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INTRODUCCION

De acuerdo con el CONVENIO INTERADMINISTRATIVO DE ASOCIACION SUSCRITO ENTRE EL
MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL Y LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE COLOMBIA, la entidad ejecutora debe presentar un informe final, con los siguientes

elementos:

1. Informe contable y financiero final consolidado que incluye la ejecucion de los recursos aportados
por el MAVDT con los respectivos soportes.

2. Disefio y construccién de una base de datos para el monitoreo del flujo de genes de cultivos
transgénicos en Colombia.

3. Documentacién de evaluacién de las tecnologias en OGMs liberados al medio ambiente en el
territorio nacional.

4. La revision bibliografica de las variedades locales, silvestres 0 mejoradas no transgénicas
asociadas a los cultivos genéticamente modificados —GM, en las regiones del pais en donde se
han realizado liberaciones al medio ambiente de OGMs (Departamentos de Cérdoba, Tolima,
Huila, Valle y Meta).

5. El desarrollo de una prueba piloto de monitoreo del flujo vertical de genes para las tecnologias
transgénicas liberadas comercialmente en el Departamento del Tolima.

6. Paralelamente con la relacion de esta prueba piloto, se esperan estandarizar actividades de
recoleccién, manipulacion y manejo de muestras en campo y analisis de laboratorio.

7. Propuesta de monitoreo del flujo de genes aplicable a las tecnologias transgénicas liberadas

comercialmente en la agricultura colombiana, el disefio minimo para el monitoreo y seguimiento
de las liberaciones efectuadas en las condiciones del pais, de acuerdo con las experiencia previa
(prueba piloto) y la revision de literatura universal.

Estos asuntos, son los que se presentan a continuacion. Este informe estd acompafiado de un CD
gue contiene el informe en formato electrénico.



1. DISENO Y CONSTRUCCION DE UNA BASE DE DATOS PARA EL
MONITOREO DEL FLUJO DE GENES DE CULTIVOS TRANSGENICOS
EN COLOMBIA

1.1 INTRODUCCION

Debido a la necesidad que tenian los investigadores de realizar consultas bibliograficas de forma
ordenada, efectiva y que les permitiera optimizar su tiempo, se plante6 dentro del marco del proyecto
de investigacién “Desarrollo de un modelo de flujo de genes para el seguimiento y monitoreo de
organismos genéticamente modificados liberados en el departamento del Tolima", la construccion de
una base de datos especializada en temas de introgresion, hibridacion y flujo de genes en cultivos de
maiz y algodon. En esta base reposara informacién de caracter cientifico, cuya consulta sea facil,
clara y detallada.

Un sin nimero de software y paquetes tecnolégicos han sido implementados para solucionar las
dificultades generadas en el manejo de informacién. Estas soluciones técnicas para el manejo de
datos varian significativamente en términos de costos, implementacién de requerimientos, flexibilidad
y un nivel de soporte al usuario (Donnelly et al., 2010). Por tal motivo, el grupo de investigacion de
Ingenieria Genética de Plantas — IGP, selecciond Access 2007, del sistema operativo de Windows,
como una herramienta para generar la Base de datos.

Se llevo a cabo la seleccion de esta herramienta debido a que es un sistema gestor de bases de
datos relacionales. Dentro de las caracteristicas funcionales al implementar la base de datos con este
programa se incluyen un soporte controlado del vocabulario contenido dentro de la base, igualmente
del vocabulario que ingresa, reduccién de la redundancia de la informacién, consulta y reporte de
datos rapida y precisa (Donnelly et al.,, 2010). La arquitectura de esta herramienta permite
adicionalmente una nueva aplicaciéon que versiones anteriores de Access no tenian, la cual consiste
en adjuntar archivos a las tablas disefiadas.

1.2 METODOLOGIA

La metodologia empleada para el disefio y construccion de la base de datos puede ser organizada en
dos etapas. La primera consta de la basqueda del material bibliografico. En esta etapa del desarrollo
metodolégico se emplearon herramientas electrénicas y medios fisicos como internet, CDs, libros
(electrénicos y en medio fisico), los cuales reposaban en bibliotecas publicas o privadas, permitiendo
de este modo acceder a la informacion. La metodologia de busqueda propuesta consta de:

- Seleccion de bases de datos que contengan informaciéon de caracter cientifico relacionada con
cultivos transgénicos y en particular cultivos de maiz y algodén transgénico.

- Busqueda de informacion en las bases de datos seleccionadas por medio de palabras clave que
permitan hacer la exploracién en un area de informacién focalizada.

- Clasificacion de la informacién obtenida y caracterizacion del tipo de documentos.

- Verificacion del tipo de literatura obtenida y seleccion exclusiva de revistas y documentos indexados.
- Almacenamiento de la informacion.

La segunda etapa metodoldgica consta de los procesos de disefio y construccion de los contenidos y
estructura general de la base de datos. La metodologia a seguir es tomada de Blanco (2009) y
consta de:



- Obtener una vision general del sistema

- Realizar un andlisis del sistema actual

- Definir cuales son los elementos de datos

- Establecer relaciones de las tablas generadas

- Realizar las validaciones y salidas de los datos

- Construir los tipos de vistas o visualizaciones de los datos

- Ejecutar protocolos de prueba y revision de la informacion y su respectiva visualizacion

1.3 RESULTADOS
Busqueda de Material Bibliogréafico

Seleccién de Bases de datos. Las bases de datos identificadas para realizar la busqueda de
documentos cientificos fueron seleccionadas por medio de una exhaustiva exploracion en la red y por
conocimientos previos sobre este tema con el que contaba el grupo de investigacién, ya que
previamente habian realizado busquedas sobre cultivos transgénicos. En el grupo de bases de datos
seleccionadas para la consulta se identificaron bases de caracter publico y privado, a continuaciéon
seran mencionadas sus principales caracteristicas y ubicacion en la red (tabla 1).

La Base de Datos de Cultivos Genéticamente Modificados (GM Crop Database), antiguamente
conocida como AGBIOS, es una iniciativa liderada por el Centro de Evaluacion de Riesgos
Medioambientales (CERA). Brinda informacion de plantas producidas mediante técnicas de ADN
recombinante, asi como de plantas con rasgos nuevos obtenidos por técnicas de mejoramiento
convencional. Parte de la informacion referenciada en esta base de datos puede ser descargada, ya
sea articulos cientificos 0 documentos legislativos. La gran mayoria de documentos son referenciados
Unicamente pero lo Gtil de esta herramienta es que los articulos pueden ser encontrados y
descargados en otro tipo de buscadores, sirviendo de referencia para las busquedas en la red.

La Biblioteca Electrénica Cientifica en linea (Scientific electronic library online) - (SCIELO), cuenta
con una coleccion de revistas cientificas que abarcan todas las areas del conocimiento. Este proyecto
fue desarrollado por la Fundacién de Apoyo a la Investigacion del Estado de Sao Pablo (FAPESP) y
del Centro Latinoamericano y del Caribe de Informacion de Ciencias de la Salud. En esta iniciativa
participan ocho paises, entre los que se encuentran Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Cuba,
Espafia, Portugal y Venezuela. La informacion contenida en esta pagina puede ser descargada en su
totalidad.

La Base de datos de Sumarios ICYT, la cual hace parte del Consejo Superior de las Investigaciones
Cientificas de Espafa. Contiene informacién referencial y bibliografica cientifica relacionada con
ciencia y tecnologia, estas publicaciones datan desde los afios setenta en Espafia y cuenta con
aproximadamente 200727 registros.

BioOne - Evolucién de la investigacion. Es un proyecto de colaboracion a nivel mundial que esta
integrado por Sociedades cientificas, casas editoriales y librerias relacionadas con investigacion
biologica, ecologia y ciencias medioambientales. Contiene informacion referencial y bibliogréafica y
cuenta con méas de 138 revistas asociadas a ella.

Ingentaconnect cuenta con dos tipos de documentos, unos de acceso libre y otros de acceso por
subscripcion. Trabaja de la mano con ocho de las 10 casas editoras mas importantes a nivel mundial.
Distribuye su informacion a mas de veinticinco mil usuarios al mes y cuenta con mas de treinta mil
publicaciones.

10



UK Pubmed Central, es una iniciativa liderada por el UKPMC en compafiia de la Libreria Britanica, la
universidad de Manchester y el Instituto Bioinforméatico Europeo. Esta base de datos recopila la
informacion e investigacion de caracter cientifico del Reino Unido y cuenta con més de 28 millones de
abstracts. Gran parte de la informacion contenida en esta pagina es referencial y bibliogréfica, solo un
pequefio porcentaje de los documentos pueden ser descargados totalmente.

Tabla.l. Bases de datos seleccionadas para la busqueda de informacion y sus principales
caracteristicas.

Url Tipo de Comentarios
acceso
Base de datos
GM Crop Database | http://www.ceragmc.org/?action= | Acceso Es una de las mejores bases de
(Agbio) gm_crop_database libre datos especializadas en OGM

consultadas.

Unicamente permite descargar
algunos articulos citados.

Scientific electronic | http://www.scielo.cl/ Acceso Permite descargar informacion
library online libre relacionada con todas las areas del
(SCIELO) conocimiento. Compila la informacion
de ocho paises de habla hispana y
portuguesa.
Bases de datos de | http://bddoc.csic.es:8080/index.j | Acceso Permite la consulta referencial y
Sumarios ICYT sp libre bibliografica exclusivamente
BioOne http://www.bioone.org/ Acceso Permite la consulta referencial y
libre bibliografica exclusivamente
Ingentaconnect http://www.ingentaconnect.com/ | Acceso Permite descargar el texto completo
libre de los articulos electrénicos

disponibles sin subscripcion.

UK Pubmed http://lukpmc.ac.uk/ Acceso Permite la consulta referencial y
Central libre descargar el texto completo de
algunos articulos electrénicos

PlosOne http://www.plosone.org/home.act | Acceso Permite descargar el texto completo
ion libre de los articulos electrénicos
ARS/Publication http://www.ars.usda.gov/researc | Acceso Permite descargar el texto completo
Request h/publications/publications.htm? | libre de los articulos electrénicos y la
seq no 115=210831 consulta referencial y bibliografica de
libros.
The Consultative http://www.cgiar.org/publications | Acceso Permite descargar el texto completo
Group on /library/index.html libre de los articulos electrénicos y la
International consulta referencial y bibliografica de
Agricultural libros.
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Research- CGIAR

Sistema Nacional http://www.sinab.unal.edu.co/ Acceso Cuenta con 82 bases de datos para
de Bibliotecas de privado ser consultadas.

la Universidad

Nacional de

Colombia - SINAB

Libreria Publica de Ciencia — PlosOne, es una organizacion sin animo de lucro. Trabaja en conjunto
con sociedades cientificas y estudiantiles, asi como organizaciones educativas y grupos de defensa
de pacientes. Contiene ocho revistas electronicas, las cuales abarcan todas las areas de la ciencia y
la medicina. Esta iniciativa cuenta con una licencia de libre acceso a la totalidad de su contenido,
siendo una de las pioneras en este aspecto.

ARS/Publication Request, hace parte del Servicio de Investigacion Agricola, el cual esta integrado al
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA). En este portal se reportan en gran
medida las investigaciones realizadas particularmente por los investigadores de la USDA, cuentan
con Magazines, publicaciones en linea, con un repositorio digital y el catalogo en linea de la biblioteca
de esta institucion.

Grupo Consultivo Internacional sobre Investigacion Agricola (de sus siglas en ingles —CGIAR). Esta
iniciativa agrupa 15 organizaciones a nivel mundial dedicadas a la investigacion para el desarrollo
sostenible. Un sector de la informacién contenida en esta pagina es referencial y bibliografica y para
acceder a esta informacion es necesario estar afiliado a alguna de estas organizaciones o pagar por
los documentos. Aunque es importante mencionar que otra parte significativa de los documentos
pueden ser descargados en su totalidad.

Sistema Nacional de Bibliotecas de la Universidad Nacional de Colombia — sinab. Es una base de
datos privada y cuenta dentro de sus archivos con 82 bases de datos. De las bases mas consultadas
para realizar este trabajo se encuentran AGORA, la cual cuenta con mas de 1300 revistas
relacionadas con el tema agropecuario. Permite un acceso parcial a sus publicaciones para
Colombia, ya que se encuentra en una fase de periodo de prueba. Annual Reviews online, una base
gue ofrece acceso a 31 de los titulos que componen las tres series que son Ciencias Biomédicas,
fisicas y sociales. Nature.com, ofrece una coleccion de revistas en linea enfocadas en diferentes
areas del conocimiento.

En cuanto a la informacion legislativa en Colombia se realizo la busqueda de informacion en el
Instituto Colombiano Agropecuario — ICA (URL: http://www.ica.gov.co/). En este portal se encuentra
un link de Normatividad, en el cual se encuentran contenidos los decretos y resoluciones relacionados
con los cultivos transgénicos de maiz y algodén en Colombia.

Busqueda de informacién empleando palabras clave

Para realizar la biusqueda de informacion en cada una de las bases de datos seleccionadas, se
emplearon palabras clave que permitieran facilitar y optimizar la busqueda y el tiempo. Esta basqueda
fue organizada en primer lugar por el tipo de cultivo de interés, que en este caso era maiz y algodon.
Estas palabras permitieron realizar una revision general sobre estos cultivos y las palabras fueron
utilizadas en inglés y espafiol para ampliar el rango de busqueda.

En segundo lugar se emplearon las siguientes palabras: Flujo de genes/ Gene flow, Introgresion/
Introgression y Hibridizacion/ Hybridization. Estas palabras fueron ubicadas solas y posteriormente
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combinadas con el primer set de palabras para realizar la blusqueda. Esto permitié obtener una
introduccion y una vision general del tema, ademas de encontrar articulos que luego serian
consignados en la base de datos, ya que la informacién con las palabras combinadas permitié hacer
un tipo de busqueda mas restringida y especifica.

En tercer lugar, al tener ya una cierta experiencia en la busqueda de documentos y al agotar la
informacion obtenida con el segundo set de palabras, se optd por realizar una revision de los
documentos y articulos obtenidos hasta ese momento. El objeto de este paso era recolectar palabras
asociadas al tema, las cuales permitieran ampliar la busqueda. Las palabras empleadas fueron
transgenic Corn, transgenic cotton, Diversity, Bt corn, Bt cotton, CrylAc, Bollgard, Biosafety, Germ
plasm, Bacillus thuringiensis, Genetic modified crop, Transgenic maize, Herbicide tolerant cotton,
Herbicide tolerant Corn, Bt resistant insects, Glyphosate, CP4 EPSPS, Cry proteins, entre otras
palabras utilizadas.

Es importante mencionar que las palabras sugeridas para realizar la busqueda de informacién
variaron de acuerdo a la base de datos consultada. Esto es debido a que con algunas palabras no se
obtenia ningun tipo de informacion de interés. Pero en la mayoria de las bases de datos las palabras
mencionadas en la parte superior funcionaron adecuadamente.

Clasificacién y verificacion de la informacién

La informacion obtenida fue filtrada y organizada dentro de tres grandes temas: Legislacion,
Introgresion o Hibridacion y Monitoreo. Los tipos de documentos obtenidos a través de las bases de
datos eran articulos cientificos, libros, capitulos de libros, decretos y resoluciones.

Un segundo filtro para la seleccion de la informacion fue la clasificacion del material reportado
exclusivamente por revistas indexadas. Este es un criterio importante, debido a que una publicacion
de caracter cientifico debe ser original y relevante, debe cumplir con normas metodoldgicas,
cientificas y éticas, establecidas a nivel internacional (Rojas-Revoredo, 2007).

Igualmente la revista que lo contiene debe ser avalada por un certificador de calidad a nivel local o
internacional. Para tener este aval la revista debe ser calificada con indicadores establecidos por
cada ente evaluador. En el caso colombiano, el ente que categoriza a las revistas es Colciencias, el
cual tiene establecidos unos escalafones en los cuales las clasifica. En estos escalafones se valoran
la calidad editorial, la calidad cientifica, la internacionalizacién, accesibilidad, visibilidad y el impacto
de las revistas (Hirsch, J., 2005; Tejada, 2009).

A nivel internacional existen otras organizaciones encargadas de indexar los articulos cientificos y
documentos de interés. Dentro de las més reconocidas se encuentran Latindex, que es un sistema
regional de informacién en linea para revistas cientificas de América latina, el Caribe, Espafia y
Portugal (URL: http://www.latindex.unam.mx/). Science Biological Abstracts, hace parte de la empresa
Thomson Reuters, la cual abarca dentro de sus productos y servicios asesorias en materia financiera,
legal, salud y cientifica (http://thomsonreuters.com). AGRICOLA es un catalogo nacional que provee
citaciones de literatura agricola. Hace parte del Departamento de Agricultura de Estados Unidos —
USDA, y es una de las entidades mas reconocidas en el tema en ese pais
(http://agricola.nal.usda.gov/).

Algunas de las de las revistas indexadas mas consultadas para la busqueda de informacion fueron
Environmental Biosafety Research American Society for Microbiology, Entomological Society of
America, The Cotton Foundation. En esta etapa fueron descartados mas de cien documentos que no
cumplian con estas caracteristicas, denominados literatura gris.
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Almacenamiento de la informacién

Para almacenar los archivos se realizaron dos pasos. El primero de ellos fue recopilar la informacion
de cada documento (articulo cientifico, documento legislativo, capitulo de libro, etc.) en formato PDF y
un archivo de texto donde quedara consignada toda la informacién pertinente al documento como la
direccion electronica, la base de datos en donde fue consultada, la revista, etc.

El segundo paso se ejecutd al terminar el disefio de la base de datos en Access 2007. Proceso que
fue desarrollado teniendo en cuenta la informacién recopilada y almacenada previamente, la cual
permitié alimentar esta nueva fuente.

Disefio y construccion de la Base de Datos

En esta etapa del proceso, el grupo de investigacion selecciond la herramienta Access 2007. Para
generar la base de datos fue necesario en primer lugar planear su estructura, teniendo en cuenta los
requerimientos del grupo de investigacion. Esta fase se realizo dando respuestas a las siguientes
preguntas ¢Que quiere la gente?, ¢Que informacion le parece mas Util?, ¢Cuales patrones de
basqueda emplear?, tipo de letra y colores de los formatos entre otras caracteristicas. Todas estas
inquietudes fueron socializadas en reuniones llevadas a cabo por los integrantes del grupo, donde
fueron debatidas y posteriormente se eligieron unos items por comun acuerdo.

Luego de ser respondidas esas preguntas era necesario identificar que informacién y documentos
relacionados con el tema tenia el grupo de investigacién. Lo que se encontré después de consultar a
los integrantes fue que cada integrante contaba con documentos (articulos, resoluciones, etc)
almacenados como archivos personales, dentro de sus computadoras o en CD. Igualmente existia un
repositorio virtual, generado por ellos en donde se tenia almacenada informacion de tipo legal y
documentos de tipo cientifico, los cuales posteriormente serian anexados a la base de datos.

Asi mismo, se realizo una revision en linea de bases de datos generales y relacionadas con este
tema en particular, que sirvieran de guia en cuanto a organizacion del interfaz y también en la
obtencion de documentos o referencias que permitieran continuar la busqueda (Wang. et al, 2007;
Maier. et al, 2008; Pathak. et al, 2009; Milisavljevic. et al, 2010). Lo que se encontré fue una base de
datos relacional para el monitoreo de plantas transgénicas, la cual fue disefiada para realizar
almacenamiento, monitoreo y analisis de datos generados en experimentos de cultivo de tejidos y
transformacién de plantas (Scott, et al. 2003). Otra base de datos que se identifico, recopilaba
informacion sobre los métodos de deteccion de Organismos Genéticamente Modificados. Esta base
incluye informacion basica, informacién de transformacién y métodos de deteccién claramente
clasificados (Dong, et al. 2008). Adicionalmente, se identific6 la Base de Datos de Cultivos
Genéticamente Modificados, la cual brinda informacién de plantas producidas mediante técnicas de
ADN recombinante.

Posteriormente, se desarrollo un modelo de lo que deberia tener cada tabla de la base de datos,
teniendo en cuenta los términos de consenso del grupo de investigacién, asi como lo observado en
las otras bases de datos consultadas. Este proceso permitid definir las caracteristicas de los
contenedores de los datos. Los nombres de los campos empleados para los libros y los articulos
cientificos son diferentes a los documentos de tipo legal (tabla 2 y figura 1).

El campo de identificacion tanto en los articulos como en los documentos legislativos esta

caracterizado por ser autonumérico, consecutivo y unico para cada uno de los documentos

contenidos en la base de datos. Este campo es muy importante debido a que va a ser designado

como clave principal de cada una de las tablas disefiadas. Posteriormente, cada una de las claves

principales de las tablas permitira establecer las relaciones, entre las mismas (Figura 2). Este tipo de
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relaciones permite que la bdsqueda en esta base de datos sea mucho mas 4gil y la interfaz de los
datos se visualizara de forma ordenada, similar a una tabla dinamica de datos.

Tabla 2. Definicion de los elementos de datos para articulos cientificos y documentos de tipo legal.

Palabra clave 2

Articulos Documentos legales
Id Id
Tipo N° Resolucién
Titulo Fecha
Autor 1 Cultivo
Autor 2 Evento
Autor 3 Transgene
Autor 4 Region
Abstract Compaiiia
Palabra clave 1 Objeto

Caracteristicas

Palabra clave 3

Documento

Palabra clave 4

Fuente

Archivo

Fuente
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Figura 1. Identificacion y Seleccion de los Elementos de datos para la Base de Datos en Access
2007. A. Definicion de caracteristicas de los contenedores. B. Elementos de datos para Articulos

cientificos. C. Elementos de datos caracterizados por presentar contenedores que permiten adjuntar
informacion.
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Una de las multiples ventajas de utilizar Access, es que le permite al usuario crear una tarjeta
parecida a una ficha bibliografica, derivada de la base de datos. La informacion depositada en cada
ficha fue caracterizada de acuerdo al tipo de documento que se estuviera consignando en ella, ya que
este material podria ser un libro, un articulo cientifico o documento legislativo (Figura 3y 4).

Figura 3. Visualizacion de la ficha bibliogréfica de documentos tipo articulo cientifico.

ARTICULOS

Figura 4. Visualizacién de la ficha bibliografica de documentos tipo legislativo.
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Posterior a este disefio se empezaron a validar y evaluar las salidas generadas por la base de datos,
de los archivos almacenados en el sistema. Actualmente la base de datos se encuentra alimentada
con un total de 315 documentos. Este niUmero total esta dividido en 212 articulos cientificos, de los
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cuales 123 son de Maiz y 89 son de Algoddn. Hay depositados también 96 documentos de tipo
legislativo y referenciados 7 libros.

En este momento se estd disefiando la interfaz de visualizacion de los datos, ya que Access 2007
permite obtener un tipo de visualizacién similar al de una tabla dinamica. Por lo tanto se est4 tratando
de implementar a la base disefiada otras plataformas como Panorama TM, FileMarker Pro TM, SQL,
para facilitar la consulta y poder establecer unos campos especificos de busqueda (Mckie & Webb,
1999; Boulukos & Pognhonec, 2001; Masuya. et al, 2004; Leakha. et al, 2008).

Después de realizar consultas en centros de investigacion cientifica como el Centro de Agricultura
Tropical —CIAT y en péaginas especializadas de libre acceso como SHERPA/ROMEO (URL:
http://lwww.sherpa.ac.uk/romeo/), la cual permite consultar los permisos y acuerdos de las casas
editoriales y los autores de literatura cientifica. Asi mismo, en la mayoria de bases de datos y revistas
consultadas, citan términos y acuerdos de Copyright, en los cuales penalizan el almacenamiento de
documentos a bases de datos electrénicas. Por lo tanto se plantea disefiar la base de datos en
Access 2007 con la referencia bibliografica Unicamente y desmontar los archivos adjuntos.

Esta Base de datos va a estar a la disposicion de los interesados, pero para mayor difusiéon se
plantea disefiar y programar una pagina electronica empleando herramientas como Frontpage,
Javascript entre otros, en la cual se encuentren depositados las referencias bibliogréficas y los
vinculos para acceder a esta informacion. Igualmente seran identificados cuales documentos son de
acceso publico y cuales privado, para facilitar la busqueda.

