

5112

5113

5114

5115

2009

Bayer CropScience S.A.

Bollgard Il

CrylAcy
Cry2Ab

Resistencia a insectos
lepiddpteros

Apto como materia
prima parala
produccion de
alimentos para
consumo de animales
domésticos

310

2008

Compaiiia Agricola
Colombiana Ltda. & Cia. S.C.A.

LICotton
25°®

PAT

Tolerancia al
glufosinato de
amonio.

Apto como materia
prima parala
produccion de
alimentos para
consumo de animales
domésticos

307

2008

Estudios de eficacia
bioldgica y pruebas de
evaluacion
agrondmica

Alto Magdalena, Caribe
humedo, seco, Valle del
Cauca y Orinoquia
Colombiana

1037

2009

Ampliacién de zonas
para siembras
comerciales

Caribe humedo

2403

2010

Bayer CropScience S.A.
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Anexo 5. Variedades de algoddn cultivadas en Colombia, afios 1918- 2010 (31,
37, 38, 68)

PRIMER | ULTIMO PRIMER | ULTIMO
No. VARIEDAD ANO ANO No. VARIEDAD ANO ANO
SIEMBRA | SIEMBRA SIEMBRA | SIEMBRA

1 Bourbon 1918 1935 63 Del cerro A 451-3 1982 1985
2 Lengupa Antigua 1976 64 Del cerro A 263 1983 1985
3 Vergara 1933 1935 65 Gossica N23 1983 1985
4 Hibrido nativo Antigua 1930 66 Gossica P11 1983 1985
5 Miraflores Antigua 1958 67 Gossica P12 1984 1985
6 Sealand 542 1935 1957 68 Stonville 112 1989 -

7 Durango 1935 1936 69 Linea 91 BR2 1989 -

8 Delphos 6102 1935 1936 70 DES-119 1989 -

9 Express Brasil 1935 1948 71 KC-311 1989 -
10 Foster 1935 1948 72 KC-380 1989 -
11 Kaki 1935 1948 73 Coker 320 1989 -
12 Carolina Queen 1935 1948 74 Acala 1570-70 1989 -
13 DP (Deltapine) 12 1942 1949 75 Acala imperial 1989 -
14 DP 15 1948 1967 76 Acala SJ2 1989 -
15 Coker 124 1952 1959 77 Acala SJ5 1989 -
16 Earlystaple 1955 1958 -1962 | 78 Acala 3080 1989 -
17 Stoneville 3202 1958 1959 79 | Acala 1517-77 BR 1989 -
18 Stoneville 7 1958 1959 80 Acala 1517-75 1989 -
19 DP staple 1958 - 81 Acala 1517E2 1989 -
20 Coker wilds 1958 - 82 DP 90 1991 -
21 Sealand 1958 - 83 DP 20 1990 -
22 Delfos 9169 1958 - 84 Stoneville 453 1991 -
23 Cemp 321 1958 - 85 Gossica MC 22 1992 -
24 Stoneville 2B 1958 - 86 Gossica MC 23 1992 -
25 Acala 4-42 1958 - 87 DP 5614 1992 -
26 Acala MV 1958 - 88 DP 51 1992 -
27 Coker Staple 1958 - 89 DP 5415 1992 -
28 Coker Wilt 1958 - 90 DP 5690 1993 -
29 DP S.L. 1961 1978 91 HS 46 1993 -
30 Plains 1962 1962 92 Acala 1517-91 - -
31 Delfos 1962 1962 93 AG 207 - -
32 Acala 1517 BR2 1964 - 94 AG 517 - -
33 Stardel 1964 1965 95 AG 539 - -
34 Stoneville 213 1965 1985 96 AG 815 - -
35 DP 523 1965 1965 97 B 749 - -
36 DP 5540 1065 1965 | 98 Ca(”cb;’;iil\:"al)zg 2000 :




60

37 Stoneville 7BR 1965 1965 99 Corpoica M123 ?2%(1% -
38 DP 45 1966 1967 100 Delrut fibra larga 1998 -
39 Coker 201 1967 1981 101 Delta Opal 2000 -
40 DP 16 1969 1977 102 DP 393 - -
41 Prima S .3 1970 1971 103 DP 493 - -
42 Prima S. 4 1970 1971 104 DP 404 BG - -
43 Acala 1517-70 1971 - 105 DP acala 90 2007 -
44 DP 45A 1973 1976 | 106 Ga('tc""gr?)gf(;al)og 2000 -
45 DP 25 1974 1974 107 H 23 - -
46 Del cerro 1974 1985 | 108 L'é"c’:‘g:go'}g)lo - -
47 Stoneville 72 1974 1977 109 Makina 2000 -
48 Dixie King 1975 1976  |110 S'r(‘g%?go'i\g 31)37 - -
49 ICA Bravo 1975 1980 111| Stoneville KC 311 - -
50 |  Stoneville 731 N 1976 1978|112 Vaé'ce:g?;;('\:’g% - -
51 DP 55 1976 1984 113 DP 90 nacional 2010 -
52 DP 61 1977 1985 114 Corpoica M129 2010 -
53 Gossica N21 1977 1983 115 Sinuana M135 - -
54 Gossica P21 1978 1983 116 DP 60 - -
55 Stroman 1978 1978 117 Linea LA 1-29-4 1998 -
56 Stoneville 825 1979 1984 118 | LC 151 (Oro blanco) 2007 -
57 Gossica N22 1980 1982 119 Opal 2007 -
58 Acala 1517-77 1980 1985 120 Stack gene 2007 -
59 Del cerro A 291 1979 - 121 DP 555 2007 -
60 Del cerro A 603 1979 1983 122 DP 5455 2008 -
61 Gossica M21 1981 1984 123 LCER 0060 2009 -
62 DP 41 1981 1985 124 LCERO0056 2009 -
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Anexo 6. Registros bioldgicos de parientes silvestres de algodon que se encuentran en el pais (31, herbarios nacionales
de la Universidad Nacional de Colombia, del Instituto Amazoénico de Investigaciones Cientificas SINCHI, Base de datos
del Jardin Botanico de Medellin y de la base de datos del Instituto Von Humboldt).

Epiteto

No. |Género - Departamento Municipio Localidad Latitud Longitud
Especifico
1 Gossypium barbadense Valle Robles
5 Gossvoium hirsutum, var. Tolima Espinal Vereda Santana. Finca San
yp deltapine 16 b Gerénimo
3 Gossvoium hirsutum, var. Tolima Espinal Vereda Santana. Finca San
yp deltapine 17 P Gerénimo

4 Gossypium sp. Valle Andalucia Estacion ferrocarril

5 Gossypium sp. Valle Andalucia Estacion ferrocarril

6 Gossypium barbadense Cérdoba Covefias Golfo de Morrosquillo

7 Gossypium herbaceum Valle del Cauca Granja Exp.Palmira.Alt.1088m..

8 Gossypium herbaceum Valle del Cauca Granja Experimental de Palmira.

9 Gossypium herbaceum Valle del Cauca Granja Experimental de Palmira.
Entre Cerete y Cienaga de Oro,

10 | Gossypium sp. Cordoba Hacienda La Hermita
(Berastegui).

11 |Gossypium  |sp. Tolima Carretera entre Honda y 51.027  |-748.779
Mariquita.
En la region del Sinu, cerca a la

12 Gossypium sp. Cérdoba Hacienda MArtinica a 15 km de
Monteria.

13 Gossypium sp. Valle del Cauca Entre Loboguerrero y Yumbo.

14 Gossypium barbadense Cesar San Martin nya blo Nuevo. Alrededores 10 -75
Ciénaga del Totumo

15 Gossypium barbadense Guajira Barrancas Finca la Estrella

16 | Gossypium herbaceum L Antioquia Rionegro Vijagual

17 | Gossypium barbadense Chocé Acandi San Francisco de Asis 8 =77

18 Gossypium barbadense Guajira Carretera entre Tabaco y Estrella
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19 Gossypium barbadense Magdalena Santa Marta | Cafiaverales, Parque Tayrona
20 | Gossypium sp. Alrededores de Mojarras
PNN EI Tuparro, caserio cerca
: : . . de comunidad Guahibo, 50 Km.
21 Gossypium hirsutum Vichada Cumarimbo W del centro administrativo, via a -68
El Tapon
PNN El Tuparro, caserio cerca
. . ; de comunidad Guahibo, 50 Km.
22 Gossypium sp. Vichada Cumarimbo W del centro administrativo, via a -68
El Tapén
23 Gossypium barbadense Choco Acandi San Francisco de Asis =77
24 Gossypium barbadense Antioquia Medellin
. . Carmen de
25 | Gossypium sp. Choco Atrato Vereda El Roble
26 Gossypium barbadense Antioquia Medellin Eg'&rll%Velodromo, Calle 47D -76
27 | Gossypium sp. Antioquia Medellin Sg;\rllcgvaodromo, Calle 47D -76
28 Gossypium barbadense Antioquia Fredonia Eﬁgs Sabaletas, Finca las
San Vicente Vereda Candilejas, Hato El
29 Gossypium barbadense Caqueta . Retorno. Laguna El Retorno. -74
del Caguan
Bosque que rodea la laguna
Corregimiento Albania, Carretera
30 Gossypium sp. Guajira Maicao Albania a Tabaco, sitio la
Estrella, rio Rancheria
31 Gossypium barbadense Rio Satinga | Vereda San Isidro
32 Gossypium barbadense Antioquia Montebello Vereda Sabanitas -76
33 Gossypium sp. Antioquia Betulia Paraje Sabaletas
34 | Gossypium sp. Antioquia Copacabana-
Bello
35 Gossypium sp. Antioquia Hispania
36 Gossypium sp. Guajira Laguna los Juncos en la

carretera entre Tabaco y Estrella
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Corregimiento Albania, Carretera

37 | Gossypium sp. Guajira Maicao Calabazito-Rio Rancheria, sitio |11 -73
La Batea
38 Gossypium herbaceum Antioquia Medellin
. S Santa fé de
39 Gossypium barbadense Antioquia Antioquia
40 | Gossypium sp. Antioquia Medellin Barrio Velodromo, Calle 47D 6 -76
78A15
barbadense L. var.
41 Gossypium peruvianum (Cav.) Antioquia Medellin Facultad de Agronomia
Mauer
42 Gossypium barbadense Vaupés Al_to Vaupes. Alrededores de
Miraflores
43 Gossypium hirsutum Antioquia Puerto Berrio 6 -74
44 | Gossypium hirsutum Antioquia Medellin Barrio La América
45 Gossypium barbadense Norte de Santander
46 Gossypium barbadense Salamina
barbadense L. var.
47 Gossypium peruvianum (Cav.) Antioquia Armenia
Mauer
48 Gossypium arboreum Narifio Pasto A500m d,el puente sobre el rio
Juanambu
49 Gossypium barbadense Bolivar Entre Sincelejo y Colosé
50 Gossypium barbadense Narifio Ancuya Carretera Ancuya a El Llano
51 Gossypium barbadense Narifio Ancuya Carretera a Condagua
52 Gossypium sp. Narifio Tablon Carretgra Panamericana.
Remolino
53 Gossypium arboreum Cauca Patia Alrededores de Mojarras
54 Gossypium arboreum Narifio Tumaco A500m d,el puente sobre el rio
Juanambu
55 Gossypium arboreum Narifio Tumaco Proximidades de Tangareal
56 Gossypium sp. Narifio Pasto Puente Jl_Janambu. Carretera
Panamericana
57 Gossypium sp. Putumayo Mocoa Carretera a Condagua
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San Pedro Alejandrino, granja de

58 Gossypium herbaceum Magdalena Santa Marta A UTM
59 Gossypium barbadense Bolivar Entre Sincelejo y Colosé
60 Gossypium barbadense Bolivar Entre Sincelejo y Colosé
61 Gossypium barbadense Magdalena Elaﬂ _FFe'\(/jlro Alejandrino, granja de
62 Gossypium barbadense Magdalena Eera Inta Saenz Pefia
Santa Isabel, reserva indigena
63 Gossypium sp. Amazonas Miriti-Parana | Mirafia, chagra de Teresa
Mirafa.
64 Gossvoium s Caqueta San Vicente |Vereda Candilejas, hato El
yp P q Del Caguan Retorno, lag. El Retorno
65 Gossypium sp. Amazonas Leticia Cabecera Municipal.
Serrania del Churumbelo, vereda
: Bajo Afan, sector entre la parcela
66 Gossypium sp. Putumayo Mocoa de estudio Sinchi y el puente
sobre el rio Mocoa.
67 Gossypium sp. Cagueta Florencia |\_/§|;eda La Holanda, finca Villa
Resguardo indigena Ticuna-
68 Gossypium sp Amazonas Leticia _Uitoto, km 6'1.1’ comunidad
' indigena Monilla Amena, km 9,8,
via Leticia-Tarapaca
Gran resguardo indigena del
Vaupés, comunidad indigena de
. , . Wacuraba, cabecera cfi.
69 | Gossypium SP- Vaupes Morichal Cuduyari, vegetacion creciendo
alrededor de la comunidad
(cultivada)
70 | Gossypium arboreum Cauca Popayan Vereda El Placer.
. . San Vicente | Sabasn del Yari, Vda.
71 Gossypium barbadense Caqueta del Caguan Candilejas, hato El Retorno. 10.905 -7.428.333
72 Gossypium barbadense Huila Baraya .
Frontera colombo-venezolana,
73 Gossypium barbadense Norte de Santander 30km de Rio de Oro por el Cafio

del Norte.
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74 Gossypium barbadense Magdalena Isla de Salamanca.
75 Gossypium barbadense Bolivar Entre Sincelejo y Coloso.
76 Gossypium barbadense La Guajira Uribia Rumbo a Ipanaru..
77 Gossypium barbadense Cundinamarca Nilo Insp_eccmn de Pueblo Nuevo,
hacienda Palermo y Paguez.
78 | Gossypium barbadense. Bolivar Volcanes de lodo de Turbaco.
Via San Jospe de Suaita a
79 Gossypium barbadense Santander Suaita Guadalupe, trayecto vda. El 6.15 -73.35
Placer-San Jose de Suaita.
80 Gossypium barbadense Atlantico Usiacuri Camino de Isabel Lopez.
Via San Jose de Suaita a
81 Gossypium barbadense Santander Suaita Guadalupe, trayecto vda. El 6.15 -73.35
Placer-San Jose de Suaita.
Archipiélago de San
82 Gossypium barbadense Andrés, Providencia Carretable en South_ End desde
) Elsy Bay hasta Bloeing Hole.
y Santa Catalina
83 Gossypium barbadense Norte de Santander Valle del rio Peralonso,
alrededores de Santiago.
84 Gossypium barbadense Bolivar :\:zlas de San Bernardo, isla
ucura.
85 Gossypium barbadense Bolivar Islas de San Bernardo, isla
Mucura.
86 Gossypium barbadense Bolivar Zambrano Ciénaga de Zambrano.
87 Gossypium barbadense Choco Quibdé Barrio Nifio Jesus.
88 Gossypium barbadense Cundinamarca Pandi Vereda El Guarumo. 4.240.224 |-7.451.984
89 Gossypium barbadense Santander Suaita \Z/?ennetoLa Cascada y curva del 6.15 -73.35
90 Gossypium barbadense Bolivar Archlplelago de San Bernardo,
isla Mucura.
91 Gossypium barbadense Bolivar Archlplelago de San Bernardo,
isla Mucura.
92 Gossypium herbaceum Amazonas Leticia Trapecio,alrededores de Leticia.
93 Gossypium herbaceum Amazonas Trape<_:|c_) amazonico, alrededores
de Leticia.
94 Gossypium herbaceum Amazonas Leticia Cabecera municipal.
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95 Gossypium herbaceum Casanare Orocué
96 Gossypium herbaceum Cundinamarca Nilo
97 Gossypium herbaceum Cundinamarca Nilo .
98 Gossypium sp. Antioquia Rionegro Eﬁifdn;a Montenegro, cerca a la 57.433 -7.559.944
Sierra Nevada de Santa Marta,
: southeastern slope hoya del rio
99 Gossypium sp. Magdalena Donachui, ravine SE of
Donachui.
: Sierra Nevada de Santa Marta,
100 | Gossypium sp. Magdalena hoya del rio Donachi.
101 | Gossypium sp. Atlantico Sabanalarga |12 km of Sabanalarga.
102 | Gossypium sp. Atlantico Sabanalarga |12 km of Sabanalarga.
Houseyard in Finca El Trigal
103 | Gossypium sp. Cauca midway between rio Guachicono
and Panamerican Highway.
104 | Gossypium sp. Putumayo Mocoa Mocoa y alrededores al norte.
105 | Gossypium sp. Putumayo Mocoa Mocoa y alrededores al norte.
106 | Gossypium sp. Vaupés Alrededores de Miraflores.
. . Quebrada Anduche, abandoned
107 | Gossypium sP- Caqueta house site in derived.
108 | Gossypium sp. Caldas Chinchina Granja cafetera.
Parque Nacional Natural Los
109 | Gossypium sp. Choco Riosucio Katios, camino a Tilupo, alto via
Sautata, desviando por el camino
a Tilupo, salto parte baja.
110 | Gossypium sp. Cundinamarca Tocaima
111 | Gossypium sp. Cundinamarca Tocaima .
112 |Gossypium  |sp. La Guajira Maicao Carretera Calabazito-Rio 11.133.333 | -72.566.666
Rancheria, sitio La Batea.
113 | Gossypium sp. Caldas Villamaria Granja Cafetera de Chinchina.
114 | Gossypium sp. Amazonas Leticia Camino hacia Tarapaca, km 17.
115 | Gossypium sp. Santander Onzaga
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. Puerto
116 | Gossypium sp. Santander Wilches
old homesite near Guahibio
: . . . settlement ca. 50 km W of centro -
117 | Gossypium hirsutum Vichada Cumaribo administrativo on road to El 53.333.333 683.333.333
Tapén
118 | Gossypium barbadense La Guajira Uribia Corregimiento de Siapana
119 | Gossypium sp. Magdalena Los Cocos
old homesite near Guahibio
. . . . settlement ca. 50 km W of centro -
120 | Gossypium hirsutum Vichada Cumaribo administrativo on road to El 53.333.333 683.333.333
Tapén
121 | Gossypium barbadense Choco Acandi Sin Dato 838333 -771.167