La informacion completa de la base de datos realizada se encuentra en el siguiente link:
http://www.palimpalem.com/6/bdflujodegenesogm/index.htm|
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2.  ALGODON

2.1 EVALUACION DE LAS TECNOLOGIAS EN OGMS LIBERADOS AL MEDIO AMBIENTE EN EL
TERRITORIO NACIONAL

En Colombia se autorizé la siembra comercial de algodén genéticamente modificado desde el afio
2003 y hasta el 2010 se han liberado 6 tecnologias de algoddon para siembra comercial que
corresponden a las tecnologias: Bollgard que fue cultivada comercialmente desde el afio 2003 en las
regiones: Caribe humedo y seco colombiano, Tolima, Huila y Valle del Cauca y en el 2007 en la
Orinoquia. Roundup Ready, autorizada para siembras comerciales desde el afio 2004 en el Caribe
hamero y seco colombiano y en el 2007 en el Alto Magdalena y Valle del Cauca. Bollgard II/ Roundup
Ready Flex, autorizada para siembras comerciales desde el afio 2007 y 2008 en el Caribe humedo y
seco, Valle geografico del rio Cauca, Alto Magdalena y Orinoquia. Bollgard/Roundup Ready,
autorizada para siembras comerciales desde el afio 2007 en el Alto Magdalena, Valle del Cauca,
Caribe humedo y seco y Orinoquia colombiana. LI cotton, autorizada para siembras comerciales
desde el afio 2010 en el Caribe humedo. Roundup Ready Flex, autorizada para siembras comerciales
desde el afio 2010 en el Caribe Seco y Humedo, Orinoquia, Valle Geografico del rio Cauca y Valle
Geogréfico del rio Magdalena. Se ha liberado algoddn resistente a insectos lepidopteros, que
contiene el gen CrylAc, y algoddn que contiene los genes CrylAc y Cry2Ab, algodoén tolerante al
herbicida Roundup Ready que contiene el gen CP4 EPSPS, algoddn tolerante al herbicida glufosinato
de amonio que contiene el gen PAT y eventos combinados que expresan los genes CrylAc, Cry2Aby
CP4 EPSPS (anexo 1y 2).

Respecto a adopcion de las tecnhologias transgénicas de algodén que se han liberado, Colombia ha
seguido las tendencias mundiales, inicialmente adopt6 la tecnologia que contiene un solo gen, y
luego adopté la tecnologia con eventos apilados obtenidos por hibridacion convencional a partir de
lineas transformadas. Ademas ha aumentado el area de cultivo, para el afio 2002 se cultivaron 2000
ha con semillas de algodon genéticamente modificado, hasta el 2008 aument6 el area de cultivo
hasta 28000 ha, mientras que para el 2009 disminuy6 a 18874 ha; sin embargo en el 2010 aumenté
casi al doble el nimero de hectareas cultivadas llegando a 37.657 ha (Agrobio. 2011, figura 5). Se
cultiva algodén GM en Cérdoba (10186 ha), Tolima con 4088 ha, Huila con 801 ha y Cesar con 3799
ha (Agrobio 2010).

La disminucion en el area de cultivo que se presenté en el afio 2009, se debi6 a la crisis algodonera
gue se presento en el 2008. En este afio los cultivadores tuvieron problemas con el cultivo de algodén
transgénico que presentaba la caracteristica doble gen (Bt/RR, resistencia a insectos y tolerancia al
herbicida glifosato). La agremiacion Remolino demanda a la empresa COACOL (Monsanto en
Colombia) manifestando falta de seguimiento y acompafiamiento durante el cultivo y cosecha de
algoddn con la tecnologia doble gen (Bt/RR). La demanda falla a favor de los agricultores, Coacol es
multado y solo hasta el afio 2009 el ICA expide la resolucién 682 del 24 de febrero de 2009, por
medio de la cual se implementa el Plan de Manejo, Bioseguridad y Seguimiento para siembras
comerciales en el pais de algodones genéticamente modificados con resistencia a ciertos insectos
lepidopteros y/o tolerancia a la aplicacion de herbicidas. Esta resolucion se expide con el objeto de
extremar las medidas que permitan obtener un mejor desempeifo de las semillas y reducir los riesgos
de pérdidas ocasionados por mal manejo de la tecnologia.
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Figura 5. Numero de hectareas sembradas de algodén GM en Colombia. Fuente: Agrobio (2011).
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En relacién con la via regulatoria, a nivel internacional inici6 con la adopcion del Convenio sobre la
Diversidad Bioldgica firmado por 185 paises cuyo objetivo es la conservacion y uso sostenible de la
biodiversidad, vigente desde 1993. Este convenio tiene tres disposiciones relacionadas con
“Organismos Vivos Modificados”, una de ellas generé el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad en
Biotecnologia adoptado por mas de 130 paises y entré en vigor desde el 11 de septiembre de 2003.
Tal instrumento marca el compromiso de la comunidad internacional para asegurar la transferencia,
manipulacién y uso seguro de los OVM (Silva, 2003).

A su vez el Convenio de Diversidad Biologica facultd a los paises para establecer sus propios marcos
regulatorios sobre bioseguridad (UICN, 2004). En Colombia, el gobierno nacional en desarrollo de la
Ley 740 de 2002, expidi6 el decreto 4525, y designé al Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, a
través del Instituto Colombiano Agropecuario, ICA la competencia para la autorizacion de
movimientos transfronterizos, transito, manipulacion vy utilizacion de los Organismos Vivos
Modificados, OVM, con fines agricolas, pecuarios, pesqueros, plantaciones forestales comerciales y
agroindustriales que puedan tener efectos adversos para la conservacién y la utilizacion sostenible de
la diversidad biologica. El articulo 19 del decreto 4525 de 2005 cre6 el comité Técnico Nacional de
Bioseguridad, CTNBIio, cuya funcion es, entre otras, recomendar al Gerente General del ICA la
expedicién de actos administrativos para la autorizacion de actividades solicitadas con organismos
vivos modificados (Resolucion 682, www.ica.gov.co).

El ICA como autoridad competente recibe las solicitudes para autorizar la introduccién, produccion y
comercializacion para siembra en Colombia de semillas de algodon genéticamente modificado. Una
vez se evallan las tecnologias en ensayos de bioseguridad y se establecen los riesgos, el Gerente
general del ICA por recomendacién del CTNBIO, del cual hacen parte los Ministerios de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial; de la Proteccion Social, de Agricultura y Desarrollo Rural;
Colciencias y el ICA, autoriza o no las siembras comerciales de variedades de algodén
genéticamente modificado en las regiones donde se evaluaron las tecnologias y establece ademas
gue deben contar con un plan de manejo, bioseguridad y seguimiento, que contenga las medidas de
bioseguridad que garanticen un uso seguro de estas tecnologias basados en las pruebas de
evaluacion agronémica, précticas culturales, experiencia agrondémica adquirida y las
recomendaciones del CTNBio (Resolucion 682, www.ica.gov.co).
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Los titulares de los cultivares de algodén genéticamente modificados estan obligados a realizar
actividades de capacitacion y seguimiento en pretemporada y durante el cultivo (Resolucion 682,
WWw.ica.gov.co).

2.2 PARIENTES SILVESTRES DE LOS CULTIVOS DE ALGODON GENETICAMENTE
MODIFICADOS

El documento de Garrido (2007) 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 geografica de estas especies cubre aproximadamente 25 departamentos (78% del
territorio nacional), sin embargo, ninguna de estas especies es originaria de Colombia. Respecto a la
produccion, cerca del 90% del algodén producido con fines comerciales proviene de la especie G.
hirsutum, el 8% proviene de la especie G. barbadense (Espinal et al., 2005 en Norato, 2005) y el 2%
restante proviene de las especies G. arboreum y G. herbaceum que se encuentran en estado
silvestre.

Algunos estudios reportan que el algodon tiene mas de 40 especies con las cuales puede ser cruzado
y se ha encontrado hibridacion en algodén producido convencionalmente (Fryxell et al., 1992, Zhang
et al., 2005). Sin embargo, Garrido (2007) reporta que el algodén tiene 20 parientes silvestres que
podrian llegar a tener un cruce genético con esta especie, debido a las caracteristicas gendmicas que
presentan en comun. No obstante, establecen que en Colombia se encuentran solo tres especies: G.
arboreum, G. barbadense y G. herbaceum. En el anexo 3, se muestra un listado de 14 registros
biol6gicos de parientes silvestres que se encuentran en los departamentos de Cérdoba, Tolima,
Huila, y Cesar, donde se ha cultivado comercialmente algoddon genéticamente modificado y 107
registros biolégicos de parientes silvestres que se encuentran en el resto del pais. La informacion fue
recopilada via electrénica de bases de datos de herbarios nacionales (de la Universidad Nacional de
Colombia, del Instituto Amazdénico de Investigaciones Cientificas SINCHI, Base de datos del Jardin
Botanico de Medellin y de la base de datos del Instituto Von Humboldt).

2.3 VARIEDADES O HIBRIDOS COMERCIALES ASOCIADOS A LOS CULTIVOS A
GENETICAMENTE MODIFICADOS

De variedades de algoddn cultivadas en Colombia se encontraron reportes desde 1918 (anexo 4).
Desde este afio y hasta el 2010, se han cultivado aproximadamente 124 variedades de algodén
(Norato, 2005, Brochero, 1995, Alvarez, 1990, Garrido, 2007), 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 (Garrido, 2007).

Desde 1935 las compafiias extranjeras han producido variedades de algoddn 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 mas o menos 22 variedades fueron
producidas en Colombia y las demas se produjeron en otros paises (anexo 4).
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2.4 PRUEBA PILOTO DE MONITOREO DEL FLUJO DE GENES. DEPARTAMENTO DEL TOLIMA

Esquema general

A continuacién, se describe el esquema metodoldgico utilizado para hacer el monitoreo del flujo de
genes de algodoén transgénico a variedades convencionales y parientes silvestre de algodén en la
Agremiacion Remolinos en El Espinal, Departamento de Tolima.

Identificacion de las tecnologias de algodon GM Definicién de pruebas: Inmunostrip y ELISA
liberadas en el territorio nacional y disefio de primers

\ 4
Recoleccién de las muestras en |

Identificacion de las variedades
convencionales y silvestres

campo relacionadas al algodén GM
’—b{ Prueba Inmunostrip
Analisi :
alisis de Hojas
parentales
v PCR *
Andlisis de las muestras en
laboratorio
|—> ELISA
Ly Andlisis de la

Semilla

progenie ¥

PCR *

\4

* Se utilizaron los primers CrylAc, Figwort y FSACP.

Identificacion de las tecnologias de algodon GM liberadas en el territorio nacional

Se revisaron las resoluciones del ICA relacionadas con liberacion de algodon GM en Colombia y se
registro la siguiente informacion: nombre de la tecnologia, transgenes, caracteristica, situacion actual,
regién de liberacién, numero y afio de resolucion y compafiia que desarroll6 la tecnologia (anexo 2).
Posteriormente, se reviso la informacién 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 agremiacién
Remolino S.A. del municipio del Espinal-Tolima; se tomaron los datos de: afio de siembra y
variedad/tecnologia cultivada y se complemento6 la informacion consignando evento, promotor, gen y
terminador. Esta informacion se utilizé para identificar los genes concluyentes y una vez identificados,
se disefiaron los primers y se selecciond la prueba Inmunostrip™ y ELISA a utilizar en los andlisis de
laboratorio.
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Identificacion de las variedades convencionales y silvestres relacionadas al algodén GM

La identificacion de variedades convencionales y/o especies silvestres relacionadas con algodon GM,
se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Benavides y colaboradores (2007); se hizo una
busqueda de variedades convencionales y de registros bioldgicos via electrénica en bases de datos
de herbarios nacionales, se revisaron articulos cientificos, libros, informes y memorias relacionados
con el cultivo de algodén en Colombia.

Recoleccion de las muestras en campo

Se realiz6 una visita de campo y se identificaron las siguientes zonas de muestreo:

- Lotes sembrados con algodén GM gue expresan genes Bt. En este caso, el muestreo se realizé en
la zona refugio (figura 6).

Figura 6. Esquema zona de muestreo en lotes sembrados con algodén 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 una especie asilvestrada de algodén. Se tomaron muestras de los arboles
gue se ubicaron en la zona.

Las muestras fueron manejadas siguiendo una cadena de custodia, es decir se guardaron en bolsas
individuales, previamente rotuladas y con su respectiva documentaciéon. El muestreo se realiz6 en el
primer semestre del afio 2010, desde el 7 hasta el 24 de julio y se hizo teniendo como base la
informacion de inscripcion de agricultores proporcionada por la agremiacion Remolino S.A y con la
asistencia de los técnicos de campo de la empresa.

Se tomé como modelo para el muestreo la metodologia propuesta en el estudio de Ortiz y
colaboradores (2005). En el caso de zonas refugio y lotes sembrados con variedades convencionales,
el muestreo se realiz6 tomando 9 puntos al azar, siguiendo una distribucion de ellos en forma de W
(figura 7), en cada punto se seleccioné una planta y se colectaron 4 hojas y 5 capsulas abiertas o en
proceso de apertura.
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Figura 7. 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 documentacién, con el fin de impedir
contaminacion cruzada entre lotes de muestreo. En cada sitio de muestreo se registré en un formato
la siguiente informacién: 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 (2007).

Ademads, 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 informacién 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 utilizacién y las semillas se mantuvieron a temperatura ambiente.

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.

Analisis de las muestras en laboratorio

El trabajo de laboratorio se dividi6 en dos fases, en la primera fase se realizé el analisis de los
parentales y en la segunda fase el analisis de la progenie.

Previamente se realizé la validacion de las técnicas de extraccion de ADN y PCR. Para esto se
ensayaron 8 protocolos de extraccion de ADN de hoja: el de Bushra et al., 1999; Permingeat et al.,
1998, Zhang y Stewart, 2000; Katterman y Shattuck, 1983; Gomez, 2008, Guillermant y Laurence,
1992, CIP, 1997, modificado (www.inia.gob.pe); Phillips et al., 2003 y Murray y Thompson, 1980.
Finalmente se trabajé con un protocolo combinado: Se utilizé parte del protocolo de Phillips et al.,
2003 y se complemento con el protocolo de limpieza propuesto por Falcon y Valera, 2007 (anexo 5).
La cuantificacion de ADN se realizé 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 3) y con base en los resultados se realiz6 PCR con
cada una de las muestras, utilizando los primers reportados por Randhawa et al.,, (2010) para
amplificar el transgen CrylAc (S: GACCGCTTACAAGGAGGGATACG, y A:
ACGGAGGCATAGTCAGCAGGACC, primers disefiados usando el software Primer 3 en linea, para
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amplificar la  secuencia  promotora del virus del mosaico de Figwort (S:
GTCCAAAGCCTCAACAAGGT, ATCTTTTGTGGTCGTCACTGC) y primers reportados por Seong et
al., (2007) para  amplificar el gen enddgeno FSACP de algodon (S:
CAAACAAGAGACCGTGGATAAGGTA y A: CAAGAGAATCAGCTCCAAGATCAAG. Los primers
utilizados fueron sintetizados por Invitrogen.

Tabla 3. Temperaturas de anillamiento ensayadas en el gradiente para PCR con diferentes primers.

Primers
CrylAc Figwort FsACP
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

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

Como control positivo de PCR se utiliz6 ADN extraido de semillas de la variedad NO/RR
(Nuopal/Roundup Ready) y como control negativo DNA extraido de semillas de la especie
asilvestrada de algodon.

Se realizd extraccion de ADN de semillas de las variedades convencionales DP 90 Nal, Corpoica
M123, M129 y M137 y con el fin de estandarizar el nivel de deteccion de la tagq polimerasa y el
tamafio de muestra a utilizar en esta fase, se realizaron las siguientes extracciones.

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

Cada muestra se maceré en licuadora, se tomaron 0.5 g del polvo que se obtuvo, se hizo extraccion
de ADN utilizando el kit DNeasy Plant maxi de Qiagen y se realizé PCR.

Andlisis de parentales

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 hibridacion no provienen de plantas
transgénicas. Se trabajo con las hojas colectadas, se realiz6 Inmunostrip™, extraccion de ADN y
PCR.
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Los lotes que tuvieron parentales maternos positivos se eliminaron para el analisis de la progenie
porque se consider6 que la zona muestreada estaba contaminada y ademas esta contaminacién
aumentaba la probabilidad de encontrar hibridos.

Sobre las hojas colectadas de cada una de las plantas, se aplicé 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 del Kit,
en cada tubo eppendorf se adicionaron 500 pl de buffer, los tubos fueron previamente marcados con
el numero de muestra, se tomd6 una muestra (hoja de algoddn), se limpié con una toalla absorbente
humedecida con alcohol al 70%, se sec6, se dobld y se colocé entre la tapa del tubo eppendorf para
obtener 2 circulos, que posteriormente fueron macerados. La maceracién se realizé hasta que el
buffer se tornd color verde claro, luego se colocé una tirilla 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 8). El mismo procedimiento se realizé con todas las muestras de hoja.

Figura 8. 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.
Tomar la lectura del resultado.
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Los lotes que tuvieron al menos 1 muestra positiva para la proteina CrylAc utilizando la prueba
inmunostrip, fueron descartados para el analisis 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
andlisis de la progenie porque se considerd que la zona muestreada estaba contaminada y ademas
esta contaminacion aumentaba la probabilidad de encontrar hibridos.

La extraccion de ADN 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 ADN se realizo utilizando el protocolo de Phillips et al., (2003) combinado con el
protocolo de limpieza propuesto por Falcon y Valera, (2007) y la PCR se realizé segun lo descrito en
la validacion de esta técnica.

La obtencién 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 andlisis de la progenie, se realizd
con las semillas de los lotes cuyas plantas madres dieron negativo para Inmunostrip™ y PCR.

Andlisis de progenie

Esta fase se realiz6 con el fin de detectar flujo de transgenes via polen e identificar procesos de
hibridacion. Se reunieron las capsulas de cada lote correspondientes a las plantas que fueron
negativas en los andlisis 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 evalud 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%.

Finalmente, para detectar la traduccion del transgen CrylAc, se realizé la prueba ELISA utilizando el
kit DAS ELISA de Agdia para detectar las proteinas CrylAb/Ac (catalogo niumero: PSP06200, anexo
6) 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 midi6 usando un lector de placas Elisa a 655 nm. La
proteina CrylAc se cuantifico utilizando el kit Pierce BCA protein assay (Thermo Scientific).

Condiciones de esterilizacién. 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.

Finalmente, a continuacién se presenta un esquema en el que se resume la metodologia utilizada.
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[ 87 lotes
(751 plantas.
Aprox. 112.650 semillas)

Inmunosrip Cry1Ac

HOJA 751 tirillas

Flujo de genes via semilla < \ 4

35 lotes negativos
(315 plantas)

315 extracciones de DNA
PCR: FSACP, Figwort, CrylAc

v Aprox. 742
\ 12 lotes negativos
( (108 plantas)

24 extracciones de DNA
PCR: FsACP, Figwort, Cry1Ac
Aprox. 50
ELISA CrylAc

SEMILLAS <
Flujo de genes via polen v
| Eventos de hibridaciéon |

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

En el municipio de 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 4).

Tabla 4. Variedades de algodon GM cultivadas en el municipio de Espinal-Tolima, afios 2007 - 2010
(Datos de inscripcién de Agricultores, ICA, 2010 y Agremiacién Remolino S.A., 2010).

ANO VARIEDAD/
SIEMBRA | TECNOLOGIA EVENTO PROMOTOR GEN TERMINADOR
2007 Nuopal/ Bollgard MON 531 CaMV35S CrylAc 3" poly (A)
Nuopal/ Bollgard MON 531 CaMV35S CrylAc 3" poly (A)
Delta Opal RR/ .
2008 Roundup Ready® MON 1445 Figwort35S CP4EPSPS T-E9
o aos BORRI 1 yvioN 531 x CaMV35S / Cry1Ac/ 3" poly (A) / T -
9 P MoN1445 Figwort35S CP4EPSPS E9
Ready®
Nuopal/ Bollgard MON 531 CaMVv35S CrylAc/ Cry2Ab | 3 poly (A) / Nos
2009
BE"P gfj ES& ﬁ?ﬁ MON 531 x CaMV35S / CrylAc/ 3 poly (A) /T -
9 Ready® P MON 1445 Figwort35S CP4EPSPS E9

28




FM9063 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

FM9180 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

FM9162 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

FM9171/ Bollgard Il
X Roundup Ready
Flex

MON 15985
X MON
88913

CaMV35S/
CaMV35S/

Figwort35S /
CaMV35S

CrylAc / Cry2Ab
| CPAEPSPS /
CP4EPSPS

3" poly (A) / NOS
/T-EQ/T-E9

Delta Opal RR/
Roundup Ready®

MON 1445

Figwort35S

CP4EPSPS

T-E9

Nuopal/RR/
Bollgard/ Roundup
Ready

MON 531 x
MON 1445

CaMV35S/
Figwort35S

CrylAc/
CP4EPSPS

3 poly (A)/T-
E9

FM9162 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

FM9171 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

FM9063 B2F/
Bollgard Il x
2010 Roundup Ready

Flex

FM9180 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

DP 141 B2F/
Bollgard Il x
Roundup Ready
Flex

MON 15985
X MON
88913

CaMV35S/
CaMV35S/

Figwort35S /
CaMV35S

CrylAc / Cry2Ab
/| CPAEPSPS /
CP4EPSPS

3" poly (A) / NOS
/T-EQ/T-E9

DP 455 BG/RR/
Bollgard/ Roundup
Ready®

MON 531 x
MON 1445

CaMVv35S/
Figwort35S

CrylAc/
CP4EPSPS

3 poly (A)/T -
E9

Al analizar la tabla 4, se encontré 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 algodén. Las
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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.

El muestreo se realiz6 en el municipio de El Espinal, departamento del Tolima, ubicado a 04°09°N y
74°537°0, a 323 msnm y con una temperatura que oscila entre los 27 y 40°C (Tolima, 2011). En el
listado de inscripcién 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 5). 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 solamente un refugio estaba cultivado con la
variedad DP 90 NAL.

De 43 lotes cultivados con algodon convencional inscritos en la Agremiacion Remolino, se
muestrearon 31 lotes, que corresponden al 72.1% (tabla 5). Las variedades de algodén convencional
cultivadas eran: DP90 NAL, Corpoica M123, Corpoica M129 y Corpoica M137.

Se ubicd una zona con presencia de una especie asilvestrada de algodén, se tomaron muestras de 4
arboles de algodon (figura 9).

En total se muestrearon 89 lotes y refugios (tabla 5) y 4 arboles de algodén. Sin embargo, para los
andlisis en laboratorio, se eliminaron 6 lotes, 1 lote porque la 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 5. Lotes convencionales y zonas refugio inscritas, muestreadas y analizadas.

Lotes inscritos en la Analizados en
ALGODON Agremiacién 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

Finalmente, en laboratorio se trabajé con muestras de 56 zonas refugio (14,3%), muestras de 27 lotes
cultivados con algodon convencional (62,8%) y las muestras de la especie asilvestrada (4 arboles de
algodén). En total 83 lotes y refugios (tabla 5) y 4 arboles de algodén.

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 los lotes cultivados con variedades de algodon convencional y con color azul se
identificaron los puntos correspondientes a la especie asilvestrada (figura 10).
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Figura 9. Especie asilvestrada. Arboles de algodén muestreados.

Colecta de las muestras en campo. Los datos de cada lote se consignaron en el formato disefiado
previamente (anexo 10). Este formato contiene la informacién colectada durante el muestreo. La
informacién sobre fecha e historia de siembra del lote se registré en una libreta de campo.

Figura 10. Ubicacion de los puntos de muestreo. A y B. Puntos de muestreo sin y con
identificacion del lote al que corresponden. Amarillo: representa los refugios, verde: lotes sembrados
con algodoén convencional y azul: especie asilvestrada.