Anexo 7. Formato colecta de muestras en campo.

MODELO DE FLUJO DE GENES PARA EL SEGUIMIENTO ¥ MONITORED DE OGM LIBERADODS EN EL DEFPARTAMENTO DEL TOLIMA

Lote
Mo.

Fecha de
colecta

Vereda

Finca

Propietario

Genoef

No. de
hectareas

Tipo de
cultivo

Observaciones

Responsable
de la colecta
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TUTORIAL PARA LLEMAR EL FORMATO

Lote No. Mszi ez maiz
Mumeros arabigos consecutivos paraindicarel ndmeno del lote
Mumeros romanos consecufvos {1, 1, L 1V, W, W1 VI Iy 1X) para indicar el ndmero de planta dentro del lote
Paj. M-10-IX Indica que es la novena plants muestresds del lote de miaiz ndmero 10

Fecha de colecta |Indicarla fechs de colecta conelformatodisimesiano enndmens arabigos
P ej. 01/07/2010 Indica que la colects se reslizo eldia 1 del mes de Julio del afo 2010

Vereda Indicarel nombre de la veredsa a la cusl perenece 2l lote (Importanie porgue hayfincas que hecen parte de varnas veredas)

Finca Indicarel nombre de la finca a la cual perenece el lote
Propietaric |Indicarelnombre del propietano de la finca

Georref. Indicarla geomeferensis de un punin del lote en coordensdss geogréfices
P el Na=3'34 4" NWr4%54'40.0"

MNo.de hectareas Indicarelndmero de hectareas del lote muestesdo. En elcasode las zonas de refugio v las zonas buffer se debe especificarel
area de estas zonas y el ares total del campo sembrado con transgénico.

Tipo de cultivo R =i esun refugio
B =iesuna zona buffer
< =i esun cultivo convencional
L siesuna raza local

Observaciones E=pacio para ponerobserveciones relevantes con respectoal lote
P. g Distancia con respectn allote de maiz transgénico mas cercano. Existenda de bameras geograficas importantes. Tipo de
samillas sembradas. Fecha de siembrs o floradon. Historia de siembra del lote. Otres observaciones.

Responsable de la colectalndicarelnombre de la persons encargadade hacerls colecta.
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Anexo 8. Resultados pruebas inmunostrip para identificar la proteina CrylAc.

cuLTivo | LOTE [PLANTA | ohqimvo [ NecaTIVO CULTIVO LOTE | PLANTA | ooimvo [ NEGATIVO
No. No. No. No.
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X 4 X
cv 1 5 X (ggauoerg) 46 5 X
6 X 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X 4 X
cv 2 5 X cv 47 5 X
6 X 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X 4 X
cv 3 5 X cv 48 5 X
6 X 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X 4 X
REFUGIO
cv 4 5 X 49 5 X
> . (DP 90 NAL) > .
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X 4 X
cv 5 5 X (ggaugga) 50 5 X
6 X 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
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REFUGIO 6 3 X REFUGIO 51 3 X
(Delta 4 X (Delta Opal) 4 X
Opal) 5 X 5 X

6 X 6 X

7 X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X
REFUGIO 4 X 4 X
(Delta 7 5 X (gsguggg) 52 5 X
Opal) 6 X 6 X

7 X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X
REFUGIO 4 X 4 X
eta | 8 [ 5 X SEFUSO | 53 [ X
Opal) 6 X 6 X

I X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X
REFUGIO 4 X 4 X
eta | o [ X SEFUSIO | 54 5 x
Opal) 6 X 6 X

I X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X
REFUGIO 4 X 4 X
(Delta | 10 5 X (gﬁfaugﬁ) 55 5 X
Opal) 6 X 6 X

7 X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 1 X

2 2 X

3 3 X

4 . REFUGIO 4 X
Ccv 11 5 Lote experimental (Delta Opal) 56 5 X

6 6 X

7 7 X

8 8 X
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REFUGIO 4 Semillas REFUGIO 4 X
(Delta 40 5 Inmaduras (Delta Opal) 85 5 X
Opal) 6 6 X
7 7 X
8 8 X
9 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
REFUGIO 4 X 4 X
(Delta | 41 5 X REFUGIO 86 5 X
Opal) 6 X (Delta Opal) 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
REFUGIO 4 X 4 X
(Delta 42 5 X REFUGIO 87 5 X
Opal) 6 X (Delta Opal) 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
REFUGIO 4 X 4 X
(Delta | 43 5 X REFUGIO 88 5 X
Opal) 5 X (Delta Opal) 5 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 1 X
2 2 X
3 3 X
REFUGIO 4 Semillas 4 X
((I)Deltlz;\ 44 5 inmaduras cVv 89 5 X
pa 6 6 X
7 7 X
8 8 X
9 9 X
1 X As 90 1 X
2 X As 91 1 X
3 X As 92 1 X
4 X As 93 1 X
cv 45 S X
6 X
7 X
8 X CV: Convencional.
9 X




Anexo 9. Cuantificacion DNA extraido de hoja.
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Identificacién