+

7] ¢
-
L4 gLt

L28 L2t
5 L17 L}O ‘L18L7.553
L1955  L18F 9 ﬁLS
“L25L26 L3 i
& -
131 L31ay 44iik1s Lo L84 gles ‘:5L960
& 30r L8 287 e L4t ¥ gsa
L29
* Lesglar A L% A% A3 Vi te
% L39 © |3spLef® - (A9l L61d o o T
» 33 g L3s8W . o % 1642 .
;* 36§ L85 Espinal L7248 4&65 3_ R h
T Les) Sr 7ol B
L32 " L76g & 3
FL34 L 2 $L74 :
ZL77 Aae
g

NNy

& L62 i

*

-

-
P 4 - 2 e
Mpre W
Do % L, egrGoogle
g - )

©2011MapLink/Tele Atlas.
G




Andlisis de las muestras en laboratorio

En los ensayos para validar las técnicas de extraccion de ADN y PCR se encontré que al utilizar el
protocolo de extraccibn de ADN combinado de Phillips et al., (2003) y Falcén y Valera, (2007) se
obtuvo ADN de buena calidad y libre de inhibidores de PCR.

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 ADN de semillas de algoddon convencional DP 90 NAL, Corpoica M123, M129
y M137, amplificaron con los primers FSACP, Figwort y CrylAc (figura 11). Este resultado nos
muestra que las semillas de algodén convencional estan contaminadas por mezcla, o son producto de
procesos de hibridacion entre plantas de algodéon GM y no GM.

El ensayo sobre nivel de deteccion de la taq polimerasa mostré que es posible detectar 1 semilla
transgénica en 100, 200 o 300 semillas no transgénicas como se muestra en la figura 12. Ortiz y
colaboradores (2005), 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 determiné utilizar 300 semillas como tamafio de muestra para mezclar, moler y realizar
extraccion de ADN por duplicado.

Figura 11. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de ADN extraido de semillas de
variedades convencionales. MP: Marcador de peso molecular 100 pb; carril 2: agua A. Primers
FsSACP, carril 3: variedad Nuopal/RR; carril 4: variedad corpoica M123; carril 5: variedad corpoica
M129; carril 6: variedad corpoica M137; carril 7: variedad deltapine 90 nacional (DP90 NAL); B.
Primers figwort; carril 3: control negativo (especie asilvestrada); carril 4: variedad corpoica M123;
carril 5: variedad corpoica M129; carril 6: variedad corpoica M137; carril 7: variedad DP90 NAL; carril
8: control positivo (Nuopal/RR). C. Primers CrylAc; carril 3: control negativo (especie asilvestrada);
carril 4: control positivo (Nuopal/RR); carril 5: variedad corpoica M123; carril 6: variedad corpoica
M129; carril 7: variedad corpoica M137; carril 8: variedad DP90 NAL.
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Figura 12. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de ADN extraido de semillas. A.
CrylAc. B. Promotor Figwort. MP: Marcador de peso molecular 1Kb, carril 2: agua, carril 3: control
negativo, carril 4: control positivo, carriles 5-7: 100 semillas convencionales con 1 transgénica (100/1);
200/1 y 300/1 respectivamente.

Analisis de Parentales

Se utilizaron 751 tirillas de la prueba Inmunostrip, los resultados fueron positivos para la proteina
CrylAc cuando se marcaron dos bandas. En todas las tirillas se observd 1 banda correspondiente a
la banda control, que indica que la prueba funcioné correctamente.

Se analizaron las muestras de 27 lotes cultivados con algodén convencional, y se encontré que todas
las muestras de 11 lotes fueron negativas para la proteina CrylAc (figura 13A), ningun lote presenté
las 9 muestras positivas y 16 lotes tuvieron al menos 1 muestra positiva para la proteina CrylAc
(figura 13B, tabla 6). De los 8 lotes que tuvieron 1 muestra positiva, 2 lotes (L15 y L62) tenian lotes
cultivados con algodén transgénico alrededor, ubicados a +4 m, 1 lote (L78) se encontraba ubicado a
+5 m de la carretera via Ibagué y el lote con algodon transgénico méas cercano se ubicé a £560 m.
Los lotes que tuvieron 2, 3, 4 y 7 muestras positivas (L32, 47 y 48) lindaban con lotes cultivados con
algodon transgénico ubicados a +4 m, el lote 57 estaba separado de un lote con algoddn transgénico
por una carretera de mas o menos 10 m. Sin embargo, un lote convencional (L58) con 2 muestras
positivas no tenia transgénicos ubicados alrededor, el lote transgénico mas cercano se ubico a +480
m y el lote 45 con 4 muestras positivas, se encontraba +2570 m alejado de fuentes de algodon GM.

Respecto a refugios, de las 56 zonas analizadas, se encontré que todas las muestras de 20 refugios
fueron negativas para la proteina CrylAc, 4 refugios tuvieron las nueve muestras positivas (figura
13B, C) y 32 refugios tuvieron al menos 1 muestra positiva para la proteina CrylAc (tabla 6). Las
muestras de la especie asilvestrada 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 13). Shaukat et al., (2010), 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 segregacion monogénica.
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Tabla 6. Resultados pruebas Inmunostrip.

NUMERO DE No. LOTES INDIVIDUOS
MUESTRAS CONVENCIONALES No. REFUGIOS ESPECIE TOTAL
POSITIVAS ASILVESTRADA
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

Figura 13. Resultados prueba inmunostrip. A. Todas las muestras negativas. B. Al menos una
muestra positiva. C. Todas las muestras positivas. * Linea control. ** linea positiva para CrylAc.
Obsérvese intensidad de la banda inferior, correspondiente a resultado positivo. (Se modificé el brillo
y el contraste de las fotografias con el fin de hacer més visibles las bandas inferiores).

Sin embargo, teniendo en cuenta que en esta fase el andlisis 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 et al., (2008) y Olsen et al., (2005), encontraron que a medida que la
planta de algodon 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 fisiologico, 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 algodon.
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Saldarriaga (2008) analiz6 la concentracion de la toxina en las hojas terminales en el ciclo del cultivo
del algodonero y encontré que 15 dias después de la siembra la concentracion de la proteina fue de
3,752 ppm, a los 90 dias la concentracion fue de 0,668 ppm y a los 105 y 120 dias fue O.

Al utilizar el protocolo de extraccion de ADN combinado (Phillips et al., 2003 y Falcon y Valera, 2007),
se obtuvo ADN en concentraciones de 61,2 — 1218,7 ng/ul, la relacién 260/280 oscilé entre 1,60 -
1,99, el ADN fue de buena calidad y cuando se utiliz6 para los ensayos de PCR se obtuvo
amplicones.

Utilizando este protocolo se realizaron 283 extracciones de ADN de hoja; sin embargo, no se
consiguio aislar ADN de 46 muestras debido probablemente a la calidad del material vegetal que se
colect6. Estas hojas eran adultas, con puntos color café en la mayoria de su superficie (figura 14) y
senescentes, esta Ultima caracteristica segun Katterman y Shattuck (1983) impide obtener ADN en
proporciones 6ptimas.

Figura 14. Hojas de algodon inadecuadas para realizar extraccion de ADN.

La PCR utilizando ADN extraido de hoja, se realizé con el fin de identificar falsos negativos obtenidos
con esta prueba, e identificar otros eventos que han sido liberados.

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 15A).

Con los primers para amplificar la regién promotora del virus del mosaico figwort, se utiliz6 ADN de
112 extracciones y se obtuvo un amplicén de 396 pb en al menos una muestra de 4 lotes cultivados
con algodoén convencional; en al menos una muestra de 1 refugio analizado y ninguna muestra fue
positiva en 7 lotes cultivados con algodon convencional. Las muestras de la especie asilvestrada
fueron negativas (tabla 7, figura 15B).
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Tabla 7. Resultados PCR a partir de ADN extraido de hojas.

INDIVIDUOS
wwerope | CONVENCIONaLes | o REFUGIOS | ESPECE
MUESTRAS POSITIVAS Primers
Figwort CrylAc Figwort CrylAc Figwort CrylAc

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

Figura 15. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de ADN extraido de hojas. A.
Primers FSACP, MP: Marcador de peso molecular 100 pb, carril 2: agua, carril 3-11: muestras 1 a 9.
B. Primers Figwort y C. Primers CrylAc, carril 3: control negativo, carril 4: control positivo, carriles 5-
13: muestras 1 a 9.
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Utilizando primers para amplificar el gen CrylAc, se realizé PCR con 237 extracciones de ADN y se
obtuvo un amplicon de 228 pb en al menos una muestra de 10 lotes cultivados con algodén
convencional y en al menos una muestra de 9 refugios. 11 zonas refugio tuvieron todas las muestras
negativas, 1 lote cultivado con algodén convencional y las muestras de la especie asilvestrada fueron
negativas (tabla 7, figura 15C). ElI mismo tamafio de amplicon fue obtenido por Randhawa et al.,
(2010) en sus ensayos de PCR para detectar los eventos de algodon MON531 y MON15985.

Estos resultados muestran que se obtuvieron falsos negativos en las muestras de 10 lotes cultivados
con algoddn convencional y en las muestras de 9 refugios, después de utilizar la prueba inmunostrip.
Sin embargo, es posible evitar los falsos negativos, utilizando hojas jévenes y con menor tiempo de
almacenamiento para aplicar esta prueba.

Teniendo en cuenta que el flujo de transgenes puede ocurrir via polen o via semillas (Mallory y
Zapiola, 2008, Heuberger et al., 2010, Kim et al., 2008), en este estudio se prueba que existe flujo de
genes via semilla desde cultivos de algodon Bt hacia variedades convencionales de algodén y hacia
algoddn no Bt. Al analizar los parentales mediante inmunostrip y PCR, se encontrd 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 la especie
asilvestrada no se detect6 flujo de genes via semilla.

El flujo de genes via semilla que se presenté en lotes cultivados con variedades convencionales,
ubicados cerca (x4 - 10m de distancia) de lotes cultivados con variedades transgénicas, pudo
deberse a germinacion de semillas transgénicas que cayeron involuntariamente en estos lotes, o
semillas que fueron diseminadas o esparcidas por el viento. Heuberger et al., (2010) y Messeguer
(2003) 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 algodoén
transgénico pudo deberse a contaminacién de semillas (Van Deynze et al., 2005) (mezcla de semillas
gue puede ser de origen), a semillas sembradas inadvertidamente durante la cosecha (Messeguer,
2003) o resultado de errores humanos cometidos durante la siembra, cosecha o procesamiento de la
semilla (Heuberger et al., (2010).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que factores como el vertimiento de semillas en areas de
produccién o durante las rutas de transporte de las semillas, la utilizacion de estas para alimentacion
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 (SIOVM,
2010). Es posible que el flujo de genes via semillas observado en los lotes cultivados con algodén
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
debi6 a que hubo mezcla de semillas durante la siembra, ya sea porque la semilla estaba
contaminada (mezcla de semillas de origen) o por mezcla mecéanica (Van Deynze et al., 2005), sobre
todo cuando la siembra se realizd 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 pregunto 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 marcada la zona
refugio. Es posible que la informacién que nos dieron acerca de la ubicacion fuera errénea y que se
hayan ignorado o incumplido las disposiciones legales vigentes sobre el establecimiento de refugios.
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Respecto a la especie asilvestrada, 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
o0 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 algodén convencional fueron reportados por Heuberger et al., (2010) Kim et al.,
(2008) y Heuberger et al., (2008); 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 algodén 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 (Chapman y Burke, 2006; Kim et al., 2008). 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 (Kim et al.,
2008). También, puede ocasionar inconvenientes si se requiere exportar semillas de algodén a paises
donde las caracteristicas biotecnolégicas no han sido aprobadas o no estan reguladas (Van Deynze
et al., 2005).

Ademas, el flujo de transgenes podria amenazar los derechos de propiedad intelectual de las
companiias biotecnoldgicas, las ventas de productos no transgénicos, las estrategias de manejo de
resistencia de insectos y malezas (Mellon y Rissler, 2004; Smyth et al., 2002; Heuberger et al., 2008;
Mallory y Zapiola, 2008; Heuberger et al., 2010) 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 polinizacién cruzada con plantas adyacentes (Beckie et al., 2003; Heuberger et al., 2008;
Goggi et al., 2006; Bannert y Stamp, 2007; Heuberger et al., 2010).

Andlisis de la progenie

Extraccion de ADN de semillas, PCR y Elisa. La extraccion de ADN 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
concentracion del ADN obtenido oscilé entre 8,7 y 85,8 ng/uL y la relacion 260/280 entre 1,6 - 1,9,
indicando que se obtuvo ADN de buena calidad (Randhawa et al., 2010; Seong et al., 2007).

La PCR utilizando primers para amplificar el promotor Figwort se hizo con el ADN extraido del lote

convencional y resulté positivo (tabla 8, figura 16). Las muestras de la especie asilvestrada fueron
negativas para la presencia del promotor Figwort (tabla 8, figura 16).
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Figura 16. Amplicones obtenidos con ensayos de PCR a partir de ADN extraido de semillas
utilizando primers para Figwort, MP: Marcador de peso molecular 1 Kb, carriles 2, 3 y 9: agua,
carriles 4 y 10: control negativo, carril 5 y 13: control positivo, carril 6: lote 31, carril 7: lote 31
duplicado; carril 11: especie asilvestrada; carril 12: especie asilvestrada duplicado.

Utilizando primers para amplificar el gen CrylAc se hizo PCR para 11 refugios encontrandose 9
refugios positivos y 2 refugios negativos, correspondientes a los lotes 79 y 88 (tabla 8, figura 17); el
lote convencional (lote 31) resultd positivo y la especie asilvestrada resultd negativa para la presencia
del gen CrylAc (tabla 8, figura 17).

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




Con la prueba Elisa se encontré que 2 refugios fueron negativos para la expresion del gen CrylAc
(refugios 79 y 88) y concuerdan con los refugios en los que no hubo amplificacion del transgen
CrylAc (tabla 8, figura 18). Los 9 refugios restantes y el lote convencional analizados con esta prueba
y sus replicas, fueron positivas para la proteina CrylAc (tabla 8) y la cuantificacién de la proteina
oscilé aproximadamente entre menos de 25 y menos de 200 pg/ml (figura 18). 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 cuantifico entre menos de
25 y menos de 150 pg/ml aproximadamente (figura 18).

Tabla 8. Resultados PCR con ADN extraido de semillas y prueba ELISA

PCR
ELISA
Primers
CrylAc
Figwort CrylAc

Convencional 1 1 1

No. lotes Refugio - 9 9

positivos Especie 0 0 0

asilvestrada

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 desde algodén genéticamente
modificado hacia variedades convencionales. Resultados similares fueron obtenidos por Llewellyn et
al., (2007), Van Deynze et al., (2005), Zhang et al., (2005), Freire (2002) y Heuberger et al., (2010),
guienes reportaron flujo de genes desde parcelas cultivadas con algodéon GM hacia algodén
convencional. El flujo de transgenes de algoddén via polen se ha reportado en Estados Unidos,
Australia, China, Sur Africa, Argentina, Arizona, Arkansas, Mississippi y Norte de California (Van
Deynze et al., (2005)) .

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, 73% en refugios y 96% en lotes cultivados con
variedades convencionales de algodon, porcentaje que debe sumarse a la cantidad de cultivos de
algodén GM gque se encontraban en la zona durante el muestreo, y que conlleva a que la probabilidad
de que 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 analisis de flujo de genes via polen solo se
pudo hacer en 1 lote convencional y 12 refugios, se muestra evidencia de la presencia de hibridos de
algodon.

40



Figura 18. Resultados prueba ELISA. Identificacion de las muestras en la placa de la prueba ELISA y
calculo de la concentracion de la proteina CrylAc.
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Ademas del escenario bioldgico en el que es analizado el flujo de genes via polen que se observé, se
debe tener en cuenta la presencia de insectos polinizadores, que ha sido reportada como la causa
principal por la que se presenta flujo de genes via polen y por tanto hibridacién natural en el
algodonero (Mendoza y Aramendiz, 1985; Van Deynze et al., 2005), ya sea por la presencia de
abejas (Llewellyn et al., 2007; Van Deynze et al., 2005; Zhang et al., 2005; Llewellyn y Fitt, 1996)
abejorros y melissodes (Van Deynze et al., 2005; Zhang et al., 2005); o abejorros (Llewellyn et al.,
2007; Zhang et al., 2005), u otros insectos como avispas, moscas, hibiscos y mariposas (Zhang et al.,
2005, Tian et al., 2004).

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 (Zhang et al., 2005; Carpenter y Gianessi, 2001; Betz et al., 2000; Van Deynze et
al., 2005), la ubicacién de los lotes, las condiciones ambientales, el clima donde se cultiva algodon
(Hokanson et al., 1997; Amand et al., 2000; Tian et al., 2004; Elliott et al., 2004; Zhang et al., 2005;
Van Deynze et al., 2005; Llewellyn et al., 2007), la presencia de cultivos frutales cercanos (Llewellyn
et al., 2007) y el viento (Van Deynze et al., 2005).

Con los resultados obtenidos en este estudio y teniendo en cuenta que no existe normatividad en
cuanto a distancias de aislamiento entre cultivos de algodon genéticamente modificado y algodon
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 evidencié eventos de
hibridacion estaba alejado por +4 m de distancia de lotes cultivados con algodon 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 (Llewellyn y Fitt, 1996;
Messeguer, 2003; Zhang et al., 2005), 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 (Van
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Deynze et al., 2005; Zhang et al., 2005) y mas all4d de 1600 m en USA y California (Van Deynze et al.,
2005; Kim et al., 2008).

Respecto al flujo de genes observado en zonas refugio, varios autores (Llewellyn y Fitt, 1996; Luna et
al., 2001; Morris et al., 1994; Chilcutt y Tabashnik, 2004.) establecen que depende de diversos
factores como el tamafo del refugio, forma y distancia desde el cultivo Bt; longevidad del polen,
proporcién de establecimiento, similaridad en tiempos de maduracion y tamafio de las flores machos
y hembras de los hibridos Bt y no Bt. En esta investigacién es probable que el tamafo del refugio
este influyendo en la presencia de flujo de genes via polen, ya que el esquema refugio que se
observd en todos los lotes cultivados con algodén 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 algoddn 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 refugios
tienen plantas Bt, 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 Yy 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. Estas estrategias ayudarian a prevenir el surgimiento de malezas
nuevas y mas resistentes (Ellstrand et al., 1999; Messeguer, 2003), evitar la pérdida de biodiversidad
(Amand et al., 2000; Messeguer, 2003), riesgos en la seguridad alimentaria (Messeguer, 2003) y
efectos potenciales sobre la resistencia de los insectos (Chilcutt y Tabashnik, 2004).

En este estudio, y al igual que en el estudio de Heuberger et al., (2010), 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 atencion que el flujo de genes mediado por polen (Beckie y Hall, 2008; Heuberger
et al., 2010).

Finalmente, a continuacién se presenta un esquema en el que se resumen los resultados obtenidos.

7 |83 lotes muestreados y 4 individuos de
la especie asilvestrada

FLUJO DE GENES ViA <
SEMILLA v
71 lotes
positivos
\
( v
10 lotes
FLUJO DE GENES VIA positivos
POLEN
\ 4

L | Eventos de hibridacion |
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2.6 PROPUESTA DE MONITOREO DEL FLUJO DE GENES APLICABLE A LAS TECNOLOGIAS
TRANSGENICAS DE ALGODON LIBERADAS COMERCIALMENTE EN LA AGRICULTURA
COLOMBIANA

Esquema general

Identificacién de las tecnologias de

. _ o Listado de eventos e identificacion
algodén GM liberadas en el territorio ::>
de las estructura de los transgenes

nacional lL

Definicion de genes/regiones

genéticas concluyentes

U

Muestreo en campo

Analisis de las muestras

~/
Analisis del parental:

Inmunostrip

{

Analisis de la progenie:
ELISA

Metodologia de muestreo

Para realizar el monitoreo del flujo de genes se propone:

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

2. Disenar el muestreo (Escoger al azar los lotes de muestreo). Recomendamos seleccionar 3
municipios por departamento, en total 12 localidades.

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

4. Confrontar en campo la informacion de georeferenciacién y complementar el mapa.

5. Realizar el muestreo en:

- Refugios de lotes sembrados con algodén Bt: muestrear alrededor del 10%

Refugio

Transgénico
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- Lotes sembrados con variedades convencionales de algodén: muestrear alrededor del 10%.
- Zonas con presencia de especies silvestres de algodon: muestrear cada una de las poblaciones
que se localicen en cada localidad, tomar muestras de 3 plantas por poblacion.

Andlisis de parentales

En los refugios y en los lotes sembrados con variedades convencionales de algodén tomar 9 puntos
al azar, siguiendo una distribucion en forma de W, en cada punto seleccionar una planta, colectar 1
hoja joven, no senescente y aplicar la prueba Inmunostrip (analisis del parental). Utilizar tubos
eppendorf de 1,5 ml y puntas azules (100-1000 pL) despuntadas, previamente esterilizadas, 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 cdpsulas abiertas. Muestrear todos los individuos del lote y
en el caso que se encuentre un transgeénico en el lote (prueba inmunostrip positiva), se tomara como
flujo de genes via semilla y no se utilizara para el andlisis de flujo de genes via polen, en este caso no
se colectaran capsulas.

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 en la libreta de campo la siguiente informaciéon: Numero del lote,
fecha de colecta, vereda, finca, propietario, georeferenciacion, nimero de hectareas, tipo de cultivo,
responsable de la colecta, fecha de siembra, fecha de floracién, tener en cuenta el calculo de la
distancia con respecto al cultivo GM mas cercano e informacion de la historia de siembra del lote.

Analisis de progenie

Realizar la prueba ELISA por triplicado para cada muestra, utilizando un kit DAS ELISA y cuantificar
la concentracién de la proteina utilizando el kit Pierce BCA protein assay (Thermo Scientific).

Se recomienda manejar las muestras siguiendo una cadena de custodia, por tal razon se propone
gue dos personas realicen el muestreo y el analisis de los parentales en campo y dos personas
diferentes realicen el analisis de la progenie en laboratorio.

Condiciones de esterilizacion. Los tubos eppendorf y las puntas esterilizarlas durante 20 minutos a
121°C y 15 PSI de presion.
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Analisis de costos

ANALISIS DE ANALISIS DE LA
PARENTALES PROGENIE TOTAL
Prueba inmunostrip Prueba ELISA
Costo para una
muestra $8200 $13800 $22000

En el andlisis de costos no se tuvo en cuenta transportes, ni mano de obra. El costo de las pruebas
incluye los fungibles y los costos de la prueba Elisa se realizaron por triplicado.

El MAVDT debe encargarse de resolver el tema de acceso a recursos genéticos para el caso de
parientes silvestres, de acuerdo a la Decision 391.
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3. MAIZ

3.1 EVALUACION DE LAS TECNOLOGIAS EN OGMS LIBERADOS AL MEDIO AMBIENTE EN EL
TERRITORIO NACIONAL

El maiz transgénico se liberd por primera vez al medio ambiente en el territorio nacional a partir del
aflo 2007 mediante las resoluciones del ICA 00464 y 00465, a través de las cuales, se autorizan
siembras controladas de maiz con la tecnologia Bt Herculex | (TC-1507) y se autorizan siembras
controladas de maiz con la tecnologia Yieldgard® (MON 810), respectivamente.

Sin embargo, antes de la primera autorizacion de siembra controlada de maiz transgénico, el ICA
autorizé la realizacién de estudios de bioseguridad con maiz de los eventos Btll, Yieldgard, Roundup
Ready y Herculex. Adicionalmente, no sélo se ha aprobado la utilizacion maiz GM para su uso en el
campo agricola, sino que también se han realizado autorizaciones para el empleo de maiz
transgénico para consumo directo y/o como materia prima para la producciéon de alimentos para
animales domeésticos.

En el anexo 7 se presenta una tabla en la que se especifican las diferentes resoluciones del ICA
desde Diciembre 16 de 2005 hasta el 27 de Diciembre de 2010 relacionadas con maiz transgénico,
en la cual se pueden observar las autorizaciones que ha realizado la entidad con respecto a este
OGM.

De acuerdo a todo el proceso de autorizacion de diferentes eventos de maiz transgénico en el pais y
con base en la revision de las resoluciones del ICA se identificaron las tecnologias de maiz GM que
han sido liberadas en Colombia desde el 2007 y hasta el 2011 junto con sus caracteristicas, las
regiones en las que se encuentran y su situacién actual (anexo 8)

En la actualidad son 13 las diferentes tecnologias de maiz GM que han sido autorizadas en el pais, 8
de ellas han sido aprobadas para ser sembradas de forma controlada y las 5 restantes estan siendo
utilizadas en ensayos de bioseguridad y/o en evaluaciones agronémicas.