Concentracién

A260

A280

260/280

Identificacién

Concentracién

A260

A280

260/280

de la muestra DNA (ng/pl) de lamuestra | DNA (ng/ul)
1 L1, M1 329,3 66 41| 1,6 279 | L29, M7 128,8 1,810 1,74
2 L1, M1 329,8 6,6 | 41| 1,6 280| L29, M7 127,9 1,8 110 | 1,75
3 L1, M2 610,4 |12,2|6,5| 1,89 | [281| L29, M8 132,2 1912 | 1,64
4 L1, M2 609,6 |12,2|6,5| 1,89 | [282| L29, M8 130,7 1911 1,67
5 L1, M3 545,5 110,9| 5,6 | 1,94 | |283]| L29, M9 384,9 6936 19
6 L1, M3 546 10,9| 5,6 | 1,94 | |284| L29, M9 385,9 7,0 | 3,7 | 1,89
7 L1, M4 478,6 96|50 191 ||285]| L31, M1 527 10,5/ 6,2 | 1,7
8 L1, M4 478,5 9,6 | 50| 1,91 | |286| L31, M1 533,1 (10,6| 6,3 | 1,7
9 L1, M5 397,1 79 (4,7 | 1,68 | |287| L31, M2 92,7 1,106 | 1,88
10 | L1, M5 396,2 79 (48| 1,67 | |288| L31, M2 92,3 1,106 | 1,89
11 | L1, M6 772,6 |15,5]/ 81| 1,9 289 | L31, M3 85,3 1,110,7 | 1,68
12 | L1, M6 772,3 |155(8,1| 19 290 L31, M3 84,9 1,1 0,7 | 1,65
13 | L1, M7 475,7 95|55 1,72 | |291| L31, M4 218,4 3,2 1,7 | 1,83
14 | L1, M7 473,8 95|56 | 1,71 | |292] L31, M4 219,2 3118 1,83
15 | L1, M8 659,2 |13,2| 6,7 | 1,95 | |293]| L31, M5 271 4,2 | 25| 1,73
16 | L1, M8 658,4 |13,2| 6,7 | 1,95 | |294| L31, M5 270 4,2 | 2,4 | 1,74
17 | L1, M9 422,6 85149 | 1,7 295 | L31, M6 61,2 1,2 108 | 1,61
18 | L1, M9 420,5 84149 | 1,69 | |296| L31, M6 64,3 1,307 | 1,91
19 | L2,M1 677,6 |13,6| 7,2 | 1,88 | |297| L31, M7 147,2 2,2 |11 198
20 | L2, M1 678,4 |13,6| 7,2 | 1,87 | |298| L31, M7 147,8 2,2 |11 1,97
21 | L2, M2 668,2 |13,4/6,8 | 1,94 | [299| L31, M8 238,6 36|20 1,79
22 | L2, M2 667,9 |13,4/ 68 | 1,94 | |300| L31, M8 230,6 34119 1,79
23 | L2, M3 394,1 79|47 | 168 | |301| L31, M9 420,5 8,4 |43 1,95
24 | L2, M3 394 79146 | 1,68 | |302| L31, M9 423 85|43 1,95
25 | L2, M4 485,9 98 591,64 ||303| L33, M1 167,3 26|14 1,84
26 | L2, M4 486 9,759 | 1,64 | |304]| L33, M1 163,8 25|13 1,87
27 | L2, M5 603,3 |12,1|6,2 | 1,92 | |305]| L33, M2 72,9 1,005 | 1,84
28 | L2, M5 603,2 |12,1|6,3 | 1,92 | |306]| L33, M2 73 09]05]| 1,84
29 | L2, M6 313,1 6,339 | 1,6 307 | L33, M3 514,1 |10,2| 6,0 | 1,69
30 | L2, M6 315 6,4 (39| 1,64 | |308| L33, M3 514,1 ]10,2| 6,1 | 1,69
31| L2, M7 463,9 93|54 1,71 | |309] L33, M4 88,3 1006 | 1,7
32 | L2, M7 464,4 9354|171 | |310| L33, M4 88,1 09|06 | 1,69
33| L2, M8 581,5 |11,6|/6,0| 1,93 | |311| L33, M5 290,9 58129 199
34 | L2, M8 580,1 |11,6|6,0| 1,93 | |312]| L33, M5 293,3 59129 199
35| L2, M9 350,6 7,0 (4,3 | 1,62 | |313]| L33, M6 571,7 |11,4| 6,8 | 1,68
36 | L2, M9 350 7,043 | 162 | |314| L33, M6 574,6 |11,4| 6,9 | 1,68
37 | L5 M1 149 30 (1,7 | 1,66 | |315| L33, M7 289,7 58| 3,1 1,89
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38 | L5,M1 148,3 30|18 | 1,67 | |316| L33, M7 295,7 59131 1,9
39 | L5, M2 237,8 48 29| 1,64 | |317] L33, M8 428,2 86 54| 1,6
40 | L5, M2 233,4 4,7 1 29| 1,64 | |318]| L33, M8 391,3 7,8 | 4,0 | 1,97
41 | L5, M3 282,1 56 (331,73 | |319| L33, M9 135,5 19|12 1,68
42 | L5,M3 282,2 56 (331,73 | |320| L33, M9 135,3 19|12 1,68
43 | L5, M4 235,8 4,7 | 2,7 | 1,7 321 | L42, M1 438,8 8,852 1,68
44 | L5, M4 235,8 4,7 | 2,8 | 1,7 322 L42, M1 439,9 8,8 152 1,68
45 | L5, M5 123,1 25|15 1,62 | |323| L42, M2 391,6 7,8 | 4,7 | 1,68
46 | L5, M5 123,2 2,515 1,62 | |324| L42, M2 401,3 8,048 | 1,67
47 | L5, M6 653,3 |13,1| 7,5 | 1,74 | |325]| L42, M3 173,2 2,2 1,2 | 1,83
48 | L5, M6 641,8 |12,8| 7,8 | 1,64 | |326]| L42, M3 173,3 2,2 11,2 1,84
49 | L5, M7 317 6,3 3,6 | 1,76 | |327| L42, M4 538,5 1|10,7| 6,1 | 1,77
50 | L5, M7 315 6,3 (35| 1,76 | |328| L42, M4 541 10,8| 6,1 | 1,76
51 | L5, M8 218,8 44126 | 1,69 | |329]| L42, M5 345,9 57|32 1,76
52 | L5, M8 219,2 44 12,6 | 1,67 | |330| L42, M5 349,1 58|33 1,76
53 | L5, M9 297,1 59 (3,6 | 167 | |331| L42, M6 308,7 49 | 2,6 | 1,86
54 | L5, M9 297,9 6,0 | 3,5 1,72 | |332]| L42, M6 309,7 50|27 | 1,85
55 | L10, M1 804,7 |16,1| 89 | 1,79 | |333| L42, M7 369,4 7,4 14,6 | 1,62
56 | L10, M1 805,6 |16,1| 9,0 | 1,79 | |334| L42, M7 368,8 7,4 | 4,6 | 1,62
57 | L10, M2 1089,4 (21,8/11,9| 1,82 | |335]| L42, M8 323,7 52 3,2 | 1,67
58 | L10, M2 1088,9 |21,8(11,9| 1,82 | |336| L42, M8 316,8 6,4 |40 | 1,61
59 | L10, M3 437,3 88154 1,64 ||337| L42, M9 317,4 5229|179
60 | L10, M3 436,9 8,753 | 164 | |338| L42, M9 323,2 52129 1,78
61 | L10, M4 414,8 83145 1,83 | |339| L50, M1 306,5 49 | 2,6 | 1,84
62 | L10, M4 415,8 83|45 1,84 | |340| L50, M1 307,1 50|26 | 1,84
63 | L10, M5 524,7 |10,5| 6,3 | 1,68 | |341| L50, M2 463,2 93|53 1,72
64 | L10, M5 525,1 |10,5| 6,3 | 1,68 | |342| L50, M2 463 93|54 1,72
65 | L10, M6 1221 24,4113,3| 1,84 | |343| L50, M3 346,6 57132 1,8
66 | L10, M6 | 1218,7 |24,4\13,4| 1,82 | |344| L50, M3 346,1 57132 1,8
67 | L10, M7 378,8 7,6 | 46| 1,62 | |345| L50, M4 466,2 9353|175
68 | L10, M7 379,8 7,6 | 4,7 | 1,62 | |346| L50, M4 467,7 94153 1,76
69 | L10, M8 339,4 6,8 4,2 1,63 | |347| L50, M5 474 941541 1,75
70 | L10, M8 338,8 6,8 4,2 1,62 | |348| L50, M5 473,1 94154 1,75
71 | L10, M9 445 89 |55 1,63 | |349| L50, M6 150,2 1,810 | 1,82
72 | L10, M9 445 89|54 | 1,64 | |350]| L50, M6 149,8 1,8 110 | 1,79
73 | L13, M1 325,4 6,8 (40| 1,71 | |351| L50, M7 300,5 48 | 2,6 | 1,88
74 | L13, M1 326,6 6,8 4,0 | 1,72 | |352| L50, M7 300,4 4,8 | 2,6 | 1,87
75 | L13, M2 427,8 86|51 1,68 ||353| L50, M8 295,8 59 |3,6| 1,63
76 | L13, M2 427,1 85151 1,68 | |354| L50, M8 297 59|36 | 1,64
77 | L13, M3 401,8 8,448 | 1,76 | |355| L50, M9 7359 (14,7 7,8 | 1,89
78 | L13, M3 401,7 8,4 148 | 1,76 | |356| L50, M9 7139 |14,3| 7,8 | 1,82
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79 | L13,M4 402,6 85|50 1,71 | |357]| L63, M1 542 10,8| 5,7 | 1,88
80 | L13, M4 404,1 85150 1,71 | |358| L63, M1 538,6 (10,7| 5,7 | 1,88
81 | L13, M5 328,2 7,0 4,2 ] 1,65 | |359| L63, M2 369,5 7,4 14,0 | 1,81
82 | L13, M5 327,5 7,0 (4,2 | 1,65 | |360| L63, M2 371,9 74 4,1 1,81
83 | L13, M6 396,7 79 (48| 1,65 | |361| L63, M3 303,1 6,0 35| 1,7
84 | L13, M6 396 79148 | 1,65 | |362| L63, M3 303 6,0 35| 1,7
85 | L13, M7 472,2 9,4 158|161 | |363| L63, M4 321,1 6,4 |39 | 1,66
86 | L13, M7 471,9 94159 1,61 | |364]| L63, M4 327,8 6,6 | 40| 1,66
87 | L13, M8 418,5 8,4 150 1,66 | |365| L63, M5 6209 [12,4| 6,8 | 1,82
88 | L13, M8 418,5 8,4 150 1,66 | |366| L63, M5 620 12,4| 6,8 | 1,82
89 | L13, M9 407,3 8,2 |50 1,63 | |367| L63, M6 183,9 2,7 116 | 1,74
90 | L13, M9 407,7 8,2 (50| 1,63 | |368| L63, M6 182,3 2,7 | 15| 1,73
91 | L17, M1 588,4 |11,8| 6,6 | 1,76 | |369| L63, M7 319,4 6,4 | 3,7 | 1,68
92 | L17,M1 587,4 |11,8| 6,7 | 1,76 | |370| L63, M7 321,7 6,4 | 3,8 1,68
93 | L17, M2 605,5 [12,1|6,2 | 1,96 | |371| L63, M8 459,8 9254|171
94 | L17, M2 613,8 [12,3|6,2 | 1,97 | |372]| L63, M8 460,2 9,2 54| 1,7
95 | L17, M3 221,4 4,7 | 2,5 1,87 | |373| L63, M9 283,5 57 3,2 1,79
96 | L17, M3 221,6 4,7 | 2,5 | 1,87 | |374| L63, M9 289,9 58132 1,8
97 | L17, M4 372,5 7,8 4,6 | 1,68 | |375| L64, M1 504,3 ]10,1| 5,9 | 1,72
98 | L17, M4 372,8 7,8 14,6 | 1,68 | |376| L64, M1 573,2 |11,4| 6,7 | 1,72
99 | L17, M5 364,3 7,3 4,4 | 1,66 | |377| L64, M2 116,3 1,106 | 1,81
100| L17, M5 364,1 7,3 (4,4 | 1,66 | |378| L64, M2 118,5 1,2 10,7 | 18
101| L17, M6 282,6 57133 1,72 | |379| L64, M3 334,1 6,6 | 41| 1,65
102 | L17, M6 283,7 57 (331,72 | |380| L64, M3 323,3 6,539 | 1,65
103 | L17, M7 297,7 6,0 3,4 1,76 | |381| L64, M4 382,5 7,6 |45 | 1,7
104 | L17, M7 301,3 6,0 | 3,4 | 1,77 | |382]| L64, M4 383 7,6 | 4,5 | 1,69
105| L17, M8 310,4 6,2 (3,41 1,79 | |383| L64, M5 8%,4 [17,9|10,0| 1,8
106| L17, M8 311,1 6,2 35| 1,8 384 | L64, M5 838,5 [16,8| 8,5 | 1,98
107| L17, M9 232,1 46 | 2,8 | 1,67 | |385]| L64, M6 656,6 (13,1 7,3 | 1,81
108 | L17, M9 235,7 4,7 | 2,8 | 1,68 | |386| L64, M6 653,2 |(13,1| 7,3 | 1,79
109| L19, M1 439,2 8,8 |50 1,74 | |387| L64, M7 112,8 1,508 | 1,68
110| L19, M1 338 8,8 |50 | 1,74 | |388| L64, M7 114,5 1,509 | 1,65
111 | L19, M2 226,1 33120 1,69 | |389| L64, M8 107,4 1,408 | 1,83
112 | L19, M2 226,6 3,3 (20| 1,69 | |390| L64, M8 108,5 1,408 | 1,79
113 | L19, M3 492,2 98|50 198 | |391]| L64, M9 95,3 1,2 10,7 | 1,71
114| L19, M3 495,2 99 |50 1,98 | |392| L64, M9 95,4 1,2 |1 0,7 | 1,73
115 L19, M4 289,6 4,6 | 2,7 | 1,75 | |393| L66, M1 335,3 55|31 1,74
116| L19, M4 288,5 46 | 2,6 | 1,74 | |394| L66, M1 334,7 55|31 1,74
117| L19, M5 224,1 3,3 (20| 1,61 | |395| L66, M2 255,3 3923|171
118 | L19, M5 219 3,220 1,63 | |396| L66, M2 256,1 39123 1,73
119| L19, M6 376,2 7,547 16 397 | L66, M3 204,6 33119 1,76
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120| L19, M6 375,8 75147 | 1,6 398 | L66, M3 205,1 33|19 1,76
121| L19, M7 324,2 53 (3,0 1,78 | |399]| L66, M4 429,2 8,6 | 52| 1,66
122| L19, M7 324,7 53 (3,0 1,77 | |400| Le6, M4 429,1 851]51] 1,66
123 | L19, M8 336,3 55 (3,0 1,85 | |401| L66, M5 192,9 2,7 | 1,5 | 1,77
124| L19, M8 336,5 55 (3,0 1,84 | |402| L66, M5 191,6 2,6 | 1,5 | 1,77
125| L19, M9 189,9 31|16 | 1,86 | |403| L66, M6 172,8 2,2 |13 1,74
126| L19, M9 190 3,1 (1,7 | 1,87 | |404| L66, M6 178,9 2,4\ 1,4 | 1,77
127 | L20, M1 501,9 |10,0| 5,8 | 1,72 | |405| L66, M7 153 2,2 |12 | 1,84
128 | L20, M1 501,8 |10,0| 5,8 | 1,72 | |406| L66, M7 153,6 2,2 1,2 1,85
129| L20, M2 437.6 8,8 149 | 1,77 | |407 | L66, M8 640,2 (12,8| 70| 1,83
130| L20, M2 436,6 8,7 149 | 1,77 | |408| L66, M8 6454 112,9| 7,0 | 1,82
131| L20; M3 309,5 6,2 (3,8 1,61 | |409| L66, M9 333,1 553,01 1,79
132 | L20; M3 309 6,2 38| 1,61 | |410| L66, M9 335,4 55131 1,77
133| L20; M4 498 10,0 5,4 | 1,83 | |411| L6§; M1 259,6 40121 1,83
134| L20; M4 497,4 110,0| 5,2 | 1,89 | |412| L68; M1 258,5 40121 181
135| L20; M5 267,8 54 (3,3 1,62 | |413| L68; M2 145,8 2,2 11,2 1,78
136| L20; M5 268,4 54 (3,3 1,61 | |414| L68;, M2 145,4 2,1 1,2 | 1,77
137 | L20; M6 228,4 34118 | 1,88 | |415| L68; M3 560,9 |(11,2| 6,3 | 1,76
138 | L20; M6 228,1 34 (18| 19 416 | L68; M3 560,4 [11,2| 6,4 | 1,76
139| L20; M7 220 44 | 2,4 | 1,85 | |417| L6§; M4 522,7 |10,4| 6,3 | 1,65