Son 6 las regiones dentro del pais en las cuales se siembran algunos o todas las tecnologias de maiz
transgénico, entre ellas se destacan: Caribe humedo, Caribe seco, Valle geogréafico del rio Cauca,
Llanos Orientales, Alto Magdalena y Area Cafetera

Son 3 las compafiias que han realizado las solicitudes ante el ICA y que manejan el mercado del
maiz GM en Colombia: DuPont de Colombia S.A., Syngenta S.A. y Compafia Agricola Colombiana
Ltda. & Cia. S.C.A.

Las caracteristicas de los maices transgénicos que se utilizan en el pais son: Resistencia a insectos
lepidopteros y/o coledpteros y tolerancia a glifosato y/o glufosinato de amonio.

Los transgenes que han sido introducidos en las diferentes tecnologias son: CrylF, CrylAb,
Cryl1A.105, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl y Cry35Abl para resistencia a lepidopteros, vip3Aa20 para
resistencia a coleépteros, CP4EPSPS y mEPSPS para tolerancia a glifosato y PAT para tolerancia a
glufosinato de amonio.

Respecto a la adopcién de las tecnologias transgénicas de maiz que se han liberado, Colombia ha
seguido las tendencias mundiales, inicialmente adopt6 la tecnologia que contiene un solo gen y luego
se adopto la tecnologia con eventos apilados obtenidos por hibridacién convencional a partir de lineas
transformadas. El area de cultivo de maiz GM ha tenido un importante aumento desde el afio 2007,
en el cual se cultivaron 6.000 ha, mientras que para el 2010 se cultivaron 38.896 ha (Agrobio. 2011,
figura 19).
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Figura 19. Numero de hectareas sembradas de maiz GM em Colombia. Fuente: Agrobio (2011)
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En relacién con la via regulatoria, a nivel internacional inicié con la adopcién del Convenio sobre la
Diversidad Biol6gica firmado por 185 paises cuyo objetivo es la conservacion y uso sostenible de la
biodiversidad. Dentro de este Convenio, se gener6 el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad en
Biotecnologia, el cual fue adoptado por mas de 130 paises y entrd en vigor desde el 11 de septiembre
de 2003. Tal instrumento marca el compromiso de la comunidad internacional para asegurar la
transferencia, manipulacion y uso seguro de los OVM (Silva, 2003).

A su vez el Convenio de Diversidad Bioldgica facultd a los paises para establecer sus propios marcos
regulatorios sobre bioseguridad (UICN, 2004). En Colombia, el gobierno nacional en desarrollo de la
Ley 740 de 2002, expidié el decreto 4525, y designé al Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, a
través del Instituto Colombiano Agropecuario, ICA la competencia para la autorizacion de
movimientos transfronterizos, transito, manipulacién y utilizacion de los Organismos Vivos
Modificados, OVM, con fines agricolas, pecuarios, pesqueros, plantaciones forestales comerciales y
agroindustriales que puedan tener efectos adversos para la conservacion y la utilizacion sostenible de
la diversidad biol6gica. El articulo 19 del decreto 4525 de 2005 cre6 el comité Técnico Nacional de
Bioseguridad, CTNBIio, cuya funcion es, entre otras, recomendar al Gerente General del ICA la
expedicion de actos administrativos para la autorizacién de actividades solicitadas con organismos
vivos modificados (www.ica.gov.co).

El ICA como autoridad competente recibe las solicitudes para autorizar la introduccién, produccion y
comercializacion para siembra en Colombia de semillas de maiz genéticamente modificado. Una vez
se evallan las tecnologias en ensayos de bioseguridad y se establecen los riesgos, el Gerente
general del ICA por recomendacion del CTNBIO, del cual hacen parte los Ministerios de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial; de la Proteccién Social, de Agricultura y Desarrollo Rural;
Colciencias y el ICA, autoriza o0 no las siembras controladas de maiz genéticamente modificado en las
regiones donde se evaluaron las tecnologias.

Adicionalmente, en el afio 2010 se emite la resolucién 2894, por medio de la cual se implementa el
Plan de manejo, bioseguridad y seguimiento para siembras controladas de maiz genéticamente
modificado. Dentro de ella se estipula que los titulares de maiz genéticamente modificado estan
obligados a realizar actividades de capacitacion y seguimiento en pretemporada y durante el cultivo.
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Quienes siembren la tecnologia transgénica deben establecer un esquema de refugio que debe estar
a una distancia no mayor de 500 m de las areas sembradas con las semillas de maiz GM, debe ser
un bloque contiguo no entremezclado y debe estar claramente identificado y bajo un esquema de
cultivo de refugio 90/10. La resolucién también reglamenta el monitoreo del desarrollo de posible
resistencia de especies plaga objetivo y un plan de manejo de malezas.

Ademas, exige que el cultivo sembrado con maiz GM debe manejarse con medidas de aislamiento,
entre ellas se estipula que el cultivo no debe ser sembrado en resguardos indigenas, debe tener
minimo 300 m de distancia con respecto a cultivos de maices de variedades criollas y debe existir
una diferencia en el tiempo de floracion (superior a 15 dias) (Resolucion 2894, www.ica.gov.co).

3.2 PARIENTES SILVESTRES DE LOS CULTIVOS DE MAIZ GENETICAMENTE MODIFICADOS

De acuerdo a la documentacion del Instituto Alexander von Humboldt, el maiz no se encuentra de
manera silvestre en los ecosistemas de Colombia, sélo se puede encontrar en condiciones de cultivo
(Garrido y colaboradores, 2007). El maiz no cuenta con parientes silvestres en Colombia, ya que no
hay reporte ni evidencia de teosinte en el pais, ni del género Tripsacum (Roberts et al. 1957;
Torregrosa 1957). Sin embargo, el reporte de Rodriguez (2009) indica la presencia de registros
biolégicos del género Tripsacum y una especie de Zea que no se encontraban en los reportes
anteriores de parientes silvestres para el maiz presentes en Colombia. En la Tabla 9, se muestra un
listado de los parientes silvestres del maiz en Colombia. EI nUmero de registros corresponde al
publicado por Rodriguez (2009), sin embargo, se realizdé una busqueda via electrénica 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) con el fin de actualizar la informacion y establecer la localizacion de
los especimenes.

Tabla 9. Parientes silvestres del maiz en Colombia y nimero de registros bioldgicos encontrados.

, No. Registros o
Especie biol6ai Localizacion
iolégicos

Tripsacum andersonii 3

Tripsacum australe 9 Meta (235-700 msnm)

Tripsacum laxum 5 Valle del Cauca (540 msnm)
Boyacéa (800-1100 msnm)
Huila (880 msnm)

Tripsacum sp. 4 Meta
Magdalena

Zea diploperennis 6

3.3 RAZAS LOCALES ASOCIADAS A LOS CULTIVOS A GENETICAMENTE MODIFICADOS

Con respecto a las razas locales de maiz, uno de los trabajos mas importantes sobre su distribucion
en Colombia es el de Roberts y colaboradores (1957), en el cual se reconocieron 23 razas distintas
de maiz colombiano: 2 razas primitivas, 9 razas probablemente introducidas y 12 razas hibridas
originadas en Colombia.

La subespecie relacionada con Colombia es Zea mays subsp. everata, que define al grupo de razas
de los llamados maices “reventones”, a partir de los cuales aparentemente se originan las razas
primitivas de Colombia, Pollo y Pira, de acuerdo con la hipétesis de Roberts y colaboradores (1957).
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La raza Pollo tiene una distribucion limitada a las vertientes orientales de la Cordillera Oriental en los
departamentos de Boyaca y Cundinamarca y puede ser indigena antigua, de incidencia comun en
Colombia. Sin embargo, el hecho de que guarde semejanzas bastante estrechas con la raza peruana
Confite Morocho permite conjeturar que se trata de la introduccién temprana a Colombia de una raza
gue no se difundié extensamente y que no ha jugado un papel sustancial en la evolucion de otras
razas colombianas. En Venezuela y en Bolivia se encuentra el Pira o tipos semejantes a él. No existe
una evidencia de que esta raza tenga su centro de origen en Colombia o de que haya jugado un
papel importante en la formacion de otras razas de este pais.

Varias de las razas restantes, especialmente Sabanero, Cabuya, Andaqui, Clavo e Imbricado, o tipos
semejantes a ellas, estdn ampliamente distribuidas y parece que no son originarias de Colombia sino
de regiones situadas mas a al sur. Sin embargo, en Colombia se han originado algunas razas, debido
principalmente a la hibridacién de las introducidas del sur, del occidente y del oriente. Ademas,
parece que en Colombia ha tenido lugar la hibridacion con maiz contaminado de Teocinte procedente
de México y América Central. Finalmente, existen evidencias de que en Colombia hubo cruzamientos
de maiz con su pariente silvestre Tripsacum. Estos tres tipos de hibridacion han dado lugar, en este
pais, a nuevas razas, algunas de ellas se han difundido por otras regiones y se han convertido en
progenitores de otras razas.

En Colombia se identifican algunos factores de evolucién que han contribuido a la formacion de
razas: el aislamiento geografico, la hibridacion interracial, la hibridacion con maiz contaminado de
Teosinte, procedente de México, y la hibridacién del maiz con su pariente silvestre el Tripsacum
(Roberts y colaboradores, 1957), éste ultimo no presente en Colombia.

Las razas de maiz presentes en el pais son idénticas en muchos aspectos a razas centroamericanas.
Estas incluyen un maiz dulce, uno cristalino de mazorca larga y por lo menos dos tipos de maiz
harinoso.

Por su parte, el Grupo Semillas (2001) que trabaja en temas relacionados con los cultivos
transgénicos en Colombia, ha publicado un listado de razas de maiz presentes en diversas
comunidades indigenas, afrocolombianas y campesinas de Colombia. Sin embargo, este estudio
carece del soporte cientifico y técnico riguroso y sus resultados no han sido completamente
publicados.

Adicionalmente, siguiendo la ruta demarcada en 1957 por L. M. Roberts y colaboradores,
investigadores de la Universidad Nacional de Colombia en Palmira estan evaluando la diversidad y
variacion genética de razas criollas e indigenas de maiz en Colombia. Los objetivos generales del
trabajo es conocer si estos materiales aln estan presentes en el territorio nacional, y fortalecer el
Banco de Germoplasma Nacional.

En el anexo 9 se recopila la informacién encontrada en diferentes fuentes acerca de las razas locales
gue se encuentran en el territorio nacional.

3.4 VARIEDADES O HIBRIDOS COMERCIALES ASOCIADOS A LAS VARIEDADES DE MAIZ
GENETICAMENTE MODIFICADOS

En el pais, el maiz que se siembra a nivel comercial comprende variedades e hibridos desarrollados
en su mayoria por instituciones como el ICA, la Universidad Nacional, la UPTC, Novartis Semillas,
Semillas Andree, Semillas del Valle, Semillas Pioneer, Monsanto, Procampo, Semillas La Pradera,
Aventis Semillas, entre otros productores (Garrido y colaboradores, 2007) (Tabla 10).
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Tabla 10. Creadores de variedades e hibridos de maiz introducidos en Colombia entre 1967 y 2006.

Entidad Responsable Nur_nero de Entidad Responsable '\'“f.“ero de

variedades variedades
I.C.A. 62 Biotecma 2
Pioneer Hi-Bred International 20 Penta Genetics International 2
Semillas Valle S.A. 6 Dekalb Genetics Corporation 2
Syngenta Sementes, Brasil 5 Semillas Lider de Colombia 2
Semillas y Agroproductos Monsanto S.A. 5 Secol Ltda. 2
Procampo S.A. 4 Novartis Seed Ltda. 2
Corpoica — Cimmyt 4 Corpoica — ICA 1
Novartis Seeds Inc. 3 Cargill de Mexico S.A. De C.V. 1
Fenalce,Federecafe, Cimmyt 3 Cargill Seeds Ltd. Thailand 1
Proacol S.A. 3 Novartis Seed Ltda. Brasil 1
Seminins Vegetable Seeds 3 Asgrow Mexicana S.A. 1
Agrogenética Colombiana Ltda. 3 Proacol Ltda. 1
Agroceres (Brasil) 3 Semillas Tropicales 1
Aventis Corpscience Colombia S.A. 3 Sementes Cargill Ltda. 1
Centro de Investigacion de Semillas 3 Prosemillas 1

Cristian Burkard S.A.

I.C.A. — FENALCO — Cenicafe 2 Funk's Seeds International 1
Monsanto de Brasil Ltda. 2 Universidad de Narifio 1
Monsanto Seeds 2 Agroceres 1
Seminal S.A. 2 Maizena - Proacol Ltda. 1
Cargill de México S.A. 2 I.C.1. Semillas 1
Semillas Andrée & Cia 2 I.C.A. - Cimmyt —Corpoica 1
Semillas La Calidad Ltda. 2 Prosemillas — Guatemala 1

En la actualidad, existen cerca de 30 variedades de maiz blanco y amarillo disponibles en el mercado
para su cultivo de productores como Novartis Semillas, Semillas Andree, Semillas Valle, Pioneer,
Monsanto, Procampo, Semillas la Pradera, la Facultad de Agronomia de la UPTC, Novartis, Aventis y
Corpoica. Dichas semillas tienen diferentes rangos de adaptabilidad que van desde los 0 msnm.
hasta los 2.800 msnm. (Tabla 11).

Tabla 11. Semillas de maiz disponibles en el mercado para 2011

Semillas Cglr(;gel Productor Ada(lﬁ]tsarl?#]l)dad

Caribe 1008 Amarillo Novartis Semillas 0a1.200
Ceres 61A Amarillo Semillas Andree 0a1.200
Ceres 123A Amarillo Semillas Andree 0a1.200
AG612 Amarillo Semillas Valle 600 a 1.700
ICI550 Amarillo Semillas Valle 0a 1.500
P3018 Amarillo Semillas Pioneer 0a1.200
XL221 Amarillo Monsanto 1.000 a 1.600
Expro 8134 Amarillo Procampo 0al1.250
ICA-V-508 Amarillo Semillas la Pradera 1.400 a 2.800
Igua Amarillo UPTC Agronomia 2.000 a 2.400
Pionner 3041 Amarillo Pioneer 0a 1.400
FUNK’'SG 5423 El Colorado | Amarillo Novartis Semillas 0a 1.800
AVC 1701 Blanco Aventis Semillas 0a1.200
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Caribe 1112 Blanco Novartis Semillas 0a1.200
C343 Blanco Semillas Andree 0a1.200
C106B Blanco Semillas Andree 0a1.200
HR661 Blanco Semillas Valle 0 a 1.600
P3001 Blanco Semillas Pioneer 0a1.200
D880 Blanco Monsanto 0 a 1.600
SU670 Blanco Semillas Valle 600 a 1.700
ICA H558 Blanco Semillas la Pradera 2.400 a 2.800
Boyaca 555 Blanco UPTC Agronomia 2.000 a 2.400
SV 670 Blanco Semillas Valle 0a 1.600
ICA-V-156 Blanco CORPOICA 600 a 1.700

3.5 PRUEBA PILOTO DE MONITOREO DEL FLUJO DE GENES. DEPARTAMENTO DEL TOLIMA

Esquema general

A continuacion, se describe el esquema metodoldgico utilizado para hacer el monitoreo del flujo de
genes de maiz transgénico a variedades convencionales y razas locales de maiz en el Valle de San

Juan, Departamento de Tolima.

Identificacién de las tecnologias de maiz GM
liberadas en el territorio nacional

A 4

Definicién de pruebas: Inmunostrip y ELISA
y disefio de primers

Recoleccién de las muestras en |
campo

Identificacion de los maices
convencionales, razas locales y parientes
silvestres relacionados con el maiz GM

A

y

Anadlisis de las muestras en
laboratorio

’—b{ Prueba Inmunostrip

Analisis de
parentales

Hojas

PCR *

ELISA

,—>

L3 Andlisis de la

progenie — ¥

Semilla

* Se utilizaron los primers CrylF, 35S del CaMV, nos y zpl.
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Identificacion de las tecnologias de maiz GM liberadas en el territorio nacional

Se revisaron las resoluciones del ICA relacionadas con liberacion de maiz GM en Colombia y se
registro la siguiente informacion: nombre de la tecnologia, transgenes, caracteristica, situacion actual,
region de liberacion y compafiia que desarrollé la tecnologia (anexo 8). Teniendo en cuenta los
transgenes de las diferentes tecnologias de maiz transgénico, se revisd su estructura con el fin de
establecer la regién promotora, la region codificante y la regién terminadora. Esta informacion se
utilizé para identificar los genes y las regiones génicas concluyentes, es decir, aquellas regiones o
genes gque son comunes a todos los eventos de maiz GM y que son claves para caracterizar una
muestra como transgénica o no.

Una vez identificadas, se disefiaron los primers y se seleccioné la prueba Inmunostrip™ y ELISA a
utilizar en los analisis de laboratorio.

Identificacion de las variedades convencionales y silvestres relacionadas al algodén GM

La identificacion de maices convencionales, razas locales y especies silvestres relacionadas con
maiz GM, se realiz6 mediante la revision de literatura y la basqueda de registros biol6gicos via
electrénica en bases de datos de herbarios nacionales. Se revisaron articulos cientificos, libros,
informes y memorias relacionados con el cultivo de maiz en Colombia.

Recoleccion de las muestras en campo

Las colectas se realizaron en el municipio del Valle de San Juan en el departamento del Tolima en los
meses de Julio y Agosto durante la cosecha de maiz sembrado en el primer semestre de 2010.

El municipio se encuentra localizado sobre las coordenadas 4°12° N y 75°07’ O entre los municipios
de El Espinal e Ibagué (Figura 20)

Figura 20: Ubicacion del Valle de San Juan en el departamento del Tolima.
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El municipio tiene un area de 198 km? de los cuales 10,53% esta dedicado a la agricultura. Tiene una
temperatura promedio de 25°C y los principales cultivos que se siembran son maiz, arroz, platano,
café y hortalizas (Tolima en cifras, 2006).
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De acuerdo a la Secretaria de Planeacién Municipal de Valle de San Juan, el municipio contiene 17
veredas, 9 de las cuales siembran maiz (Tabla 12).

Tabla 12. Veredas del Valle de San Juan. Con un asterisco se sefialas aquellas en las que se
siembra maiz

No | VEREDA No | VEREDA No | VEREDA

1 Hijo del Valle* 7 Buena Vista Alta 13 | Iman

2 Cabuyal* 8 Dinde* 14 | Tasajeras*

3 Agua Clara 9 Capote* 15 | Guasimito

4 Buena Vista Baja* 10 | Tierras Blancas* 16 | San Jacinto
5 Buena Vista Alegria | 11 | Neme* 17 | Santa Rosa*
6 Sedalia 12 | Vallecito

Dentro del municipio, las zonas de muestreo incluyeron:

- Lotes sembrados con maiz transgénico. En este caso, el muestreo se realiz6 en la zona buffer y/o
en el refugio (Figura 21).

- Lotes sembrados con razas locales de maiz.

- Lotes sembrados con maiz convencional.

Figura 21: Esquema de un lote de maiz transgénico indicando la ubicacién de la zona buffer y la
zona refugio.

Refugio

Transgénico

Zona Buffer

En cada sitio de muestreo se tomaron los datos de georreferenciacion, fecha de colecta, nombre de la
vereda, la finca y el propietario del lote, nimero de hectéreas, tipo de cultivo y observaciones como la
distancia con respecto al lote de maiz transgénico mas cercano, existencia de barreras geograficas
importantes, tipo de semillas sembradas, fechas de siembra y/o floracion, entre otras (Anexo 10).

Se tom6 como modelo para el muestreo la metodologia propuesta en el estudio de Ortiz-Garcia y
colaboradores (2005). Se muestrearon 60 lotes y para cada lote se hizo la colecta de dos hojas y una
mazorca por planta. En el lote, se tomaron muestras de 9 plantas, haciendo un recorrido en forma de
W (Figura 22). Esto se aplicé para la colecta en lotes de maiz convencional, lotes de razas locales y
zonas refugio. De cada planta se colectaron 2 hojas y una mazorca.

Figura 22. Esquema de colecta de muestras en cada lote.
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Para la toma de muestras en zonas buffer, se colectaron las mismas muestras para 9 plantas, pero
en este caso, el recorrido se hizo de forma aleatoria tomando los 9 puntos en la zona circundante del
lote.

Las dos hojas colectadas de cada planta madre fueron almacenadas en bolsas Ziploc debidamente
marcadas y se pusieron en congelaciéon a 0°C. Las mazorcas se almacenaron en bolsas Ziploc y
luego fueron desgranadas. Los granos totales de cada mazorca se empacaron por separado en
bolsas de papel previamente marcadas con el nUmero de lote y de muestra para su transporte y
almacenamiento. Los lotes se numeraron de 1 a 60 y la nomenclatura utilizada fue L para lote y
nameros arabigos y M para muestra y numeros arabigos del 1 a 9. Las muestras se transportaron y
almacenaron en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia
siguiendo una cadena de custodia. Las hojas se almacenaron a -20°C y los granos a temperatura
ambiente.

En algunos lotes de granos se encontraron gorgojos, por lo cual fue necesario hacer la aplicacién del
insecticida Lorsban® y del funguicida Vitavax®, para evitar también contaminacion por hongos
proveniente de la humedad generada por la aplicacion del insecticida.

Analisis de las muestras en laboratorio

El trabajo de laboratorio se dividi6 en dos fases, en la primera fase se realizé el analisis de los
parentales y en la segunda fase el analisis de la progenie.

Previamente se realiz6 la validacién de las técnicas de extraccion de ADN y PCR.

Para extraccion de ADN de hoja, se ensayaron los protocolos propuestos por: Permingeat et al.
(1998), Zhang y Stewart (2000), Phillips et al. (2003) y Murray y Thompson (1980). El protocolo con el
cual se obtuvo la mejor eficiencia de extraccion de ADN, buena cantidad y calidad de ADN
recuperado, fue una modificacién del propuesto por Phillips et al. (2003) y se utiliz6 para realizar 342
extracciones de ADN de hoja (Anexo 11).

Las extracciones se visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio y electroforesis en gel de
agarosa al 1%. La cuantificacion de ADN se realiz6 utilizando un Nanodrop 2000 de Thermo
Scientific.

Se estandariz6 y optimizo el protocolo para PCR con el fin de amplificar la region promotora 35S del
Virus del Mosaico del Coliflor (35S CaMV) y el terminador de la nopalina sintasa (nos). Se
seleccionaron primers para amplificar estas secuencias ya que alguna de las dos o ambas estan
presentes en los transgenes de todos los eventos de maiz genéticamente modificado que han sido
liberados en el pais (Tabla 13).
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Tabla 13. Tecnologias de maiz GM liberados en Colombia y la estructura de sus transgenes

. Promotor Region Terminador
Tecnologia Evento .
Codicante
. Ubiquitina Zm | CrylF 3’ Poli (A) ORF25
Maiz Herculex | TC1507 | 3o5' camy PAT 3 Poll §A§ 35S CaMV
Maiz Roundup Ready NK 603 35S CaMV CP4EPSPS Nos At
Maiz Yieldgard MON 810 | 35S CaMV CrylAb -
. Ubiquitina Zm | CrylF 3’ Poli (A) ORF25
vaiz dpr:CFLle; d'yx L a7 | 355 Camv PAT 3 Poli (A) 35S CaMV
35S CaMVv CP4EPSPS Nos At
Maiz Yieldgard x MON 810 x | 35S CaMV CrylAb -
Roundup Ready NK 603 35S CaMV CP4EPSPS Nos At
. 35S CaMV CrylAb Nos At
Maiz Bt 11 BT11 355 CaMV PAT Nos At
35S CaMVv CrylAb Nos At
Maiz Bt11l x GA21 BT11xGA21| 35S CaMV PAT Nos At
Actina | Os mMEPSPS Nos At
Maiz GA21 Actina | Os MEPSPS Nos At

Adicionalmente, se disefiaron primers para amplificar el transgen CrylF con el fin de verificar si
existieron falsos negativos con la prueba Inmunostrip™. Finalmente, se disefiaron primers para
amplificar la region del gen de la zeina (zpl) para tener un control interno para la PCR. Los primers

utilizados fueron sintetizados por Invitrogen.