140| L20; M7 219,5 44 |24 | 1,86 | 418 | L68; M4 523 10,4| 6,3 | 1,65
141| L20; M8 499,6 |10,0| 5,6 | 1,78 | |419| L68; M5 444,7 89|55 1,63
142 | L20; M8 501,3 |10,0| 5,6 | 1,78 | |420| L68; M5 444 88|54 1,63
143 | L20; M9 480,6 9,6 | 53| 1,79 | |421| L68; M6 124,4 1,811 1,7
144 | L20; M9 482,2 9,754 | 1,78 | |422| L68; M6 124,4 1,8 111 1,71
145| L22; M2 660,4 |13,2| 7,1 | 1,85 | |423]| L68; M7 168,1 2,2 |13 1,68
146| L22; M2 662,5 |13,3| 7,1 | 1,86 | |424]| L68; M7 166,6 2,113 | 1,69
147 | L22; M3 382,2 7,7 14,5 | 1,68 | |425| L68; M8 269,4 4,2 | 2,4 | 1,76
148 | L22; M3 382,4 7,7 | 4,6 | 1,68 | |426| L68; M8 271,2 4,2 | 2,4 | 1,74
149 L22; M4 495,8 99|58 | 1,72 | |427| L68; M9 186,9 3,719 1,88
150| L22; M4 495,1 99 |58 | 1,72 | |428| L68; M9 416,7 831431091
151 L22; M5 587,3 |11,8| 6,7 | 1,76 | |429| L77; M1 559,5 (11,2 6,7 | 1,68
152 | L22; M5 585,4 |11,7| 6,6 | 1,77 | |430| L77; M1 558 11,2| 6,6 | 1,69
153 | L22; M6 208,5 30 (18| 1,61 | |431| L77, M2 344,2 6,8 | 3,5 | 1,99
154 | L22; M6 207 30|18 | 1,62 | |432| L77, M2 348,1 6,9 |35 1,99
155| L22; M7 305,1 49 | 2,7 | 1,81 | |433| L77; M3 745,1 1149| 8,1 | 1,83
156 | L22; M7 305,1 49 | 2,7 | 1,81 | |434| L77;, M3 743,4 |149] 8,2 | 1,83
157 | L22; M8 76 2,1 (1,2 1,73 | |435| L77; M4 62,4 1,3 10,7 | 1,66
158 | L22; M8 76,5 2,1 (1,2 1,73 | |436| L77, M4 135 19|12 1,68
159| L23, M1 336,7 6,7 | 4,1 | 1,67 | |437| L77, M5 255,5 39122 1,79
160| L23, M1 336,8 6,7 | 41| 1,66 | |438| L77;, M5 258 4,0 | 2,3 | 1,77
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161 | L23, M2 675,9 |13,5| 7,5 | 1,81 | |439| L77; M6 253,6 39|21 1,83
162 | L23, M2 676,4 |13,5| 7,5 | 1,81 | |440| L77; M6 252,3 39121 181
163| L23, M3 330,3 6,6 | 4,1 1,62 | |441| L77, M7 233,7 35121 1,63
164 | L23, M3 331,5 6,6 | 4,1 1,62 | |442| L77;, M7 234,2 34|21 1,64
165| L23, M4 212,6 3,116 | 1,87 | |443| L77, M8 5248 110,5| 6,1 | 1,7
166 | L23, M4 212,5 3,116 | 1,87 | |444| L77;, M8 525,5 |10,5|6,2 | 1,7
167 | L23, M5 275,9 43 123|189 | |445]| L77; M9 380,6 7,6 | 4,6 | 1,66
168 | L23, M5 274,4 43123 | 1,9 446 | L77; M9 380,7 7,6 | 4,6 | 1,65
169| L23, M6 400,7 8,0 (4,7 | 1,71 | |447| L79; M1 330,8 5430 1,8
170| L23, M6 408 82 (48| 1,7 448 | L79; M1 330,6 54 3,0 1,79
171| L23, M7 169,9 2,2 (1,2 | 1,89 | |449| L79; M2 | 1118,3 |22,4|13,2| 1,7
172| L23, M7 170,3 2,2 (12 19 450| L79; M2 | 1129,8 |22,6|13,2| 1,71
173 | L23, M8 806,5 |16,1| 8,2 | 1,96 | |451| L79; M3 261 40| 23| 1,75
174| L23, M8 803,5 |16,1| 8,3 | 1,95 | |452]| L79; M3 256,7 39122 181
175| L23, M9 178,3 2,4 (13| 1,87 | |453| L79; M4 408,2 81|51 | 1,6
176| L23, M9 177,3 2,4 (13| 1,87 | |454| L79; M4 467,5 89 |56 | 1,62
177| L24, M1 481,4 9,6 | 52| 1,85 | |455| L79; M5 293,4 4,7 | 2,6 | 1,77
178 | L24, M1 482,5 9,7 15,2 | 185 | |456| L79; M5 293 4,7 | 2,6 | 1,78
179| L24, M2 265,7 53 (3,1 1,69 | |457| L79; M9 210 30|17 | 1,72
180 | L24, M2 266,4 53132 1,69 | |458| L79; M9 210,2 30|18 1,72
181 | L24, M3 346,5 57 (3,1 1,85 | |459| L80; M1 204,4 29 1,7 1,74
182 | L24, M3 348,9 58 3,1 1,84 | |460| L80; M1 205,2 29|16 | 1,75
183 | L24, M4 133,8 1,508 | 1,81 | |461| L8O; M2 74,6 1,408 | 1,8
184 | L24, M4 131,9 1,508 | 1,8 462 | L8O; M2 75,8 1,508 | 1,81
185 | L24, M5 217,4 3,2 |17 | 1,89 | |463| L80; M3 416 7,114,0 | 1,78
186| L24, M5 217,4 3,2 (1,7 | 1,91 | |464| L80; M3 416,9 7,1 4,0 | 1,77
187 | L24, M6 763,4 |15,3| 8,4 | 1,83 | |465| L80; M4 504 10,0 5,9 | 1,69
188 | L24, M6 766,2 |15,3| 8,4 | 1,82 | |466| L8O; M4 506 10,11 6,0 | 1,7
189 | L24, M7 469,2 9,4 151 1,84 | |467| L8O; M5 341,5 56 |3,2] 1,76
190 | L24, M7 468,2 94|51 1,83 | |468| L80; M5 342,2 56|32 1,76
191| L24, M8 442,1 8,8 (54| 1,64 | |469| L8O; M6 340,9 56 |33 173
192 | L24, M8 442,7 89|54 | 1,64 | |470| L80; M6 341,3 56 |33 1,73
193 | L24, M9 346,6 6,9 (38| 181 | |471| L80; M7 201,7 2,8 |18 1,62
194| L24, M9 346,4 6,9 | 3,8 | 1,81 | |472]| L80; M7 201,6 2,8 18| 1,63
195| L25, M1 427 85|50 1,74 | |473| L80; M8 7249 |14,5| 7,2 | 1,99
196 | L25, M1 428,6 8,6 |49 | 1,74 | |474| L8O; M8 729,1 14,5 7,3 | 1,99
197 | L25, M2 599 12,0( 6,7 | 1,78 | |475]| L80; M9 790,8 |15,8| 8,4 | 1,87
198 | L25, M2 598,1 |12,0|6,7 | 1,78 | |476| L80; M9 785,4 |15,7| 8,9 | 1,77
199| L25, M3 114,3 1,1 0,6 | 1,84 | |477| L81;, M1 94,7 1,106 | 1,7
200| L25, M3 114,3 1,106 | 1,88 | |478]| L81; M1 96,8 1,2 10,7 | 1,66
201 | L25, M4 236,7 4,7 | 2,5| 1,93 | |479| L81; M2 193 2,7 | 1,6 | 1,69
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202 | L25, M4 238,4 48 | 2,5| 1,91 | |480| L81; M2 193,5 2,7 |15 1,68
203 | L25, M5 159,5 20 (12| 1,7 481 L81; M3 241,7 3,6 20| 1,82
204 | L25, M5 159,6 2 | 12| 1,69 | |482]| L81, M3 243,1 3,6 20| 1,83
205 | L25, M6 177,1 2,4 (1,2 | 1,92 | |483| L81;, M4 502,6 [10,0| 6,1 | 1,64
206 | L25, M6 174,2 2,3 (1,2 1,93 | |484]| L81, M4 568 11,3| 6,4 | 1,76
207 | L25, M7 183,2 25|14 1,76 | |485| L81; M5 189,2 25|15 | 1,7
208 | L25, M7 182,4 25 (14 1,76 | |486| L81; M5 191,3 26 15| 1,7