Las secuencias y el tamafio de los amplicones de los primers utilizados estan en la Tabla 14.

Tabla 14. Secuencias y tamafio de los amplicones de los primers utilizados.

Primer Secuencia Tamafo del amplicén
35S CaMV | FW | 5" GCTCCTACAAATGCCATCA 195 pb
RV | 5 GATAGTGGGATTGTGCGTCA 3
Nos FW |5 GAATCCTGTTGCCGGTCTTG ¥ 180 pb
RV 5 TTATCCTAGTTTGCGCGCTA 3’
CrylF FW |5 TGAGGATTCTCCAGTTTCTGC 3’ 177 pb
RV | 5" CGGTTACCAGCCGTATTTCG 3
Zpl FW |5 TGCTTGCATTGTTCGCTCTCCTAG 3' 329 pb
RV | 5 GTCGCAGTGACATTGTGGCAT 3'

Se establecieron las condiciones para PCR realizando un gradiente con diferentes temperaturas de
anillamiento para cada uno de los primers y con base en los resultados se realiz6 PCR con cada una

de las muestras. Las temperaturas de anillamiento definitivas fueron las siguientes (Tabla 15):

Tabla 15. Temperaturas de anillamiento de los primers utilizados.

Primer Temperatura de
Anillamiento
35S CaMVv 60,7°C
Nos 59,6°C
CrylF 62,3°C
Zpl 64,4°C
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Las reacciones de amplificaciébn se realizaron en un termociclador My Cycler® de BioRad, en un
volumen final de 25 L conteniendo buffer de reaccién 1x: 8,875 UL de agua libre de nucleasas, 2,5
pL de Taq buffer 10X, 2,5 pL de dNTPs (2mM c/u), 2 yL de cada primer (0,8 uM), 2 pL de MgCl,
(2mM) y 0,125 pL de Taq DNA polimerasa (kit Fermentas de QIAGEN). Las condiciones de PCR
fueron: 1 ciclo de denaturacion inicial a 95°C durante 3 minutos, 35 ciclos que comprendieron:
denaturacién a 95°C durante 30 segundos, anillamiento a las temperaturas indicadas para cada set
de primers durante 30 segundos, extension a 72°C durante 45 segundos y 1 ciclo de extension final a
72°C durante 5 minutos.

Como control positivo de PCR se utilizo ADN extraido de semillas del evento Yieldarg x Roundup
Ready (YGRR) y como control negativo DNA extraido de semillas de maiz convencional.

Todas las PCR se visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio y electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

Adicionalmente, se realizd extraccion de ADN de semillas de una variedad convencional de maiz con
el fin de estandarizar el nivel de deteccién de la taq polimerasa y el tamafio de muestra a utilizar para
las extracciones de DNA a partir de granos de maiz. Para tal fin, se realizaron las siguientes
extracciones.

1 semilla de maiz Yieldarg x Roundup Ready en 100 semillas de maiz no transgénico.
1 semilla de maiz Yieldarg x Roundup Ready en 200 semillas de maiz no transgénico.
1 semilla de maiz Yieldarg x Roundup Ready en 300 semillas de maiz no transgénico.
1 semilla de maiz Yieldarg x Roundup Ready en 400 semillas de maiz no transgénico.
1 semilla de maiz Yieldarg x Roundup Ready en 500 semillas de maiz no transgénico.

arwnNpE

Cada muestra se maceré en licuadora, se tomaron 0.5 g del polvo que se obtuvo, se realizé
extraccion de ADN utilizando el kit DNeasy Plant maxi kit de Qiagen (anexo 12) y finalmente se
realizé PCR para el promotor 35S CaMV, el terminador Nos y el gen de la zeina.

Con base en esta prueba, se establecié que un buen nivel de deteccion de una semilla transgénica en
una mezcla de semillas no transgénicas se obtenia en un pool de 300 semillas.

Andlisis de parentales

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. Se trabajd con una de las dos hojas colectadas por cada planta. Se realiz6
Inmunostrip™, extraccién de ADN y PCR. La otra hoja colectada se guardd como contramuestra.

Teniendo en cuenta que los eventos cultivados en el 2010 en campo y durante el tiempo de muestreo
tienen en su mayoria el gen CrylF, se utilizd la prueba Inmunostrip™ (Catalogo No. STX 10301
Agdia) que permite identificar la proteina CrylF. El procedimiento para realizar esta prueba se
muestra en la Figura 23 y se describe a continuacion:

Se tom6 una hoja de cada muestra, se limpio con una toalla absorbente previamente humedecida con
alcohol al 70%, luego, se elimind el exceso de alcohol utilizando una toalla absorbente seca, el tejido
foliar se corté con una cuchilla estéril para obtener 3 cuadros de aproximadamente 1cm?, los cuales
se maceraron con 400 pL de buffer SEB4 (preparado segun las instrucciones de uso de la prueba
Inmunostrip™), utilizando una punta azul para micropipeta a la cual previamente se le quemoé la punta
para dejarla roma. El tejido se macer6 hasta que el buffer se torné color verde claro. Posteriormente,
se colocé una tirilla y después de 10 minutos se registro el resultado. Cuando la tirilla marco una
linea, el resultado fue negativo y cuando marc6 dos lineas el resultado fue positivo para presencia de
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la proteina trangpenica CrylF. Los tubos eppendorf y las puntas fueron esterilizados a 15 psiy 121°C
durante 20 minutos

Los lotes que tuvieron al menos 1 muestra positiva para la presencia de la proteina CrylF utilizando
la prueba Inmunostrip™, fueron descartados para las siguientes pruebas moleculares porque al
menos una planta transgénica dentro de un lote, aumenta la probabilidad de encontrar hibridos en el
andlisis de la progenie.

Una vez obtenidos los resultados de la prueba Inmunostrip™ para CrylF, se realiz6 extraccién de
DNA sobre las muestras de los lotes sin ningun individuo positivo. Sobre las extracciones se realizo
PCR para amplificar con los primers 35S y nos, con el fin de identificar plenamente los individuos
transgénicos que no pudieron ser encontrados usando solamente una prueba para identificar la
proteina transgénica CrylF, ya que como se mencioné anteriormente, los eventos GM liberados en el
pais contienen otros transgenes. Se utilizaron también los primers para CrylF con el fin de confirmar
los resultados obtenidos con la prueba inmunostrip y descartar la presencia de falsos negativos. Los
primers para amplificar zpl se utilizaron como control interno de la PCR.

La extraccién de ADN se realiz6 utilizando el protocolo de Phillips et al., (2003) modificado y la PCR
se realizé segun lo descrito en la validacion de esta técnica.

Figura 23. Procedimiento seguido para utilizar las pruebas Inmunostrip™ para la deteccién de la
proteina CrylF en hojas de plantas madre.




La obtencién 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
realiz6 con las semillas de los lotes cuyas plantas madres dieron negativo para Inmunostrip™ y PCR,
ya que si existe la presencia de al menos una planta transgénica en un lote, se aumenta la
probabilidad de encontrar positivos para eventos hibridacién y sesgaria los resultados de flujo de
genes via polen.

Andlisis de progenie

Esta fase se realiz6 con el fin de detectar flujo de transgenes via polen e identificar procesos de
hibridacion.

Para detectar flujo de genes e hibridacion en las 9 plantas de cada uno de los lotes, se reunieron los
granos de cada lote correspondientes a las plantas que fueron negativas para la presencia de algun
transgen en los andlisis anteriores y se mezclaron las semillas de las 9 mazorcas de un mismo lote.
De esa mezcla, 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 tres muestras de 0.5 g para hacer
extraccion por triplicado utilizando el kit DNeasy Plant maxi kit de Qiagen. Se evalu6 la presencia del
promotor 35S del virus del mosaico del coliflor y del terminador Nos y como control positivo se
utilizaron los primers para amplificar una regién del gen de la zeina.

Todas las extracciones y PCR se visualizaron mediante tinciéon con bromuro de etidio y electroforesis
en gel de agarosa al 1%.

Finalmente, se realizé la prueba ELISA utilizando el kit DAS ELISA de Agdia para detectar la proteina
CrylF (catdlogo numero: PSP10301, anexo 3) para las muestras que resultaron positivas en la PCR.
La prueba se realiz6 por triplicado para cada muestra. La lectura se midié usando un lector de placas
Elisa a 655 nm. La proteina CrylF se cuantificd utilizando el kit Pierce BCA protein assay kit (Thermo
Scientific).

Condiciones de esterilizacion. Los tubos eppendorf y las puntas fueron esterilizadas 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 implementos 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.

Finalmente, a continuacién se presenta un esquema en el que se resume la metodologia realizada.
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60 lotes
(540 plantas.
Aprox. 162.000 semillas)

l Inmunostrip Cry1F

540 tirillas
HOJA —

Flujo de genes via semilla 38 lotes negativos
(342 plantas)

342 extracciones de DNA
PCR:zp1, 35S, nosy CrylF
Aprox. 1368 reacciones de PCR

7 lotes negativos
(64 plantas)

15 extraccionesde DNA
GRANOS _ 24 extraccionesde DNA (razas locales)

. . PCR:zp1, 35S, nosy CrylF
Flujo de genes via polen Aprox. 156 reaccionesde PCR

ELISACrylF

Eventos de hibridacion

3.6 RESULTADOS Y DISCUSION

En el Valle de san Juan se realiz6 el muestreo de 60 lotes de la siguiente forma:

- Lotes sembrados con maiz transgénico: Se tomaron muestras de las zonas buffer y/o de las zonas
refugio de los lotes cultivados con las tecnologias de maiz transgénico: 30F35WH y 30F32WH de
Pioneer y DK4004 de Monsanto. Dichos lotes se encontraban ubicados en las veredas: Hijo del
Valle, Letras, Cabuyal, Capote, Micha, EI Neme, Letras, Dinde, La Florida y Buena Vista Baja. Se
realizé la colecta en 16 zonas de refugio y 13 zonas buffer (Tabla 16 y Figura 24).

- Lotes sembrados con la raza local denominada clavo. Se realiz6 la colecta en 4 lotes (Tabla 16 y
Figura 24).

- Lotes sembrados con maiz convencional: Se tomaron muestras en lotes cultivados con variedades
comerciales pertenecientes a las veredas: Hijo del Valle, Letras, Cabuyal, Capote, Michd, EI Neme
y Letras. Los hibridos convencionales de la region comprenden: Impacto, 30F35, 30F32, 3041,
P3862, DK 777 y DK7088. Se realiz6 la colecta en 27 lotes sembrados con maiz comercial no
transgénico (Tabla 16 y Figura 24).

El muestreo total se realiz6 en 10 veredas del municipio del Valle de San Juan: Cabuyal, Capote,
Dinde, Egidos, Santa Rosa, El Neme, Hijo del Valle, La Manga, Michu y Buena Vista Baja.

Se muestrearon un total de 540 plantas, de las cuales se colectaron 1080 hojas y 540 mazorcas,
equivalente a un muestreo de aproximadamente 162.000 granos.

Teniendo en cuenta los datos de la “Lista de beneficiarios del apoyo a la comercializacion de maiz
amarillo segundo semestre 2010” publicada por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
(MADR) y Fenalce, en el Valle de San Juan existen 107 productores de maiz con 1353,8 Ha
sembradas. De acuerdo a esto y teniendo en cuenta que en el municipio no existe ningun otro registro
de siembra de maiz, la colecta de muestras se realizd en lotes pertenecientes a 44 productores, lo
cual equivale al 44,12% del total de productores de la zona. En términos de hectareas, los sitios de
muestreo comprenden un 25,57% del area total sembrada de maiz en la region si tenemos en cuenta
gue se hicieron colectas en un area equivalente a 373,3 Ha en caso de totalizar lotes transgénicos y
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no transgénicos cubiertos por el estudio. Sin embargo, si s6lo se tienen en cuenta las 152,8 Ha de
maiz convencional que entraron en el muestreo, el estudio cubrié el 11,29% del area sembrada de
maiz del Valle de San Juan.

Tabla 16. Tipo y nUmero de lotes muestreados y area equivalente en hectareas.

Tipo No. Lotes No. Hectéareas
28 Convencional
Refugio 16 ]
125,5 Transgénico
8,35 Convencional
Buffer 13
95 Transgénico
Raza local 4 2,25
Convencional 27 114,2
152,8 Convencional
TOTAL 60
220,5 Transgénico

Figura 24.Ubicacion de los puntos de muestreo. Amarillo: Lotes sembrados con maiz convencional.
Azul oscuro: Refugios. Azul claro: Zonas Buffer. Rojo: Lotes sembrados con razas locales
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Andlisis de parentales

Con la prueba Inmunostrip™ para detectar la proteina CrylF, se encontré que de los 60 lotes
muestreados, 2 presentaron positivos para deteccion de la proteina transgénica en sus 9 plantas
madre. 22 lotes tuvieron al menos un individuo que dio un resultado positivo para la prueba
inmunostrip y los restantes 38 no presentaron plantas transgénicas en ninguna de las nueve muestras
tomadas en cada lote (Tabla 17 y Figura 25).

En la Tabla 17 se especifica el nimero de lotes que presentaron 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 plantas
madre transgénicas de acuerdo a cada categoria de lotes muestreados.

Tabla 17. Resultados pruebas Inmunostrip™ para la proteina Cry1F

Numero de Maiz Zona Zona Raza NuUmero total
individuos positivos Convencional Buffer Refugio local de lotes
9 0 2 0 0 2
8 0 2 1 0 3
7 1 1 1 0 3
6 1 0 1 0 2
5 0 3 0 0 3
4 0 0 1 0 1
3 0 1 3 0 4
2 0 1 1 0 2
1 0 0 2 0 2
0 25 3 6 4 38
Total Positivos 2 10 10 0 22
Total Negativos 25 3 6 4 38

Figura 25. Resultados pruebas Inmunostrip™ para la proteina CrylF. Dos lotes con las 9 muestras
positivas. Treinta y ocho lotes con las 9 muestras negativas. Veinte lotes con al menos
una muestra positiva. Un resultado positivo es aquel en el que se evidencias dos bandas.




Las extracciones de DNA realizadas con las hojas de los 9 individuos de los 38 lotes completamente
negativos fueron de buena calidad (Figura 26) y con concentraciones de 112,3 a 859,6 ng/ul, la
relacion A260/A280 oscil6 entre 1,58 y 2,01. Se realizaron un total de 342 extracciones de DNA.

Figura 26. Extracciones de DNA para los 9 individuos de los lotes 12 (superior) y 15 (inferior).

Con las extracciones de DNA se realiz6 PCR para amplificar el gen de la zeina como control interno
de la reaccion, el cual amplificé para todas las muestras evaluadas (Figura 27. A).

Se encontrd que de los 38 lotes evaluados (que previamente habian dado negativos para la proteina
CrylF mediante Inmunostrip), s6lo 7 dieron negativos para la presencia del promotor 35S y del
terminador Nos (Tabla 18 y Anexo 13). Lo cual indica que los 31 lotes restantes, aunque no contienen
el transgen CrylF, pueden contener cualquier transgen de los diferentes eventos de maiz transgénico
gue han sido liberados en el Departamento del Tolima.

Algunos o todos los 9 individuos evaluados en cada uno de estos 31 lotes fueron positivos para 35S
y/o Nos. (Tabla 18 y Figura 27. By C).

De los 31 lotes que resultaron positivos para PCR:
- 22 son lotes de maiz convencional
- 2 son zona buffer
- 5son zona refugio
- 2 son lotes de razas locales

De los 7 lotes que resultaron negativos para PCR:
- 3 son lotes de maiz convencional
- 1 son zona buffer
- 1 son zona refugio
- 2 son lotes de razas locales

Adicionalmente, se realizaron PCR para amplificar una region del gen Cryl1F, con el fin de validar los
resultados obtenidos por Inmunostrip. En ninglin caso se obtuvo amplificacion para este gen (Figura
27. D) lo cual indica que la prueba Inmunostrip es confiable y no arrojé falsos negativos para las
muestras evaluadas.
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Figura 27. Amplicones obtenidos con las PCR a partir de ADN extraido de hojas.

A. zp1l. Amplicon 329pb. Carril 1 a 9 muestras del Lote 27. 10 Control absoluto (agua).

B. 35S CaMV. Amplicon 195pb. Carril 1 a 9 muestras del Lote 3. 10 Control negativo (maiz
convencional). 11 Control absoluto (agua).

C. Nos. Amplicon 180pb. Carril 1 a 9 muestras del Lote 20. 10. Control negativo (maiz convencional).
11. Control positivo (maiz Yieldgard x Roundup Ready). 12. Control absoluto.

D. CrylF. Amplicon 177pb. Carril 1 a 9 muestras del Lote 17. 10. Control negativo (maiz
convencional). 11. Control positivo (maiz Herculex I). 12. Control absoluto.

Para todos los geles M.P. Marcador de peso molecular 100 pb.

9 10 M.P. 1 2

M.P. 1 8 9 10 11

2 3 4 5%6E

8 9 10 11 12 M.P.1 2 7

Tabla 18. Numero de lotes encontrados de acuerdo al nimero de muestras positivas para
amplificacién del primer 35S CaMV y/o Nos para cada una de las categorias.

Ma|; Zona Buffer Zona Refugio Raza Local
Numero de muestras positivas Convencional
35S Nos 35S Nos 35S Nos 35S NoS
CaMV CaMV CaMV CaMV
0 15 5 2 1 2 1 2 3
1 1 2 0 0 0 0 1 0
2 1 4 0 0 0 1 0 0
3 0 1 0 2 1 0 0 1
4 3 5 0 0 0 3 1 0
5 1 3 0 0 2 1 0 0
6 3 3 1 0 1 0 0 0
7 1 1 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 1 0 0 0 0 0 0
No. total de lotes negativos para 3
ambos primers
No. total de lotes positivos para por 29
lo menos uno de los dos primers
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En conjunto, estos resultados son una prueba del flujo de genes via semilla que se dio en la regién
del Valle de San Juan durante el primer semestre de 2010.

Se ha establecido que el flujo de genes puede ocurrir via polen o via semillas (Kim et al., 2008), de
acuerdo a esto, el presente estudio demuestra la existencia de flujo de transgenes via semilla y via
polen en el Valle de San Juan en el primer semestre de 2010 en cultivos de maiz convencional y la
raza local clavo.

De acuerdo a la revisién de la posicién geogréfica de los lotes de maiz no transgénico, este flujo (via
semilla y via polen) se da a distancias desde los 100 m hasta los 2 km.

El flujo de genes via semilla puede explicarse por la germinaciéon de semillas transgénicas que
cayeron involuntariamente en estos lotes o porque dichas semillas que fueron diseminadas o
esparcidas por el viento, aunque este caso es poco probable, debido al tamafio y al peso de las
semillas de maiz.

Otra razén puede ser por contaminacion de la semilla que se siembra inicialmente, es decir que el
agricultor confia en que su semilla es una semilla no transgénica, pero en realidad, puede contener
algunos granos de maiz transgénico.

También puede ser el resultado de que las semillas transgénicas son sembradas inadvertidamente
durante la cosecha o errores humanos cometidos durante la siembra, cosecha o procesamiento de la
semilla producen este tipo de flujo de transgenes.

Lo anterior se soporta con la cultura de uso de la semilla de la region. En el Valle de San Juan, los
agricultores siembran la semilla a chuzo o contratan maquinas sembradoras, las cuales son utilizadas
por diferentes agricultores, lo cuales también siembran maiz transgénico. Algunas semillas
transgénicas pueden quedar en la sembradora y al iniciar la siembra en un lote destinado para maiz
convencional, caen en el lote inadvertidamente, generando flujo de genes via semilla y convirtiéndose
en un foco para el flujo de genes via polen en el interior de un lote de maiz no transgénico.

También se debe tener en cuenta que factores como el vertimiento de semillas en areas de
produccién o durante las rutas de transporte de las semillas, la utilizacién de estas para alimentacion
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 (SIOVM, en
linea).

Una situacion similar ocurre en los refugios o zonas buffer. El agricultor no tiene cuidado de demarcar
claramente estas zonas y no verifican con rigurosidad que tipo de semilla es la que se esta
sembrando.

El muestreo en la zona buffer y en el refugio se realiz6 en compafia de los duefios de cada lote, por
tal razén no cabe la posibilidad de haber muestreado en sitios equivocados, sin embargo, es posible
gue la informacién que nos dieron acerca de la ubicacion de estas zonas fuera errbnea y que se
hayan ignorado o incumplido las disposiciones legales vigentes sobre el establecimiento de refugios y
zonas buffer.

El flujo de genes via semillas puede ocasionar problemas legales debidos a la dispersion de
transgenes en lotes cultivados con variedades no GM, ya que podrian llegar a perjudicar a los
agricultores de cultivos no GM (Kim et al., 2008).

Ademas, el flujo de transgenes podria amenazar los derechos de propiedad intelectual de las
companiias biotecnoldgicas, las ventas de productos no transgénicos, las estrategias de manejo de
resistencia de insectos y malezas (Mellon y Rissler, 2004, Heuberger et al., 2010.) y podria aumentar
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el flujo de genes mediado por polen cuando surgen plantas adventicias producto del flujo de genes
mediado por semillas y se presenta polinizacién cruzada con plantas adyacentes (Heuberger et al.,
2010).

Con base en los resultados anteriores, el analisis de progenie se continud con los 7 lotes sefialados.
Aunque en algunos de los 31 lotes restantes s6lo una o dos plantas dieron positivas para la
amplificacién de las secuencias del promotor 35S y el terminador Nos, dichos lotes se descartaron del
analisis posterior ya que con al menos un individuo transgénico dentro de un lote, aumenta la
posibilidad de encontrar resultados positivos para el flujo de genes via polen, lo cual sesgaria los
resultados que se encuentren en cuanto a hibridacion de organismos no transgénicos con organismos
transgénicos.

Andlisis de progenie

En el analisis a los 7 lotes, se mezclaron las semillas de cada uno de los 9 individuos de cada lote. En
el caso de las razas locales, en donde 2 lotes fueron positivos para flujo de genes via semilla y 2
fueron negativos, se realiz6 un analisis diferente.

Dentro de los lotes de razas locales que tuvieron individuos positivos (Lote 5 y 29) se separaron las
mazorcas provenientes de las plantas positivas de las mazorcas provenientes de las plantas
negativas. Con el fin de evaluar, por un lado, si la progenie continuaba con los transgenes y por el
otro para evaluar en las progenies de parentales negativos si habia evidencia de eventos de
hibridacion.

Adicionalmente, teniendo en cuenta que la raza local es de grano blanco y los eventos transgénicos
liberados en la regién son de maiz de grano amarillo, algunas mazorcas de la raza local presentaron
efecto Xenia (Figura 28). Por dicha razén, se realiz6 una mezcla por separado de los granos blancos
y los granos amarillos (Figura 28). Con el fin de verificar que los eventos de hibridacién (evidentes
fenotipicamente en el caso de los granos amarillos) se estdn dando con plantas de maiz transgénico.

Es importante aclarar que esta hipotesis no es del todo cierta, ya que los granos amarillos pueden
originarse por transposones y no necesariamente por hibridacion con plantas de maiz de grano
amarillo.

Figura 28. Izquierda. Imagen de una mazorca de la raza local clavo con efecto Xenia. Centro. Mezcla
de granos con la presencia de un grano amarillo. Derecha. Colores de grano encontrados
en las mazorcas de la raza local clavo.
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Una vez se realizaron las mezclas de semilla con base en las separaciones indicadas anteriormente,
se hicieron las extracciones de DNA y las PCR usando los primers para el promotor 35S CaMV, el
terminador Nos y el gen de la zeina (Figura 29). Los resultados se presentan en la tabla 19, en donde
se indica para el caso de las pruebas con razas locales, con el nimero de lote y la letra A, las
mezclas de granos amarillos, con el signo + las mezclas de granos provenientes de parentales
transgénicos y con el signo — las mezclas de granos provenientes de parentales no transgénicos.

Figura 29. Amplicones obtenidos con las PCR a partir de ADN extraido de hojas.