209 | L25, M8 204 29|17 | 1,68 | |487| L81; M6 134 1911 1,81
210| L25, M8 203,5 29 (1,7 | 1,68 | |488]| L81; M6 135,1 19|10 1,8
211| L25, M9 90,2 1,00| 0,5 | 1,89 | [489| L81; M7 111,6 1,409 | 1,72
212 | L25, M9 90 1 106 | 1,79 | |490| L81; M7 112 1,408 | 1,73
213 | L26, M1 995,2 |19,9/10,9| 1,81 | |491| L81; M8 104,3 1,308 | 1,72
214 126, M1 928,8 |18,6| 9,3 | 1,99 | [492| L81; M8 104,1 1,308 | 1,71
215| L26, M2 545,4 |11,0| 6,1 | 1,79 | |493| L81; M9 240,5 3,6 20| 1,79
216 | L26, M2 540,4 |10,8| 6,0 | 1,79 | |494| L81; M9 243,2 36 21| 1,79
217 | L26, M3 429,7 8,6 149 | 1,75 | |495| L8&4; M1 154,9 2,3 13| 1,77
218 | L26, M3 429,1 8,6 |48 | 1,76 | |496| L84, M1 156,2 2,4 |14 | 1,75
219| L26, M4 702,6 |14,1| 8,0 | 1,75 | |497| L84; M2 265,2 4,1 2,2 | 1,79
220| L26, M4 698,9 |14,0| 8,0 | 1,74 | |498| L84; M2 263 411 2,2| 1,79
221| L26, M5 431,5 8,6 |44 | 1,98 | |499]| L84; M3 192,3 2,6 |16 | 1,68
222 | L26, M5 431,8 8,6 |44 | 1,9 | |500| L8&4; M3 192,4 2,7 | 1,6 | 1,67
223 | L26, M6 548,1 |11,0| 6,3 | 1,74 | |501| L84; M4 406,4 81|50 1,61
224 | 126, M6 543,1 |10,9| 6,2 | 1,75 | |502| L84; M4 407,1 81|51] 161
225| L26, M7 187,7 2,6 (1,6 | 1,63 | |503| L84; M5 169,3 2,114 1,62
226 | L26, M7 186,6 25|16 | 1,63 | |504| L84; M5 168,6 2,2 |14 1,62
227 | L26, M8 179,7 2,415 1,61 | |505]| L84; M6 93,2 1,2 10,6 | 1,98
228 | L26, M8 180,1 2,415 | 1,61 | |506| L84; M6 94,4 1,2 |06 | 1,92
229| L26, M9 223,3 33|19 1,72 | |507| L84; M7 195,5 2,7 |17 | 1,64
230| L26, M9 223,1 33 (19| 1,7 508 | L84; M7 195,5 2,7 |16 | 1,65
231| L27, M1 336,8 551(3,1] 1,79 | |509| L84; M8 96,2 1,106 | 1,88
232 | L27, M1 338,3 56 (3,1 1,79 | |510| L84; M8 96,6 1,106 | 1,85
233 | L27, M2 492,3 99|60 | 1,64 | |511]| L84; M9 362,9 6,133 1,81
234 127, M2 491,3 98160 | 1,64 | |512]| L84; M9 362,9 6,1 |34 181
235| L27, M3 367 6,2 (3,41 1,79 | |513| L86; M1 265,4 411 2,3 | 1,76
236 | L27, M3 367,2 6,2 |34 | 1,79 | |514| L86; M1 267,6 4,1 | 2,4 | 1,77
237 | L27, M4 394,8 79 (48 | 1,64 | |515| L86; M2 489,2 9,8 | 59| 1,65
238 | L27, M4 398,2 80|49 | 1,64 | |516]| L86; M2 487,3 98|59 1,65
239 L27, M5 141,8 1,6 | 0,9 | 1,66 | |517| L86; M3 265,5 41124 1,69
240| L27, M5 142,4 1,7 1 09| 1,67 | |518| L86; M3 265,4 411 25| 1,68
241 L27, M6 480,6 96|57 | 169 | |519]| L86; M4 644,2 (129 7,4 | 1,74
242 | L27, M6 480,1 9,6 | 57| 1,67 | |520| L86; M4 642 12,8 7,4 | 1,73
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243 | 127, M7 169,7 2,2 13| 1,64 | |521| L86; M5 293,1 58131 1,9
244 127, M7 170,6 2,2 (13 1,66 | |522| L86; M5 300,9 6,0 | 3,2 | 1,88
245| L27, M8 255,8 39 (22| 1,76 | |523| L86; M6 311,1 50|28 1,74
246 | L27, M8 258,3 40| 2,3 | 1,77 | |524| L86; M6 302,7 48 |28 | 1,73
247 | L27, M9 202,6 29 (15| 1,82 | |525]| L86; M7 374,9 75146 | 16
248 | L27, M9 202,6 29|16 | 1,81 | |526| L86; M7 375,9 7,514,7 | 1,61
249 | L28, M1 889,6 17,8/ 9,7 | 1,83 | |527| L86; M8 286 45125 1,79
250 | L28, M1 890,5 |17,8/9,8 | 1,83 | |528| L86; M8 291,4 4,6 | 2,6 | 1,77
251|128, M2n 251 3,8 221,71 | |529| L86; M9 372 74 14,7 | 1,6
252 | L28, M2 251,8 3,8 (221,72 | |530| L86; M9 373,1 74 14,7 | 1,6
253 | L28, M3 310,2 5027186 | |531| L88; M1 6204 (12,4 7,1 | 1,74
254 | L28, M3 309,7 50 (26| 1,87 | |532| L88; M1 623,7 12,5\ 7,1 | 1,73
255| L28, M4 281,5 4,4 | 2,7 | 1,68 | |533| L88; M2 433 8,7|51] 1,68
256 | L28, M4 236,3 4,7 | 2,3 | 1,98 | |534| L88; M2 433,8 8,7 152 1,69
257 | L28, M5 214 43122 | 194 | |535]| L8§; M3 536,6 [10,7| 6,1 | 1,75
258 | L28, M5 216,9 43 122|194 | |536| L8§; M3 537,1 |10,7| 6,1 | 1,76
259 | L28, M6 182,2 2,5 (14| 1,67 | |537| L88;, M4 237,8 35121 1,74
260 | L28, M6 182,3 24115 | 1,67 | |538| L8§; M4 239,2 35|21 1,75
261 | L28, M7 472,8 95|55]| 1,7 539 L88; M5 398,2 80|48 1,63
262 | L28, M7 471,7 94|55 1,69 | |540| L88; M5 398,1 79149 1,63
263 | L28, M8 199,7 2,8 16| 1,69 | |541| L88; M6 374 7,4 | 4,6 | 1,62
264 | L28, M8 200,5 2,8 (1,7 | 1,69 | |542| L88; M6 373,4 7,5 | 4,6 | 1,62
265| L28, M9 856,4 (17,1194 | 1,83 | |543| L8§; M7 259,2 39122 1,82
266 | L28, M9 859,1 |17,2| 9,3 | 1,84 | |544| L88; M7 259,3 39122 183
267 | L29, M1 410 82|41 1,98 | |545| L88; M8 524,4 |10,5| 6,1 | 1,73
268 | L29, M1 405,2 81|41 | 1,98 | |546| L88; M8 526,2 ]10,5| 6,1 | 1,73
269 | L29, M2 82,4 1,0 | 0,5| 1,72 | |547 | L88; M9 224 33119 1,76
270| L29, M2 91,8 1,1 10,7 | 1,73 | | 548 L8§; M9 224,7 33|19 1,75
271| L29, M3 176,9 2,8 (16| 1,79 | |549 S90 159,3 20 |1,2 | 1,62
272 | L29, M3 176,3 28|15 1,79 | |550 S90 160,9 20|12 1,61
273 | L29, M4 98,1 1,106 | 1,88 | |551 S91 198,5 2,8 |16 | 1,67
274 | 129, M4 97,9 1,2 | 0,6 | 1,93 | |552 S91 195,9 2,7 |16 | 1,68
275| L29, M5 617,1 |12,3| 7,0 | 1,76 | |553 S92 495,7 9957|171
276 | L29, M5 616,8 |12,3|6,9 | 1,76 | |554 S92 496,6 99 |58 | 1,72
277 | L29, M6 146,1 2,1 11,2 1,77 | |555 S93 221,1 3,219 1,63
278 | L29, M6 145,7 2,2 (1,2 | 1,77 | | 556 S93 221,1 3,219 | 1,62