A. zpl. Amplicon 329pb. Carril 1 a 9 muestras de los Lotes 6, 7 y 8. 10 Control absoluto (agua).

B. 35S CaMV. Amplicon 195pb. Carril 1 a 9 muestras de los Lotes 7, 26 y 29-. 10 Control negativo
(maiz convencional). 11 Control positivo (maiz Yieldgard x Roundup Ready).

C. Nos. Amplicén 180pb. Carril 1 a 9 muestras de los Lote 35, 5+ y 29+A. 10. Control negativo (maiz
convencional). 11. Control positivo (maiz Yieldgard x Roundup Ready).

9 10=M.P.1 2

8 9 10 11

De acuerdo a lo encontrado en las 3 réplicas realizadas para cada muestra, todos los lotes
amplificaron en al menos 1 réplica las secuencias de los primers utilizados. Solamente el lote 36A y el
29+A, que corresponden a los granos amarillos del lote 36 y los granos amarillos del lote con un
parental transgénico del lote 29 dieron negativos para la presencia de transgenes.

Con el fin de verificar los resultados, se realizé una prueba ELISA para detectar la proteina CrylF. En
este caso, se puede discernir si algunos de los positivos encontrados mediante PCR son eventos
transgénicos que contienen el gen CrylF, en caso de que tuvieran otro transgen, la prueba ELISA
daria negativa.

La cantidad de proteina CrylF en las pruebas de ELISA se cuantifico. Dichos resultados se presentan
en Figura 30. En algunos casos los valores de concentracion son mas altos que en otros, esto se
debe a que la extraccidon de proteina se hizo sobre el macerado de una mezcla de semillas que
podian contener tanto granos transgénicos como granos no transgénicos.

Tabla 19. Resultados de la PCR para las extracciones de ADN de semillas.
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i Positivos 35S Positivos Nos
Lote | PO de /S | Nos T T T . T s
6 Raza local Neg Pos X
7 Refugio Pos Pos X X
8 Convencional Neg Pos X
10 Convencional Pos Pos X X X
26 Buffer Pos Pos X X X X
35 Convencional Pos Pos X X X X
36 Raza local Pos Pos X X X X X X
36 A Raza local Neg Neg
5- Raza local Neg Pos X X
5+ Raza local Pos* Pos* X X
29- Raza local Pos Pos X X X X X
29+ Raza local Pos* Pos* X X
29+ A | Razalocal Neg Neg

Figura 30. Prueba de ELISA realizada en semillas. Se indica el tipo de muestra en cada pozo y la
concentracion de la proteina CrylF calculada para cada caso. En rojo se sefalan las
muestras que dieron positivas para presencia de la proteina Cry1F.
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De las 3 réplicas realizadas para cada muestra, al menos 1 réplica de la mayoria de los lotes dio
positiva para la presencia de la proteina CrylF. Exceptuando el lote 35, el 36 y el 36A (Tabla 20).

Tabla 20. Resultados de la prueba ELISA en semillas.

Lote Tipo_ de ELISA Positivos CrylF
cultivo CrylF 1 2 3
6 Raza local Pos X
7 Refugio Pos X X X
8 Convencional Pos X
10 Convencional Pos X X X
26 Buffer Pos X X X
35 Convencional Neg
36 Raza local Neg
36 A Raza local Neg
5- Raza local Pos X
5+ Raza local Neg
29- Raza local Pos X
29+ Raza local Pos X
29+ A Raza local Neg

Si se reunen los resultados obtenidos por cada una de las vias experimentales para analizar la
progenie, se concluye que existe flujo de genes via polen en los 7 lotes evaluados (Tabla 21).

Tabla 21. Comparacion de los resultados obtenidos por PCR y por ELISA en semillas.

6 Raza local Pos Pos
7 Refugio Pos Pos
8 Convencional Pos Pos
10 Convencional Pos Pos
26 Buffer Pos Pos
35 Convencional Pos Neg
36 Raza local Pos Neg
36 A Raza local Neg Neg
5- Raza local Pos Pos
5+ Raza local Pos* Neg
29- Raza local Pos Pos
29+ Raza local Pos* Pos
29+ A Raza local Neg Neg

En el caso de los lotes 35, 36 y 5+, aunque dieron positivos para la prueba de PCR, dieron negativos
para la prueba ELISA, lo cual indica que el flujo de transgenes via polen, no se dio por parte de maiz
transgénico que contenga el gen CrylF.
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Los resultados concuerdan en ambas pruebas para el caso del lote 36A y el 29+A, lo cual indica los
granos amarillos de las mazorcas de lote 36 no son transgénicos, a pesar de que los granos blancos
si lo son, aunque sus parentales no fueran transgénicos.
Si la planta madre es no transgénica y llegd a cruzarse con un organismo transgénico que es
hemicig6tico para el transgen, entonces el transgen en la progenie se encontrara en una proporcion
1:1. Si representamos la presencia de transgen con una A, entonces tendriamos la siguiente
situacion:

Planta madre no transgénica X Padre transgénico

00 AO

Progenie A0 00

Esto explica el porqué parta de las semillas de la progenie del lote 36 son transgénicas pero las
semillas amarillas del lote 36 no lo son.

Sin embargo, también es importante tener en cuenta que el maiz es una planta alégama, por tal
razon, cada uno de los granos equivale a un evento independiente de polinizacion. Asi que no
necesariamente, cada uno de los granos de polen que fecundaron a la planta madre no transgénica
son de un padre transgénico.

En cuanto al lote 29+A, las semillas dieron negativas para presencia de transgenes a pesar de que
provenian de plantas madres transgénicas. Los granos blancos del mismo lote y provenientes de
parentales transgénicos, a diferencia de los granos amarillos, también dieron positivos para la
presencia de transgenes.

Lo anterior puede explicarse de la siguiente manera:

Caso 1 (Probable para los granos blancos)

Planta madre transgénica X Padre transgénico
AO AO
Progenie AA AO
Caso 2 (Probable para los granos amarillos)
Planta madre transgénica X Padre no transgénico
AO 00
Progenie A0 00

De acuerdo a lo explicado en cada caso, es importante tener en cuenta que la planta madre
detectada como transgénica, muy probablemente porta una sola copia de transgen, es decir que es
hemicigota. Teniendo en cuenta esto, si llegd a cruzarse con polen de un parental no transgénico, la
segregacion del transgen en la progenie seria de 1:1. En tal caso, los granos amarillos fueron el
producto del cruce con polen de un padre no transgénico. Mientras que los granos blancos que dieron
positivos para presencia del transgen, pueden ser el resultado de varios cruces con padres en su
mayoria transgénicos.

Otra explicacion a estas dos situaciones puede originarse por fallas en la toma de la submuestra para
realizar la extraccién de DNA y proteina de cada prueba. Aunque se hizo por triplicado, es probable
gue del polvo fino seleccionado producto del macerado de la mezcla de semillas, se haya tomado una
fraccidn que no contenia ninguna clase de transgenes.

Del analisis de progenie se concluye que existe flujo de genes via polen en el Valle de San Juan para
el primer semestre de 2010, lo que demuestra que en campo estan ocurriendo eventos de hibridacion
entre plantas de maiz transgénico con plantas de maiz no transgénico. A pesar de que estudios
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previos del ICA indican que el polen del maiz transgénico no viaja a mas de 100 m, el flujo de genes
via polen esté ocurriendo y es en gran medida el resultado de un flujo de genes via semilla que no
esta siendo controlado, lo cual aumenta la probabilidad de que se presenten eventos de hibridacién
con padres transgénicos.

También es importante resaltar que en campo no se cumple las disposiciones legales con respecto a
las medidas de bioseguridad para la siembra de maiz transgénico en el pais y no se maneja las
distancias establecidas de aislamiento.

De lo que se encontré en campo, se numeran las siguientes observaciones para el primer semestre

de 2010 en el Valle de San Juan:

- No hay una distancia de 500 m entre lotes sembrados con razas locales y lotes sembrados con
maiz transgénico, que es lo que el ICA reglamenta a través de la resolucién 2894 de 2010.

- No todos los lotes de maiz transgénicos tienen refugio y/o zona buffer, que a su vez, también esta
reglamentado bajo la misma resolucién del ICA.

- Utilizan un lote convencional como refugio para varios lotes y no se guarda la proporcion 10:90.

- Algunos agricultores de la region reutilizan la semilla, incluso la transgénica.

- Las plagas no son un problema crucial para los productores de la zona.

- Antes sembraban maiz transgénico de la compafiia Monsanto pero dejaron de utilizarlos por bajos
rendimientos. Algunos estan inconformes con los transgénicos de Pioneer que actualmente
siembran.

- En la zona los agricultores no piden asesorias agrondmicas sino que hacen las diferentes
aplicaciones de acuerdo a su criterio.

- Reciben visitas del ICA y de Pioneer. A pesar de ello, es evidente que los agricultores no cumplen
la normatividad.

- En las veredas Capote, La Manga y Santa Rosa hay pocos lotes transgénicos en la actualidad,
pero antes los hubo. Por los malos resultados, los agricultores dejaron de sembrar los maices GM.

- En algunos lotes se evidencia efecto Xenia

Teniendo en cuenta las observaciones y los resultados obtenidos de la prueba piloto, se puede
concluir que no se estan cumpliendo las normas de bioseguridad en el Valle de san Juan.

Aunque las disposiciones legales existen, no existe un control sobre cémo se estan cumpliendo las
normas.

Por tal razén, este trabajo es un insumo para proponer estrategias para el monitoreo del flujo de
genes, que a su vez, pueden ayudar en su prevencion o disminucién por la via de la semillas y la via
del polen.

Finalmente, a continuacién se presenta un esquema en el que se resumen los resultados obtenidos.
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60 lotes muestreados

B Inmunostrip CrylFy
ANALISIS DE PCR (35S, nosy CrylF)

PARENTALES

53 lotes positivos
Flujo de genes via semilla

PCR (35Sy nos)y ELISACryl1lF

ANALISIS DE
PROGENIE

7 lotes positivos
Flujo de genes via polen

3.7 PROPUESTA DE MONITOREO DEL FLUJO DE GENES APLICABLE A LAS TECNOLOGIAS
TRANSGENICAS LIBERADAS COMERCIALMENTE EN LA AGRICULTURA COLOMBIANA

Esquema general

Identificacion de las tecnologias de

} : o Listado de eventos e identificacion
maiz GM liberadas en el territorio ::>
de las estructura de los transgenes

nacional lL

Definicion de genes/regiones

genéticas concluyentes

U

Muestreo en campo

Analisis de las muestras

~/
Analisis de parentales:

Colecta de hojas —

Prueba Inmunostrip

[

Analisis de la progenie:

Colecta de semillas —
Prueba de ELISA
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Se recomienda manejar las muestras siguiendo una cadena de custodia, por tal razén se propone
gue dos personas realicen el muestreo y el andlisis de los parentales en campo y dos personas
diferentes realicen el andlisis de la progenie en laboratorio.

Metodologia de muestreo

Para realizar el monitoreo del flujo de genes se propone:

1. Identificar las tecnologias de maiz GM liberadas en el territorio nacional, realizar un listado de los
eventos, identificar la estructura de cada uno de los transgenes y con base en eso, determinar los
genes o regiones genéticas concluyentescon el fin de disefar los primers.

De acuerdo a la situacion actual del maiz transgénico en Colombia, los transgenes de los
eventos a evaluar porque se encuentran liberados bajo siembra controlada son:

- CrylF/PAT

- CP4EPSPS

- CrylAb

- CrylF / PAT / CP4EPSPS

- CrylAb/ CP4EPSPS

- CrylAb/PAT

- CrylAb/ PAT / mEPSPS

Con base en esta informacion, los transgenes concluyentes, es decir, aquellos con los que se
pueden identificar todos los eventos transgénicos liberados en el territorio nacional, ya que son
comunes entre ellos son:

- CrylAb

- CrylF 6 PAT

- CP4EPSPS

2. Disefar el muestreo. Se recomienda seleccionar por lo menos 3 municipios por departamento
para hacer las colectas. Teniendo en cuenta que en Colombia hay 9 departamentos con maiz
transgénico, entonces el sistema de monitoreo nacional comprende el muestreo de un total de 27
localidades:

- Recopilar informacién sobre la ubicacién de los lotes sembrados con maiz en la localidad de
estudio y ubicarlos en un mapa de la regién.

- Realizar una visita previa a campo con el fin de verificar la informacién previamente
recopilada y complementar el mapa en caso de que existan sitios nuevos para el muestreo.

- Seleccionar los sitios de muestreo de forma aleatoria dentro de cada categoria a evaluar
(razas locales, maices convencionales, maices transgénicos (zona refugio y zona buffer) y
parientes silvestres). La aleatoriedad es importante, ya que como se demostré con los
resultados de la prueba piloto, no necesariamente el distanciamiento o la cercania a un lote
transgénico disminuye o aumenta las probabilidades de encontrar flujo de genes via semilla
o polen, dado que dicho fendmeno esta ampliamente influenciado por la cultura de la semilla
de cada localidad.

3. Realizar el muestreo en:

- Lotes sembrados con maiz transgénico. En este caso, el muestreo se realizaria en la zona
buffer y/o en el refugio (especificar en caso de que el refugio sea transgénico). El muestreo
se debe realizar en por lo menos el 10% de los lotes de maiz transgénico de la localidad
(municipio).
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Refugio

Transgénico

Zona Buffer

- Lotes sembrados con razas locales o criollas de maiz. El muestreo se debe realizar en por lo
menos el 10% de los lotes sembrados con razas locales de maiz de la localidad (municipio).

- Lotes sembrados con maiz convencional. EI muestreo se debe realizar en por lo menos el
10% de los lotes sembrados con maiz convencional de la localidad (municipio).

- Zonas con parientes silvestres. Muestrear cada una de las poblaciones que se localicen en
cada localidad, tomar muestras de 3 plantas por poblacion.

En cada sitio de muestreo registrar en la libreta de campo la siguiente informacion: Namero del lote,
fecha de colecta, vereda, finca, propietario, georeferenciacion, nimero de hectareas, tipo de cultivo,
responsable de la colecta, fecha de siembra, fecha de floracién, tener en cuenta el calculo de la
distancia con respecto al cultivo GM més cercano e informacion de la historia de siembra del lote y los
datos de velocidad y direccién del viento en el campo.

Es importante anotar que el arreglo espacial de los muestreos debe depender de las condiciones
locales de seguridad y accesibilidad.

Adicionalmente, el MAVDT debe encargarse de resolver el tema de acceso a recursos genéticos para
el caso de parientes silvestres, de acuerdo a la Decision 391.

Andlisis de parentales

En los lotes sembrados con razas locales, maices convencionales y en los refugios de lotes
sembrados con maiz transgénico se deben tomar muestras de 9 plantas, haciendo un recorrido en
forma de W.

De cada planta se debe colectar una hoja joven verde y sana y se aplica la prueba Inmunostrip para

el andlisis del parental. Se deben utilizar tubos eppendorf de 1,5 ml y puntas azules de micropipeta

(100-1000 pL) con la punta quemada. Limpiar el material vegetal con una toalla absorbente

humedecida con alcohol al 70% y secarla con otra toalla. Se toman dos o tres fragmentos de 1 cm? de
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la hoja, se depositan dentro del tubo, se agregan 400 ul del buffer de extraccibn SEB4 que viene junto
con las tirillas de inmunostrip y se macera con una punta azul de micropipeta.

Se debe realizar el procedimiento preferiblemente con guantes y los tubos eppendorf y las puntas
debe ser esterilizadas durante 20 minutos a 121°C y 15 PSI de presion.

La metodologia seleccionada es la de Inmunostrip, la ventaja que presenta es que la tirillas se
pueden utilizar en campo, lo cual evita el transporte de mazorcas cuyos padres sean positivos y que
luego no vayan a ser incluidas en el andlisis del flujo de genes via polen. Adicionalmente, el modelo
experimental utilizado, demostré que es una metodologia confiable. Las tirillas de Agdia que se
utilizarian son:

- Una sola tirilla para Bt-Cry1lF and Bt-Cry1Ab/1Ac with CP4 mEPSPS (No. Cat. STX 13200)

O dos tirillas:

- Bt-CrylAb/1Ac with Roundup Ready® (No. Cat. STX 74500)

- Bt-CrylF (No. Cat. STX 10301)

Si la prueba da negativa (una sola banda), se procede a colectar una mazorca de la planta. Se
muestrean todos los individuos del lote y en el caso que se encuentre un transgénico en el lote
(prueba inmunostrip positiva), se tomara como flujo de genes via semilla y no se utilizara para el
analisis de flujo de genes via polen, es decir que en este caso no se colectard ninguna mazorca del
lote.

Para el caso de la zona buffer, se colectan hojas y mazorcas de 9 plantas tomadas al azar siguiendo
el borde del cultivo transgeénico.

Para las poblaciones de parientes silvestres, se toman muestras de 3 plantas por cada poblacién
encontrada en la localidad.

Andlisis de progenie

Las nueve mazorcas de cada lote se deben almacenar en bolsas Ziploc y luego deben ser
desgranadas. Los granos totales de cada mazorca se empacan por separado en bolsas de papel
previamente marcadas con el nimero de lote y de muestra para su transporte y almacenamiento.

Las muestras se transportan y almacenan al laboratorio siguiendo una cadena de custodia a
temperatura ambiente y con humedad baja.

Como medida preventiva, es necesario hacer la aplicacion del insecticida Lorsban® y del funguicida
Vitavax®, para evitar también contaminacion por hongos proveniente de la humedad generada por la
aplicacion del insecticida.

Se sugiere preferiblemente colectar mazorcas con evidencia de efecto Xenia y si es posible hacer un
analisis por separado de granos blancos y granos amarillos, en casos en los que por el fenotipo del
maiz no transgénico sea posible discernir por color de grano, semillas cuyos padres potencialmente
puedan ser transgénicos.

Para el andlisis de flujo de genes via polen se propone realizar realizar pruebas de ELISA, ya que su
uso resulta mas econémico y mas sencillo de emplear. Las pruebas se harian por triplicado sobre la
mezcla de granos de las mazorcas seleccionas dentro de un lote. Se utilizarian las pruebas de ELISA
de Agdia:

- Bt-CrylAb/1Ac (No. Cat. PSP 06200)

- Bt-CrylF (No. Cat. PSP 10301)

- Roundup Ready® (CP4 EPSPS) (No. Cat. PSP 74000)

Los resultados que arrojan este tipo de pruebas son cualitativos, en caso de querer hacer un analisis

cuantitativo en el que se pueda determinar la concentracion de la proteina transgénica en la muestra
se recomienda utilizar el kit Pierce BCA protein assay (Thermo Scientific).
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https://orders.agdia.com/InventoryD.asp?loc=IN&collection=STX%2013200&attribute_Size=50
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https://orders.agdia.com/InventoryD.asp?loc=IN&collection=STX%2010301&attribute_Size=50
https://orders.agdia.com/InventoryD.asp?loc=IN&collection=PSP%2006200&attribute_Size=288
https://orders.agdia.com/InventoryD.asp?loc=IN&collection=PSP%2010301&attribute_Size=288
https://orders.agdia.com/InventoryD.asp?loc=IN&collection=PSP%2074000&attribute_Size=288

Desventajas de realizar el andlisis a nivel de proteina

El analisis se reduce a comprobar la expresiéon del transgen.

Limitaciones de la metodologia:

Pérdida de actividad de los anticuerpos: Cuando las pruebas se almacenan en condiciones
inapropiadas como alta humedad y altas temperaturas.

Nivel de deteccién: Si la concentraciéon de la proteina transgénica es menor al limite de deteccion
de la prueba, se obtendran falsos negativos.

Eficiencia de la extraccion: Si no se realiza una buena maceracion del tejido vegetal y no se utiliza
el buffer adecuado, no se extraen las proteinas de manera correcta.

Ventajas de realizar el andlisis a nivel de proteina

Procedimientos mas faciles de realizar y en mayor volumen.

Se evita realizar la extraccion de DNA y adicionalmente 3 reacciones de PCR por muestra para
cada primer de cada regién codificante (CrylF, CrylAb y CP4EPSPS) y una adicional para el
primer del control interno de la reaccién. Adicionalmente, se deben realizar la espectrofotometria
para evaluar la cantidad y calidad del DNA, los geles de agarosa para comprobar la calidad de la
extraccion del DNA y para visualizar los amplicones.

Metodologia mas econdémica y toma menos tiempo.

Andlisis de costos

ANALISIS DE ANALISIS DE LA
PARENTALES PROGENIE TOTAL
Prueba inmunostrip Prueba Elisa
Costo para una $12.200 $10.500 $22.700
muestra
Costo por lote $109.800 $94.500 $204.300

En el andlisis de costos no se tuvo en cuenta transportes, ni mano de obra. El costo de las pruebas
por cada muestra y por lote incluye los fungibles. Los costos de la prueba ELISA se realizarian por
triplicado.
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5. ANEXOS

Anexo 1. Listado de resoluciones sobre tecnologias en algodén GM liberadas al medio ambiente
en el territorio nacional (www.ica.gov.co).

No.
Resoluci | Afio Objeto Tec?aolog Evento Transgenes | Caracteristicas Region Compaiiia
on
Se autorizan . . . Conjpaﬁl'a
siembras _Re3|sten0|a a Cgrlbe Agrlcola
1247 2003 : Bollgard® | MON 531 CrylAc insectos hiamedo Colombiana
comerciales de g, ; .
algodon. lepiddpteros colombiano | Ltda. & Cia.
S.C.A.
Se autorizan . . . . Conjpaﬁl'a
siembras Resstenmaa Tolima, Huila Agrlcola}
3440 2003 comerciales de Bollgard® | MON 531 | CrylAc insectos y Valle del Colombiana
algodén lepiddpteros Cauca Ltda. & Cia.
) S.C.A.
S_e aij)torizan Resistencia a Carib 28:?0%?:61
01005 | 2004 iloenTerrcailzles de Bollgard® | MON 531 | CrylAc insectos C;gmebfaen"c? Colombiana
algodén lepidépteros Ltda. & Cia.
) S.C.A.
Se autorizan Caribe 28210%?2'61
siembras Roundup Tolerancia al himedo y .
01006 2004 comerciales de Ready MON 1445 | CP4 EPSPS glifosato Caribe seco Etcgilgm;) g’;\ a
algodon. colombiano SCA
Caribe
himedo,
Caribe seco,
alto
. . Magdalena, o
_ Bollgard Il CrylAcy _Resstenma a valle del Corppanla
Adelantar estudios / Roundup MON 15985 | Cry2Ab + insectos Caucay Agricola
003851 | 2005 | de bioseguridad Ready x MON CP4 lepiddpteros. Meta Colombiana
con algodén. 88913 EPSPS/CP4 | Tolerancia al - Ltda. & Cia.
Flex® EPSPS lif (Tolima,
glifosato Hui S.C.A.
uila, Valle
del Cauca,
Meta
Cérdoba 'y
Cesar).
Caribe
hamedo,
Caribe seco,
alto
Resistencia a Magdalena, Compaiiia
Adelantar estudios | Bollgard / insectos Valle del Agricola
003852 | 2005 | de bioseguridad Roundup MON 531 x| CrylAc + lepidépteros. Caucay Colombiana
con algodén. Ready MON 1445 | CP4 EPSPS Tolerancia al Meta Ltda. & Cia.
glifosato (Tolima, S.CA
Huila, Valle T
del Cauca,
Meta
Cérdobay
Cesar).
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. Tolerancia al Compaiiia
?ignigtrggzan Bollgard y | 15N 531 x| cry1Ac/ glifosato. Ql;O dalena | Adricola
000358 | 2007 . Roundup Y Resistencia a 9 Colombiana
comerciales de d MON 1445 | CP4 EPSPS |. y Valle del d .
algodon Ready® InS(.:,‘C’IOS Cauca Ltda. & Cia.
) lepidopteros S.CA.
Se autorizan Alto Conjpanla
siembras Roundup Tolerancia al Magdalena Agrlcolg
000366 2007 B MON 1445 | CP4 EPSPS - Colombiana
comerciales de Ready glifosato. y Valle del .
algodon Cauca Ltda. & Cia.
) S.CA
. CrylAcy Resistencia a Compaiiia
;inigtr(;rslzan ?Igl(l)%ar\]réjull MON 15985 | Cry2Ab + insectos ':AJ;O dalena Agricola
1726 2007 comerciales de Read Pl xMON CP4 lepidopteros. Val?e del Y| colombiana
aloodon Flex Y 88913 EPSPS/CP4 | Tolerancia al Cauca Ltda. & Cia.
godon. ' EPSPS glifosato S.CA.
. Compaiiia
Se amplia la zona Resi . Agricol
ara siembra Resistencia a Orinoquia gricola
2202 2007 Eomercial de Bollgard® | MON 531 | CrylAc insectos colombiana Colombiana
aloodon lepidépteros Ltda. & Cia.
godon. S.CA.
Se amplian las Bollgard II CrylAcy Resistencia a Caribe Compaiiia
zonas para / Ro?mdu MON 15985 | Cry2Ab + insectos hamedo, Agricola
2203 2007 | siembras Read Pl x MON CP4 lepidopteros. Caribe seco, | Colombiana
comerciales de Flex®y 88913 EPSPS/CP4 | Tolerancia al y Orinoquia | Ltda. & Cia.
algodon. EPSPS glifosato colombiana. |S.C.A.
Se amplian las Resistencia a Caribe Compaiiia
zonas para Bollgard x insectos hamedo, Agricola
2204 2007 | siembras Roundup mgm §4314115X gngE(I:D;PS lepiddpteros. Caribe seco | Colombiana
comerciales de Ready Tolerancia al y Orinoquia | Ltda. & Cia.
algodon glifosato colombiana | S.C.A.
Se establece que el
algodon con esta Resistencia a Compaiiia
tecnologia es apto Bollgard x insectos Agricola
002943 | 2007 | €OM° materia Roundup MON 531 x | CrylAc + lepidépteros. Colombiana
prima para la MON 1445 | CP4 EPSPS . .
i Ready Tolerancia al Ltda. & Cia.
produccion de -
. glifosato S.CA.
alimentos para
consumo animal.
Se establece que el
sslggglc:)n ?;gseztio Bollaard Ii CrylAcy Resistencia a Compaiiia
como rr?ateria P / Ro?mdu MON 15985 | Cry2Ab + insectos Agricola
002944 | 2007 fima para la Read Pl x MON CP4 lepidépteros. Colombiana
et o Floxe |88913 EPSPS/CP4 | Tolerancia al Ltda. & Cia.
pri EPSPS glifosato S.CA.
alimentos para
consumo animal.
Se autoriza el
empleo del algodon
con esta tecnologia
como materia Tolerancia al Bayer
prima para la LICotton | ACS- - .
0307 2008 produccion de 25® GHO001-3 PAT glnlf:;);l(;lato de (SZrXpSmence
alimentos para ' o
consumo de
animales
domésticos.
Se autoriza ~r
Compaifia
establecer que el . . col
algodon con esta CrylAcy ReS|stenC|a a Agrico a
0310 2008 . Bollgard Il | MON 15985 insectos Colombiana
tecnologia es apto Cry2Ab S .
i lepidopteros Ltda. & Cia.
como materia SCA

prima para la
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produccién de
alimentos para
consumo de
animales
domésticos

Se autoriza
establecer que el
algoddn con esta

tecnologia es apto Compaiiia
como materia Roundup CP4 Tolerancia al Agricola
0311 2008 | prima para la Ready® | MON 88913 | EPSPS/CP4 glifosato Colombiana
produccién de Flex EPSPS Ltda. & Cia.
alimentos para S.CA.
consumo de
animales
domésticos
Autoriza la Caribe
importacién de himedo,
semillas de Caribe seco, | Compafiia
algodén para Roundup CP4 Tolerancia al Valle Agricola
000880 | 2008 | adelantar ensayos | Ready® | MON 88913 | EPSPS/CP4 lifosato geografico Colombiana
de Eficacia Flex EPSPS g del rio Ltda. & Cia.
Bioldgica y pruebas Cauca, alto | S.C.A.
de evaluacion Magdalena y
agrondmica. Orinoguia
Caribe
. hiamedo
Se autorizan . . . ’
. CrylAcy Resistencia a Caribe seco,
Z\é?gi%cr:ﬁg::y ?glcl)%?lrgulg) MON 15985 | Cry2Ab + insgctos Valle . Bayer
001681 | 2008 siembras Ready x MON CP4 Iepldéptgros. geografico CropSciencie
comerciales de Flex® 88913 EPSPS/CP4 queranua al del rio S.A.
. EPSPS glifosato Cauca, alto
algodon.
Magdalena y
Orinoguia
Se implementa el Caribe
plan de manejo, hamedo,
bioseguridad y Caribe seco,
seguimiento para Valle
000682 | 2009 | siembras geografico
comerciales en el del rio
pais de algodones Cauca, alto
genéticamente Magdalena y
modificados. Orinoquia
Se ordena el CrylAcy Resistencia a Compaiiia
registro de la ?gg%?‘rgulg) MON 15985 | Cry2Ab + insectos \(g?elclnegréfico Agricola
5111 variedad de Ready x MON CP4 lepidépteros. del rio Colombiana
algodon DP141 Flex 88913 EPSPS/CP4 | Tolerancia al Magdalena Ltda. & Cia.
2009 | B2RF EPSPS glifosato S.C.A.
Valle
Se ordena el Bollgard II Resistencia a g;or?c:aflco
registro de la /R MON 15985 insectos Bayer
. oundup CrylAcy S Magdalena y .
5112 variedad de Read x MON Crv2AD + lepidépteros. Valle CropScience
algodon FiberMax eady 88913 Y Tolerancia al L S.A.
FM 9180 B2F Flex cP4 glifosato Geografico
' EPSPS/CP4 del rio
2009 EPSPS Cauca
Valle
Se ordena el Bollgard I Resistencia a geografico
registro de la / Roundup MON 15985 | CrylAcy insectos del rio Bayer
5113 variedad de Ready X MON Cry2Ab + lepidépteros. Magdalena y | CropScience
algodon FiberMax Flex 88913 CP4 Tolerancia al Valle S.A.
FM 9063B2F EPSPS/CP4 | glifosato geografico
2009 EPSPS del rio
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Cauca.

Valle
Se ordena el Bollgard II Resistencia a dGeelor?(;aflco
registro de la 9 MON 15985 insectos Bayer
; / Roundup CrylAcy S Magdalena y .
5114 variedad de X MON lepidépteros. CropScience
g Ready Cry2Ab + . Valle
algodén FiberMax | 88913 Tolerancia al i S.A.
9171 B2F Flex cP4 glifosato Geografico
EPSPS/CP4 del rio
2009 EPSPS Cauca
Valle
Se ordena el Bollgard II Resistencia a dGeelor?(;aflco
registro de la 9 MON 15985 insectos Bayer
; / Roundup CrylAcy S Magdalena y .
5115 variedad de X MON lepidépteros. CropScience
g Ready Cry2Ab + . Valle
algodon FiberMax 88913 Tolerancia al g S.A.
FM 9162B2F Flex cp4 glifosato Geografico
EPSPS/CP4 del rio
2009 EPSPS Cauca
fr\#t%rrlt;?:ilgn de Alto
po Magdalena,
semillas de ?
. Caribe
algodon con esta Tolerancia al hamedo Bayer
1037 2009 tecnologia para LICotton PAT glufosinato de Caribe seco, | CropScience
adelantar estudios 25 amonio valle del SA
de eficacia ) T
biolégica y pruebas Cguca y
de evaluacion Orinoguia
. Colombiana
agrondémica.
Se autoriza la
ampliacion de
:,ioenn?grgira LICotton Tolerancia al Caribe Bayer
2403 2010 comerciales de o5 PAT glufoglnato de hamedo CropScience
. amonio. S.A.
algodon con la
tecnologia Liberty
Link (LLCotton 25)
Caribe Seco,
Caribe
Hamedo,
Orinoquia, Compafiia
Se autorizan d Valle np |
siembras Roundup cP4 Tolerancia al Geografico Agrlcog
1258 2010 comerciales de Ready | MON 88913 | EPSPS/CP4 lifosato del rio Colombiana
j Flex epsps |9 Ltda. & Cia.
algodon Caucay
S.C.A.
Valle
Geogréfico
del rio
Magdalena.
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Anexo 2. Resumen de la situacién actual en cultivos de algodon genéticamente modificados liberados en Colombia.

Tecnologias | Transgenes | Caracteristica | Situacidon Actual Regién No. . Compaifiia
Resolucion | Afo
Caribe himedo Compaiiia Agricola Colombiana
colombiano 1247 2003 Ltda. & Cia. S.C.A.
Siembras Tolima, Huila y Valle 3440 2003 Compaiiia Agricola Colombiana
i del Cauca Ltda. & Cia. S.C.A.
Resistencia a comerciales
Bollgard® CrylAc | mggctos Caribe seco 1005 2004 Compaiiia Agricola Colombiana
epidopteros colombiano Ltda. & Cia. S.C.A.
Ampliacién zona o . .
. . . . Compafiia Agricola Colombiana
para sembra Orinoquia colombiana 2202 2007 Ltda. & Cia. S.C.A.
comercial
Caribe humedo y N . .
Caribe seco 1006 2004 Etcc)jr;pga:ncl?aAgrg?ol\a Colombiana
Roundup Tolerancia al | Siembras colombiano
CP4 EPSPS . ;
Ready glifosato. comerciales
Alto Magdalena vy 366 2007 Compaiiia Agricola Colombiana
Valle del Cauca Ltda. & Cia. S.C.A.
Ensavos de Caribe himedo,
1sayos de Caribe seco, Valle
eficacia biolégica y <fico del i o col lombi
ruebas de geografico del rio 880 2008 Companlrf\ Agricola Colombiana
b ¢ Cauca, alto Ltda. & Cia. S.C.A.
evaluacion
o Magdalena y
agronémica . i
Roundup CP4 Tolerancia al - Orinoquia
Readv Flex EPSPS/CP4 lifosato Apto como materia
y EPSPS 9 ' prima para la
produccion de o . .
alimentos para 311 2008 Compaiiia Agricola Colombiana

consumo de
animales
domésticos

Ltda. & Cia. S.C.A.
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Siembras

Caribe Seco, Caibe
Humedo, Orinoquia,
Valle Geogréafico del

; . 1258 2010
comerciales rio Cauca y Valle
Geogréfico del rio Compaiiia Agricola Colombiana
Magdalena. Ltda. & Cia. S.C.A.
Caribe humedo,
Caribe seco, alto
. Magdalena, Valle del o . .
E'studlos_de Cauca y Meta (Tolima, 3852 2005 Companlzf\ Agricola Colombiana
bioseguridad ; Ltda. & Cia. S.C.A.
Huila, Valle del Cauca,
Meta Cordoba y
Cesar).
: Alto Magdalena y Compafiia Agricola Colombiana
Tolgranma al Valle del Cauca 358 2007 Ltda. & Cia. S.C.A.
Bollgard x glifosato. .
CrylAc/ CP4 . . Siembras
Roundup EPSPS Resistencia a comerciales
Ready® insectos Caribe humedo, c Aia Aaricola Colombi
lepidopteros Caribe seco y 2204 2007 | -ompania Agricoa Lolombiana
. P . Ltda. & Cia. S.C.A.
Orinoquia colombiana
Apto como materia
prima para la
produccion de c o . .
. ompafiia Agricola Colombiana
alimentos para 2943 2007 Ltda & Cia. S.CA.
consumo de
animales
domésticos
Caribe hiimedo,
Caribe seco, alto
. Magdalena, Valle del o . .
Resistencia a E.StUd'OS.de Cauca y Meta (Tolima, 3851 2005 Compamrf\ Agricola Colombiana
CrylAcy . bioseguridad ; Ltda. & Cia. S.C.A.
Bollgard 11 / Crv2Ab + CP4 insectos Huila, Valle del Cauca,
Roundup Y lepiddpteros. Meta Cordoba y
EPSPS/CP4 .
Ready Flex. Tolerancia al Cesar).
EPSPS .
glifosato
Siembras Alto Magdalena y 1796 2007 Compafiia Agricola Colombiana
comerciales Valle del Cauca Ltda. & Cia. S.C.A.
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Ampliacién zona
para siembra
comercial

Caribe humedo,
Caribe seco, y
Orinoquia colombiana.

2203

2007

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

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

2944

2007

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

Evaluaciones
agronémicas y
siembras
comerciales

Caribe humedo,
Caribe seco, Valle
geografico del rio
Cauca, alto
Magdalena y
Orinoquia

1681

2008

Bayer CropSciencie S.A.

Registro de la
variedad DP141
B2RF

Valle geogréfico del
rio Magdalena

5111

2009

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

Registro de la
variedad FiberMax
FM 9180

Registro de la
variedad FiberMax
FM 9063B2F

Registro de la
variedad FiberMax
9171 B2F

Registro de la
variedad FiberMax
FM 9162B2F

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

5112

2009

5113

2009

5114

2009

5115

2009

Bayer CropScience S.A.

Bollgard Il

CrylAcy
Cry2Ab

Resistencia a
insectos
lepidopteros

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

310

2008

Compaiiia Agricola Colombiana
Ltda. & Cia. S.C.A.
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LICotton 25

PAT

Tolerancia al
glufosinato de
amonio.

Apto como materia
prima para la
produccion de

alimentos para 307 2008 | Bayer CropScience S.A.
consumo de

animales

domésticos

Estudios de Alto Magdalena,

eficacia bioldgica y | Caribe himedo,

pruebas de Caribe seco, Valle del 1037 2009

evaluacion Cauca y Orinoquia

agronémica Colombiana Bayer CropScience S.A.
Ampliacién de

zonas para 2403 2010

siembras

comerciales Caribe humedo Bayer CropScience S.A.
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Anexo 3. Registros bioldgicos de parientes silvestres que se encuentran en Colombia (Garrido, 2007, herbarios nacionales de la
Universidad Nacional de Colombia, del Instituto Amazonico de Investigaciones Cientificas SINCHI, Base de datos del Jardin Botanico de
Medellin y de la base de datos del Instituto Von Humboldt)

Nombre .Resp.o'nsaplle Colector |Departamento| Municipio Localidad Latitud Longitud Al,t't.Ud A',“.‘“d
identificacion maxima | minima
1 Gossypium Desconocido | Gomez E. Valle Robles 1080 1080
barbadense L.
Gossypium Escobar .
2 hirsutum L. var. | Desconocido | L.A., Uribe Tolima Espinal Vereda Sar_nana. Finca 340 340
. San Gerdnimo
deltapine 16 G.
Gossypium Escobar .
3 hirsutum L. var. | Desconocido | L.A., Uribe Tolima Espinal Vereda §antana. Finca 340 340
. San Gerénimo
deltapine 17 G.
4 Gossypium sp. | Desconocido | Girén M. Valle Andalucia Estacién ferrocarril
5 Gossypium sp. | Desconocido | Girén M. Valle Andalucia Estacion ferrocarril
Gossypium . Go6mez G.J., . ~ .
6 barbadense L. Pérez J.A. Montoya J.A. Cérdoba Covefias Golfo de Morrosquillo
Gossypium Duque J., J. Duque J., J. | Valle del Granja
! herbaceum L. | M. M. Cauca Exp.Palmira.Alt.1088m.. 1088.0 | 1088.0
8 Gossypium Duque J., J. Duque J., J. | Valle del Gran!a Experimental de 1088.0 |1088.0
herbaceum L. | M. M. Cauca Palmira.
9 Gossypium Duque J., J. Duque J., J. | Valle del Granj_a Experimental de 1088.0 |1088.0
herbaceum L. | M. M. Cauca Palmira.
Entre Cerete y Cienaga
10 | Gossypium sp. | SIN Garcia B., H. | Cordoba de Oro, Hacienda La 30.0 30.0
Hermita (Berastegui).
11 | Gossypium sp. | SIN Garcia B., H. | Tolima Carretera entre Honda 51.927 -748.779 500.0 400.0

y Mariquita.
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Barkley W.,

En la region del Sinu,
cerca a la Hacienda

12 | Gossypium sp. | SIN EA Cérdoba MArtinica a 15 km de 30.0 30.0
Monteria.
13 | Gossypium sp. | Fuertes, Ja. Saravia, Ca. Valie del Entre Loboguerrero y 1100.0 |1000.0
Cauca Yumbo.
. Marulanda Pueblo Nuevo.
14 Gossypium Desconocido | O., Cesar San Matrtin Alrededores Ciénaga 10 -75
barbadense L. .
Rodriguez V. del Totumo
15 Gossypium Bunch P. Fonnegra R. | Guajira Barrancas Finca la Estrella
barbadense L.
Gossvpium Sierra E.,
16 yp Renteria E. Viviescas N., | Antioquia Rionegro Vijagual 30 30
herbaceum L.
Marquez A.
17 Gossypium Desconocido M_arquez S Choco Acandi San Francisco de Asis |8 =77 5 5
barbadense L. Pineda C.
18 Gossypium Desconocido | Bunch P. Guajira Carretera entre Tabaco
barbadense L. y Estrella
19 Gossypium Desconocido Albert L., Magdalena Santa Marta Cafiaverales, Parque 30 30
barbadense L. Santa J. Tayrona
20 | Gossypium sp. | Desconocido | Desconocido Alrt_adedores de
Mojarras
PNN EI Tuparro,
. Zarucchi caserl'q cerca de .
21 Gpssypmm Desconocido |J.L., Barbosa | Vichada Cumarimbo comunidad Guahibo, 50 5 -68 110 110
hirsutum L. C Km. W del centro
' administrativo, via a El
Tapén
PNN EI Tuparro,
. caserio cerca de
Zarucchi comunidad Guahibo, 50
22 | Gossypium sp. | Desconocido |J.L., Barbosa | Vichada Cumarimbo ' 5 -68 110 110
C Km. W del centro

administrativo, via a El
Tapon
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23 Gossypium Desconocido Marquez S.y Choco Acandi San Francisco de Asis =77 5 5
barbadense L. Pineda C.
24 | GOSSYpIUM Callejas R.  |Callejas R. | Antioquia Medellin 1465 | 1465
barbadense L.
. Palacios M., Palacios M., . Carmen de
25 | Gossypium sp. Mosquera S. | Mosquera S. Choco Atrato Vereda El Roble 1780 1880
Gossypium . Vélez J.G, L . Barrio Velédromo, Calle i
26 barbadense L. Vélez J.G Blandén R.E. Antioquia Medellin 47D 78A15 76 1530 1530
. . Vélez J.G., S . Barrio Velédromo, Calle
27 | Gossypium sp. |Vélez J.G Blandén J. Antioquia Medellin 47D 78A15 -76 1530 1530
: Aguirre- : .
28 Gossypium Idarraga A. Corrales H. | Antioquia Fredonia Paraje_ Sabaletas, Finca 1420 1420
barbadense L. de J las Brisas
Vereda Candilejas,
: . Hato El Retorno.
29 (bse(tjrzsa)gp;rjn?e L Fuertes J. Eg:?:;jr = Caqueta S;nc\gcﬁgf Laguna El Retorno. -74 265 265
' ' 9 Bosque que rodea la
laguna
Roldan F.J., Corregimiento Albania,
. Garcia L.C., - . Carretera Albania a
30 | Gossypium sp. | Fuertes J. Sylva G., Guajira Maicao Tabaco, sitio la Estrella, 150 150
Véasquez P. rio Rancheria
31 Gossypium Caballero R. | Caballero R. Rio Satinga |Vereda San Isidro
barbadense L.
32 Gossypium Desconocido | Mufioz E. Antioquia Montebello | Vereda Sabanitas -76 1300 1300
barbadense L.
33 | Gossypium sp. | Desconocido .T_g?rgig:'a R., Antioquia Betulia Paraje Sabaletas 500 500
34 | Gossypium sp. | Desconocido | Correa A. Antioquia g(e)lpl)gcabana- 1600 1600
35 | Gossypium sp. | Desconocido | Pérez V. Antioquia Hispania 950 950
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Laguna los Juncos en

36 | Gossypium sp. | Desconocido | Bunch P. Guajira la carretera entre
Tabaco y Estrella
37 | Gossypium sp. | Desconocido |GarcialL.C., |Guajira Maicao . P 11 -73 120 120
Rio Rancheria, sitio La
Sylva G.
Batea
38 Gossypium Robledo E. Desconocido | Antioguia Medellin
herbaceum L.
Gossypium . . S Santa fé de
39 barbadense L. Desconocido | Carvajal M. | Antioquia Antioguia
. . Vélez J.G, Co . Barrio Velédromo, Calle
40 | Gossypium sp. |Vélez J.G Blandén R.E. Antioquia Medellin 47D 78A15 6 -76 1530 1530
Gossypium
barbadense L.
41 |var. Zapata J. Salas L. Antioquia Medellin Facultad de Agronomia 1540 1540
peruvianum
(Cav.) Mauer
: Gutiérrez G., Alto Vaupés.
42 Gossypium Fuertes J. Schultes Vaupés Alrededores de 300 300
barbadense L. .
R.E. Miraflores
43 G_ossyp|um Zapata J. Pereira A.E. | Antioquia Puerto Berrio 6 -74 123 123
hirsutum L.
44 Gpssypmm Hermano Hermano Antioquia Medellin Barrio La América
hirsutum L. Daniel Daniel
Gossypium . Araque J., Norte de
45 barbadense L. Killip E.P. Barkley F. Santander 120 120
Gossypium Hermano Hermano .
46 barbadense L. | Daniel Toméas Salamina
Gossypium
barbadense L.
47 |var. Desconocido | Toro R. Antioquia Armenia

peruvianum
(Cav.) Mauer
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de

48 Gossypium de Benavides Benavides Narifio Pasto A 500 m Qel puente ]
arboreum L. 0.S. oS sobre el rio Juanambu
49 Gossypium Romero-C. R. Romero-C. Bolivar Entre §|ncelejo y
barbadense L. R. Coloso
50 | Gossypium Mora L.E. Mora L.E.  |Narifio Ancuya Carretera Ancuya a El 1300  |1300
barbadense L. Llano
Gossypium de Benavides de . o .
51 Benavides Narifio Ancuya Carretera a Condagua 1350 1350
barbadense L. | O.S. 0.S
de Benavides de Carretera
52 | Gossypium sp. oS Benavides Narifio Tablén Panamericana. 900 900
T 0.S Remolino
53 Gossypium Desconocido Ramirez B. Cauca Patia Alrgdedores de 700 700
arboreum L. R. Mojarras
54 Gossypium Desconocido Guerrero Narifio Tumaco A500m cjel puente . 2 2
arboreum L. O.D. sobre el rio Juanambu
Gossypium . Ramirez B. o Proximidades de
55 arboreum L. Desconocido R Narifio Tumaco Tangareal 150 150
de Puente Juanambu.
56 | Gossypium sp. | Desconocido | Benavides Narifio Pasto Carretera 1000 1000
0.S Panamericana
57 | Gossypium sp. | Desconocido |Lépez-J. G. |Putumayo Mocoa Carretera a Condagua 400 500
58 Gossypium Carboné E. Carbon6 E. | Magdalena Santa Marta San _Pedro Alejandrino,
herbaceum L. granjade la U.T.M
59 Gossypium Romero-C. R. | Romero-C R. | Bolivar Entre §|ncelejo y
barbadense L. Coloso
60 Gossypium Romero-C. R. | Romero-C R. | Bolivar Entre §|ncelejo y
barbadense L. Coloso
61 Gossypium Romero-C. R. | Romero-C R. | Magdalena San Pedro Alejandrino,

barbadense L.

granjade la U.T.M
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62

Gossypium
barbadense L.

Romero-C. R.

Romero-C R.

Magdalena

Eera Inta Sdenz Pefia

63

Algodén

La Rotta, C.

Amazonas

Miriti-Parana

Santa Isabel, reserva
indigena Mirafia,
chagra de Teresa
Mirafia.

64

Algodén

Betancur, J.

Cagueta

San Vicente
Del Caguan

vereda Candilejas, hato
El Retorno, lag. El
Retorno

65

Céardenas, D.

Arias, J.C.

Amazonas

Leticia

Cabecera Municipal.

66

Algodon

Cardenas, D.

Marin, C.

Putumayo

Mocoa

serrania del
Churumbelo, vereda
Bajo Afan, sector entre
la parcela de estudio
Sinchi y el puente sobre
el rio Mocoa.

800

800

67

Algodén

Diaz, J.