L: lote; M: muestra; S: asilvestrado.
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Identificacion | Concentracion Identificacion | Concentracion
# | delamuestra DNA (ng/pl) A260 | A280 |260/280 # | delamuestra| DNA (ng/ul) | A260 | A280 | 260/280
1|L10; M1 77,2 1,545|0,837| 1,85| |40|L84; M2 33,6/0,673|0,394| 1,71
2|L10; M1 76,9| 1,538|0,858| 1,79| |41|L86; M1 355| 0,7110,438| 1,62
3|L10; M2 83,2| 1,664|0,931| 1,79| |42|L86; M1 34,210,684| 0,42| 1,63
4|L10;, M2 83 1,66| 0,93| 1,79| |43|L86; M2 34,80,697|0,435 1,6
5|L31; M1 57,1| 1,142|0,651| 1,76/ |44|L86; M2 35,3/0,705/0,429| 1,64
6|L31;, M1 56| 1,121|0,652| 1,72| |45]|L88; M1 36,6/0,731|0,418| 1,75
7|L31; M2 49,3| 0,986|0,567| 1,74| |46|L88;, M1 36,7|0,733|0,433 1,7
8|31, M2 49,6| 0,992|0,564| 1,76| |47|L88; M2 27,6(0,552/0,313| 1,77
9|133; M1 34,3| 0,687|0,401| 1,71| |48]|L88; M2 27,1(0,542| 0,31| 1,75
10| L33; M1 35 0,710,412 1,7| {49]S90 76,3]1,526|0,868| 1,76
11133, M2 41,8| 0,836|0,473| 1,77| |50|S90 74,811,496 |0,856| 1,75
12 | L33; M2 41,9| 0,838|0,481| 1,74| |51|591 64| 1,28|0,737| 1,74
13 |L63; M1 85,8| 1,716| 0,97| 1,77| |52|S91 63,8(1,276|0,728| 1,75
14 |L63; M1 84,5 1,69| 0,95| 1,78| [53|S92 75,411,508|0,864| 1,75
15| L63; M2 55,8| 1,117|0,631| 1,77| |54|S92 75(1,501/0,862| 1,74
16 |L63;, M2 55,2| 1,104|0,615 1,8| |55|S93 52,8|1,056|0,607| 1,74
17 | L64; M1 29,9| 0,598(0,338| 1,77| |56|S93 52,5| 1,05|0,592| 1,77
18| L64;, M1 30,3| 0,605|0,347| 1,74| |57 |BG/RR 28,410,568 0,316 1,8
19 | L64; M2 52,1| 1,042|0,636| 1,64| |58|BG/RR 31,2/0,623| 0,35| 1,78
20 | L64; M2 52,6 1,052|0,631| 1,67| |59|DO/RR 40,9(0,817| 0,44| 1,86
21|L66; M1 34,6| 0,693|0,397| 1,74| |60|DO/RR 40,9(0,818|0,456| 1,79
22 | L66; M1 345| 069 04| 1,73| |61|NO/RR 18(0,359| 0,21| 1,72
23 | L66; M2 61,1| 1,222| 0,68 1,8| |62 | NO/RR 18]0,361|0,206| 1,75
24166, M2 62,2| 1,24410,695| 1,79| |63|FM9171 44,60,893|0,487| 1,83
25|L77, M1 48,8 0,975(0,602| 1,62| |64 |FM9171 46| 0,92|0,511 1,8
26| L77;, M1 46,4| 0,928|0,563| 1,65| |65|M123 67,7 1| 0,55| 1,82
27| L77, M2 27,2| 0,54410,322| 1,69| |66|M123 64,6 (0,999 | 0,555 1,8
28 |L77, M2 25,6| 0,512)0,296| 1,73| |67 |M129 71,5|1,242| 0,68| 1,83
29|L79;, M1 32,2| 0,644|0,363| 1,77| |68|M129 70,8|1,252|0,704| 1,78
30| L79; M1 31,7| 0,634|0,367| 1,73| |69|M137 54,1|1,081|0,607| 1,78
31|L79; M2 64,7| 1,294|0,723| 1,79| |70| M137 53,8]1,075|0,596 1,8
32 |L79; M2 65,1| 1,302|0,723 1,8| | 71| DP90 19,9/0,397| 0,21| 1,89
33|L81; M1 411 0,819 0,5| 1,64| |72|DP90 20,5 0,41|0,218| 1,89
34|181; M1 42,3| 0,846|0,521| 1,62| |73|100/1 76| 1,52|0,863| 1,76
35| L81; M2 32,1| 0,642|0,375| 1,71| |74|100/1 75,311,505|0,873| 1,72
36| L81; M2 32,5/ 0,651|0,376| 1,73| |75|200/1 74,711,49310,844| 1,77
37| L84; M1 31,9| 0,638|0,369| 1,73| |76|200/1 74,211,485| 0,84 1,77
38 |L84; M1 33| 0,66|0,387| 1,71| |77|300/1 7911,5810,879 1,8
39 | L84; M2 33,4| 0,669|0,382| 1,75| |78]300/1 79,5(1,591|0,899| 1,77
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Anexo 11. Resultados PCR con DNA extraido de hojas.
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4 X 4 X
5 X 5 X
6 X 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
90 1 X
91 1 X
As 92 | 1 X
93 1 X
PRIMERS CrylAc PRIMERS CrylAc
Lote |Planta Lote |Planta
CULTIVO No. No. |Positivo | Negativo | | CULTIVO | No. No. | Positivo | Negativo
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X 4 X
Ccv 1 5 X cv 31 5 X
6 X 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X REFUGIO 4 X
Ccv 2 5 X (Delta 33 5 X
6 X Opal) 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X REFUGIO 4 X
Ccv 5 5 X (Delta 42 5 X
6 X Opal) 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
4 X REFUGIO 4 X
Ccv 13 5 X (Delta 50 5 X
6 X Opal) 6 X
7 X 7 X
8 X 8 X
9 X 9 X
1 X 1 X
2 X 2 X
3 X 3 X
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REFUGIO 25 4 X REFUGIO| 80 4 X

(Delta Opal) 5 X (Delta 5 X

6 X Opal) 6 X

7 X 7

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X

4 X REFUGIO 4 X

Ccv 26 5 X (Delta 81 5 X

6 X Opal) 6 X

7 X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X

4 X REFUGIO 4 X

(II;(IeEI![:aUgrngI) 27 5 X (Delta 84 5 X

6 X Opal) 6 X

7 X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X

4 X REFUGIO 4 X

Ccv 28 5 X (Delta 86 5 X

6 X Opal) 6 X

7 X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X

1 X 1 X

2 X 2 X

3 X 3 X

4 X REFUGIO 4 X

(gsgugégl) 29 5 X (Delta 88 5 X

6 X Opal) 6 X

7 X 7 X

8 X 8 X

9 X 9 X
90 1 X
. 91 1 X
Asilvestrado 92 1 X
93 1 X

CV: Convencional
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