Caqueta

Florencia

vereda La Holanda,
finca Villa Lola

551

551

68

Algodon

Alvarado, A.

Alvarado, A.

Amazonas

Leticia

resguardo indigena
Ticuna-Uitoto, km 6-11,
comunidad indigena
Monilla Amena, km 9,8,
via Leticia-Tarapaca

90

90

69

algodon

Cardenas, D.

Cardenas, D.

Vaupés

Morichal

gran resguardo
indigena del Vaupés,
comunidad indigena de
Wacuraba, cabecera
cA. Cuduyari,
vegetacion creciendo
alrededor de la
comunidad (cultivada)

300

300

70

Gossypium
arboreum L.

Romero C., R.

Jurado, M. T.

Cauca

Popayan

Vereda El Placer.

1800.0

1800.0

71

Gossypium
barbadense L.

Fuertes, J.

Betancur B.,
J. C.

Cagueta

San Vicente
del Caguan

Sabasn del Yari, Vda.
Candilejas, hato EI
Retorno.

10.905

-7.428.333

265.0

265.0

72

Gossypium
barbadense L.

SIN

Little, E. L.
Jr.

Huila

Baraya

750.0

750.0
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Frontera colombo-

Gossypium Jaramillo M., oL Norte de venezolana, 30km de
73 barbadense L. |R. Pinton, S. Santander Rio de Oro por el Cafio 500.0 300.0
del Norte.
74 Gossypium Romero C., R. Romero C., Magdalena Isla de Salamanca. 0.0 0.0
barbadense L. R.
75 Gossypium Romero C., R. Romero C., Bolivar Entre Sincelejo y 0.0 0.0
barbadense L. R. Coloso.
76 Gossypium Saravia, Ca. Saravia T., La Guajira Uribia Rumbo a Ipanaru.. 0.0 0.0
barbadense L. C.
Gossypium TorresR., J TorresR., J Inspeccion de Pueblo
77 v 7" | Cundinamarca | Nilo Nuevo, hacienda 1000.0 |1000.0
barbadense L. |H. H.
Palermo y Paguez.
Gossypium Cuadros V., Cuadros V., . Volcanes de lodo de
8 barbadense L. |H. H. Bolivar Turbaco. 150.0 150.0
Via San Jospe de
Gossypium Fernandez A., | Fernandez : Suaita a Guadalupe, i
9 barbadense L. |J. L. A, J. L. Santander Suaita trayecto vda. El Placer- 6.15 7335 0.0 0.0
San Jose de Suaita.
go | Gossypium gy Dugand G., | Ayantico Usiacuri Camino de Isabel 100.0 |100.0
barbadense L. A. Lopez.
Via San Jose de Suaita
Gossypium Fernandez A., | Ferndndez : a Guadalupe, trayecto i
81 barbadense L. |J. L. A, J. L. Santander Suaita vda. El Placer-San Jose 6.15 7335 0.0 0.0
de Suaita.
Archipiélago
Gossvpium de San Carretable en South
82 yp Lowy, P. Lowy, P. Andrés, End desde Elsy Bay 0.0 0.0
barbadense L. . . i
Providencia y hasta Bloeing Hole.
Santa Catalina
. Valle del rio Peralonso,
g3 |Cossypum -y, g op | BarkleyW., Norte de alrededores de 1200 |120.0
barbadense L. F. A. Santander .
Santiago.
g4 |GOSSYpIUM SIN Flérez, C. A. | Bolivar Islas de San Bernardo, 1.0 1.0

barbadense L.

isla Mucura.
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Gossypium

Islas de San Bernardo,

85 barbadense L. SIN Flérez, C. A. | Bolivar isla Mucua. 1.0 1.0

86 Gossypium Rivera D., O. Duefias G., Bolivar Zambrano Cienaga de Zambrano,. 600.0 600.0
barbadense L. H. del C.
Gossypium . Cordoba, W. . - -

87 barbadense L. Espina Z., J. A Choco Quibdé Barrio Nifio Jesus. 0.0 0.0
Gossypium . . .

88 Rivera D., O. |Pedraza, Pa. | Cundinamarca | Pandi Vereda El Guarumo. 4.240.224 |-7.451.984 |550.0 550.0
barbadense L.
Gossypium Ferndndez A., | Ferndndez . Zona La Cascada y i

89 barbadense L. |J. L. A J. L. Santander Suaita curva del Viento. 6.15 73.35 1540.0 |1540.0

go | Gossypum gy Florez, C. A. | Bolivar Archipielago de San 1.0 1.0
barbadense L. Bernardo, isla Mucura.

91 Gossypium SIN Florez, C. A. | Bolivar Archlplelago de San 1.0 1.0
barbadense L. Bernardo, isla Mucura.

92 Gossypium SIN Duque J., J. AMazonas Leticia Trapec_:u_),alrededores 0.0 0.0
herbaceum L. M. de Leticia.

93 Gossypium SIN La Rotta, C. | Amazonas Trapecio amazonico, 0.0 0.0
herbaceum L. alrededores de Leticia.
Gossypium . Arias G., J. - -

94 herbaceum L. Suarez, S. C. Amazonas Leticia Cabecera municipal. 0.0 0.0

95 Gossypium Cuatrecasas, |Cuatrecasas, Casanare Orocué 1400 1400
herbaceum L. |J. J.

96 Gossypium SIN Pérez A., E. | Cundinamarca | Nilo 0.0 0.0
herbaceum L.

g7 | GOssypium SIN Pérez A., E. | Cundinamarca | Nilo 0.0 0.0
herbaceum L.

. Barkley W., N . Hacienda Montenegro,
98 | Gossypium sp. | SIN E A Antioquia Rionegro cerca a la Pintada. 57.433 -7.559.944 | 600.0 600.0
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Sierra Nevada de Santa
Marta, southeastern

99 | Gossypium sp. | SIN g:uatrecasas, Magdalena slope hoya del rio 1500.0 |1350.0
' Donachui, ravine SE of
Donachui.
Cuatrecasas Sierra Nevada de Santa
100 | Gossypium sp. | SIN ] ' | Magdalena Marta, hoya del rio 1500.0 |1350.0
) Donachi.
101 | Gossypium sp. | SIN Grant, M. L. | Atlantico Sabanalarga | 12 km of Sabanalarga. 50.0 50.0
102 | Gossypium sp. | SIN Grant, M. L. | Atlantico Sabanalarga | 12 km of Sabanalarga. 50.0 50.0
Houseyard in Finca El
103 | Gossypium sp. | SIN Plowman, T. | couca Trigal midway between 960.0 | 960.0
yp P: C. rio Guachicono and ' '
Panamerican Highway.
104 | Gossypium sp. | SIN ECh”'tes' R- | putumayo Mocoa nMoorf:a y alrededores al 850.0 |750.0
105 | Gossypium sp. | SIN ECh”'tes' R- | putumayo Mocoa nMoorf:a y alrededores al 850.0 |750.0
. Gutiérrez V., . Alrededores de
106 | Gossypium sp. | SIN G Vaupés Miraflores. 300.0 300.0
Quebrada Anduche,
107 | Gossypium sp. | SIN Edén, M. J. |Caqueta abandoned house site 0.0 0.0
in derived.
. Duque J., J. Lo, .
108 | Gossypium sp. | SIN M Caldas Chinchina Granja cafetera. 1300.0 |1300.0
Parque Nacional
Natural Los Katios,
. Fernandez A., p , . . camino a Tilupo, alto
109 | Gossypium sp. I L Leon, H Chocé Riosucio via Sautata, desviando 250.0 100.0
por el camino a Tilupo,
salto parte baja.
110 | Gossypium sp. | Fuertes A., J. |Pérez A., E. |Cundinamarca | Tocaima 0.0 0.0
111 | Gossypium sp. | SIN Pérez A., E. |Cundinamarca | Tocaima 0.0 0.0
Carretera Calabazito-
112 | Gossypium sp. | SIN Roldan, F. J. | La Guajira Maicao Rio Rancheria, sitio La |11.133.333 |-72.566.666 |120.0 120.0
Batea.
113 | Gossypium sp. | SIN Dugue J., J. | caidas Villamaria | Granja Cafetera de 1300.0 | 1300.0
M. Chinchina.
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. Lozano C., - Camino hacia
114 | Gossypium sp. | SIN G Amazonas Leticia Tarapaca, km 17. 0.0 0.0
115 | Gossypium sp. | SIN gaaram'”o M.. | santander Onzaga 3050.0 |3050.0
116 | Gossypium sp. | SIN Sierra, E. E. | Santander Puerto 900.0 |900.0
' T Wilches ' '
old homesite near
Gossvpium Mendoza Zarucchi, Guabhibio settlement ca. i
117 205SYP ' J.LyC. Vichada Cumaribo 50 km W of centro 53.333.333 110 110
hirsutum Humberto L . 683.333.333
Barbosa administrativo on road
to El Tapén
Afiez, O., M.
118 Gossypium Montes, J. Van der La Guajira Uribia C_orreglmlento de
barbadense Hammeny J. Siapana
A. Montes
119 | Gossypium Desconocido | Moreno, L.M. | Magdalena Los Cocos
old homesite near
GosSYDiUm Mendoza Zarucchi, Guahibio settlement ca. i
120 205SYP ' JLyC. Vichada Cumaribo 50 km W of centro 53.333.333 110 110
hirsutum Humberto . . 683.333.333
Barbosa administrativo on road
to El Tapon
121 Gossypium Sin Dato S. Marquez | Choco Acandi Sin Dato 838333 -771.167 5 5
barbadense
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Anexo 4. Variedades de algoddn cultivadas en Colombia, afios 1918- 2010 (Norato, 2005, Brochero,

1995, Alvarez, 1990, Garrido, 2007).

PRIMER ULT~IMO PRIMER UL'I:IMO
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 Stoneville 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 1965 1965 | 98 C‘i(r(':l’;gii('\:"al)zg 2000 :
37 Stoneville 7BR 1965 1965 99 Corpoica M123 22%2% -
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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 Gi‘g‘g‘;‘)g{'&é\?‘" 2000
45 DP 25 1974 1974  |107 H 23 -
46 Del cerro 1974 1985  |108 L'(acngrrgo'i\g)lo -
47 Stoneville 72 1974 1977  |109 Makina 2000
48 Dixie King 1975 1976 | 110 S”ggf‘)?so'i\g a1)37 -
49 ICA Bravo 1975 1980 |111| Stoneville KC 311 -
50 |  Stoneville 731 N 1976 1978  |112 Vaycezgf‘;;g"a%% -
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 1083 122 DP 5455 2008
61 Gossica M21 1981 1984  |123 LCER 0060 2009
62 DP 41 1981 1985 |124 LCER0056 2009
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Anexo 5. Protocolo de extraccion de ADN de hojas (Phillips et al., 2003; Falcon y Valera, 2007.)

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

- Agregar 300 uL 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 méas a 65°C en bafio maria (63).

- Agregar 50 L de fenol y 50 uL 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 uL de fenol y 100 uL 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 ADN agregando 10 pL de NaCl 2M y 250 uL de isopropanol y reposar la muestra a -
20°C durante 3 horas maximo.

- 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 Concentracion Final
Tris-HCI pH 8.0 100 mM

EDTA 20 mM

NaCl 1,4M

CTAB 2% (P/V)

PVP 1% (P/V)

Buffer TE

Reactivo Concentracion Final
Tris-HCI pH 8.0 100 Mm

EDTA 1 Mm
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Anexo 6. 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
enzimatico concentrado a 11 ml de diluyente RUBG6, 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 enzimético, 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 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 puL que 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 7. Listado de resoluciones sobre tecnologias en maiz GM liberadas al medio ambiente en el territorio nacional (www.ica.gov.co).

No.

- Fecha Objeto Tecnologia | Evento | Transgenes Caracteristicas Regidn Compafiia
Resolucion
Diciembre Se autoriza adelantar CrylAb/ :Ze%?etrécrgsa nsectos Tolima, Valle del
003848 16 de 2005 estudios de bioseguridad con | Maiz Bt11 Bt11 PAEIT T<§)IeraFr)1cia ai Cauca, Meta y Syngenta S.A.
maiz Bt 11 (NB7212 Bt11) . . Cérdoba
glufosinato de amonio.
Diciembre Se autoriza adelantar Maiz Tolima, Valle del iorr?cr())?g'a
003849 estudios de bioseguridad con | Roundup NK 603 | CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. | Cauca, Meta, 9 .
16 de 2005 maiz Roundup Ready® Read Cesar y Cérdoba Colombiana Ltda.
P Y y y & Cia. S.CA.
. . : Compaiiia
Diciembre Se au_torlza cc_)ntmuar_ los Maiz MON Resistencia a insectos Tolima, Valle del Agricola
003850 estudios de bioseguridad con | . CrylAb o Cauca, Meta y .
16 de 2005 PR Yieldgard 810 lepiddpteros. A Colombiana Ltda.
maiz Yieldgard® Cérdoba .
& Cia. S.C.A.
. Resistencia a insectos .
Diciembre Se au_torlza a?‘e'a”taf Maiz Bt TC- lepidopteros. Tolima, Valle del Du Pont de
3853 estudios de bioseguridad con CrylF / PAT : Cauca, Meta y .
16 de 2005 c Herculex | 1507 Tolerancia al ! Colombia S.A.
maiz Bt Herculex | (Cry1F) . . Cérdoba
glufosinato de amonio.
El maiz Roundup Ready® Maiz Compaiiia
003744 Diciembre | evento NK 603 es apto para | o 0 | NK 603 | CPAEPSPS | Tolerancia al glifosato. Agricola
15 de 2006 | consumo como alimento de Read Colombiana Ltda.
animales domésticos y & Cia. S.C.A.
El maiz Herculex I® evento Resistencia a insectos
Diciembre TC 1507 es apto para Maiz Bt TC- lepidépteros. Du Pont de
003745 15 de 2006 | consumo como alimento de Herculex | 1507 CrylF /PAT Tolerancia al Colombia S.A.
animales domésticos glufosinato de amonio.
El maiz Yieldgard® evento Compaiiia
003746 Diciembre MON 810 es apto para Maiz MON CrviAb Resistencia a insectos Agricola
15 de 2006 | consumo como alimento de | Yieldgard 810 y lepidopteros. Colombiana Ltda.
animales domésticos & Cia. S.C.A.
Se autorizan siembras Resistencia a insectos
Febrero 26 | controladas de maiz con la Maiz Bt TC- lepidépteros. . . Du Pont de
00464 de 2007 tecnologia Bt Herculex | (TC- | Herculex | 1507 CrylF /PAT Tolerancia al Caribe Hamedo Colombia S.A.

1507)

glufosinato de amonio.
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Se autorizan siembras Compaiiia
00465 Febrero 26 | controladas de maiz con la Maiz MON CrviAb Resistencia a insectos | Caribe humedoy | Agricola
de 2007 tecnologia Yieldgard® (MON | Yieldgard 810 y lepidépteros. alto Magdalena Colombiana Ltda.
810) & Cia. S.C.A.
El maiz Yieldgard® X 2 Maiz Compafiia
. Roundup Ready® (MON 810 |, MON Resistencia a insectos np
Junio 4 de Yieldgard x CrylAb/ L Agricola
001365 X NK 603) es apto para 810 x lepidopteros. .
2007 X Roundup CP4EPSPS . : Colombiana Ltda.
consumo como alimento de NK 603 Tolerancia al glifosato. .
. Y Ready & Cia. S.C.A.
animales domésticos
Se autoriza la ampliacion de Valle geoarafico Compaiiia
001727 Julio 3 de zonas de siembra de maiz Maiz MON CrviAb Resistencia a insectos del rl’ogCa%ca Agricola
2007 con la tecnologia Yieldgard® | Yieldgard 810 y lepidopteros. LIanos Orientaﬁes Colombiana Ltda.
(MON 810) & Cia. S.C.A.
: - Caribe humedo, o
Se autorizan siembras . Compaiiia
Julio 3 de controladas de Maiz con la Maiz . . alto Magdal}e_na, Agricola
001728 . Roundup NK 603 | CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. | valle geografico .
2007 tecnologia Roundup Ready® Read del rio Cauca Colombiana Ltda.
(NK 603) y ucay g cia. S.CA.
Llanos Orientales
Se autoriza la ampliacion de Resistencia a insectos Valle qeoarafico
001729 Julio 3 de zonas de siembra de maiz Maiz Bt TC- CrviE | PAT lepidopteros. del n’ogCa%ca Du Pont de
2007 con la tecnologia Herculex | | Herculex | 1507 y Tolerancia al ucay Colombia S.A.
. . Llanos Orientales.
(TC-1507) glufosinato de amonio.
Se autorizan siembras Maiz MON Resistencia a insectos glﬁgii)ﬂeahggggg, Compaiiia
2201 Agosto 14 controladas de Maiz Yieldgard x 810 x CrylAb/ lepidopteros valle e% réficd Agricola
de 2007 Yieldgard® (MON 810) + Roundup | i a3 | CPAEPSPS Tglerarr)lcia > lifosato. | ol ”,g c;?uca Colombiana Ltda.
Roundup Ready® (NK 603) Ready 9 ' . : y & Cia. S.C.A.
Orinoquia
El maiz con tecnologia Compafiia
002367 Agosto 28 ;é%gg;i redszof()@ g;/laON :\(/Iizlkzj ard VT MON CrylA.105/ | Resistencia a insectos Agricola
de 2007 bto pa g 89034 | Cry2Ab2 lepidépteros. Colombiana Ltda.
consumo como alimento de PRO .
. o & Cia. S.C.A.
animales domeésticos
Se autoriza ampliar las zonas Resistencia a insectos
003351 Diciembre 7 | de evaluacion para estudios | Maiz Bt TC- CrviE / PAT lepidépteros. Zona Cafetera y Du Pont de
de 2007 de bioseguridad con maiz Herculex | 1507 y Tolerancia al Caribe seco Colombia S.A.

Herculex | (TC-1507)

glufosinato de amonio.
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Se autoriza a Syngenta S. A.
el empleo del Maiz Bt11

Resistencia a insectos

Febrero 11 | como materia prima para la . CrylAb/ lepidopteros.
309 de 2008 produccion de alimentos para Maiz Bt11 Bt1l PAT Tolerancia al Syngenta S.A.
consumo de animales glufosinato de amonio.
domésticos
Caribe humedo,
Se autorizan Siembras \dlzlllzlgoeograﬁco
000646 Marzo 3 de | Controladas con semillas de | Maiz MON CrviAb Resistencia a insectos Maadalena. valle DuPont de
2008 maiz Yieldgard a la empresa | Yieldgard 810 y lepidépteros. gdaena, va Colombia S.A.
; geografico del rio
DuPont de Colombia S.A.
Caucay Llanos
Orientales
Caribe Humedo,
Se autoriza la importacion de . L Caribe Seco, Valle
) . Resistencia a insectos o .
Marzo 18 de semillas Ide maiz con Maiz Bt TC- lepidopteros geografico del rio | Dow _
000859 tecnologia Herculex | a la CrylF / PAT o Cauca, Alto AgroSciences de
2008 : Herculex | 1507 Tolerancia al )
empresa Dow AgroScience . . Magdalena, Zona | Colombia S.A.
glufosinato de amonio.
S.A. para adelantar ensayos Cafeteray
Orinoquia.
Caribe hiimedo,
. . L, Caribe seco, valle
Se autoriza la importacion de . e .
Marzo 25 de | semillas de maiz MON- Maiz geografico del rio
000877 Roundup GA21 |EPSPS Tolerancia al glifosato. | Cauca, alto Syngenta S.A.
2008 00021-9 (Evento GA21) para
Ready Magdalena, Zona
adelantar ensayos.
Cafeteray
Orinoguia
Se autorizan Siembras
Controladas de maiz Caribe himedo
Herculex | (TC 1507) X . o . '
. Resistencia a insectos | Caribe seco, alto
Roundup Ready (NK 603) en | Maiz L
L TC CrylF / PAT |lepiddpteros. Magdalena, valle
Marzo 25 de | las zonas agroecoldgicas Herculex | x : o . DuPont de
000878 1507 x |/ Tolerancia al geografico del rio .
2008 donde los eventos Roundup . . Colombia S.A.
S NK 603 | CP4EPSPS | glufosinato de amonio | Cauca, Llanos
individuales Herculex | y NK | Ready . X s
y al glifosato. Orientales y Area
603 se encuentran
. ) Cafetera
autorizados para siembras
controladas
. . . . . Compaiiia
NO se autoriza la importacion . MON- Resistencia a .
000879 Marzo 25 de de semillas de maiz MON- Maiz MON 88017- Cry3Bb1 / Diabotrica. Tolerancia Ag”CO"”}
2008 88017 CP4EPSPS . Colombiana Ltda.
88017-3 (CCR) 3 al glifosato. & Cia S.CA
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Caribe hiimedo,
Caribe seco, valle

Se autoriza la importacién de Maiz coarafico del rio Compaiiia
000881 Marzo 25 de | semillas de maiz YieldGard Yieldgard VT MON CrylA.105/ | Resistencia a insectos gau?:a alto Agricola
2008 VT PRO para adelantar 9 89034 | Cry2Ab2 lepidépteros. ' Colombiana Ltda.
estudios de bioseguridad PRO Magdalena, Zona & Cia. S.C.A
Cafeteray T
Orinoquia
. . Caribe humedo,
Se autorizan Siembras . L .
. . Resistencia a insectos | Caribe seco, alto
Controladas con semillas de | Maiz o
. TC- CrylF / PAT | lepidépteros. Magdalena, valle | Dow
Mayo 28 de | maiz Herculex | x Roundup Herculex | x . P . .
001677 2008 Readv a la empresa Dow Roundu 1507 x |/ Tolerancia al geografico del rio | AgroSciences de
ye b . P NK-603 | CP4EPSPS | glufosinato de amonio | Cauca, Llanos Colombia S.A.
AgroSciences de Colombia Ready . . p
y al glifosato. Orientales y Area
S.A.
Cafetera
Se autoriza la ampliacion de Resistencia a insectos
Mayo 28 de | zonas para siembras Maiz TC- lepidépteros. Du Pont de
001678 2008 controladas de maiz Herculex | Herculex | 1507 CrylF/PAT Tolerancia al Alto Magdalena Colombia S.A.
I glufosinato de amonio.
Mavo 28 de Se autorizan siembras CrylAb/ Ee?ésgetgii?sa neectos Valle geografico
001679 y controladas de maiz Bt-11 Maiz Bt11 Bt11 y pIAOpLeros. del rio Cauca y Syngenta S.A.
2008 PAT Tolerancia al : .
(NB-7212 Bt11) . . Caribe humedo
glufosinato de amonio.
Caribe hiimedo,
Se autorizan siembras . valle geografico
Mayo 28 de | controladas de maiz con el Maiz . . del alto Du Pont de
001680 Roundup NK 603 | CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. | Magdalena, valle .
2008 evento NK-603 a la empresa g P Colombia S.A.
. Ready geografico del rio
DuPont de Colombia S.A.
Cauca y Llanos
Orientales
Se autoriza la ampliacion de . L
zonas de siembra de maiz Maiz Re§|§ten0|a a insectos
. TC- CrylF / PAT | lepiddpteros. Dow
Noviembre | Herculex | x Roundup Ready | Herculex | x : " .
003738 1507 x |/ Tolerancia al Area Cafetera AgroSciences de
4 de 2008 a la empresa Dow Roundup . . )
! . NK-603 | CP4EPSPS | glufosinato de amonio Colombia S.A.
AgroSciences de Colombia Ready y al glifosato

S.A
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Se autoriza la ampliacion de
zonas de siembra de maiz

Maiz

003739 le\gezrgg;e Roundup Ready® a la Roundup | NK 603 | CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. gf‘g'ab‘é asf‘:‘t:eorg gglsr?]"t‘)ti:g N
empresa DuPont de Ready
Colombia S.A.
Se autoriza la ampliacion de
zonas de siembra de maiz Maiz Compaiiia
Noviembre | Roundup Ready® a la . : Caribe Secoy Agricola
003740 4 de 2008 empresa Compaiiia Agricola Sgggdw NK 603 | CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. Area Cafetera Colombiana Ltda.
Colombiana Ltda. y Cia. y & Cia. S.C.A.
S.C.A.
Se autoriza la ampliacion de . L
. ; Resistencia a insectos
Noviembre |20nas de S|empras de maiz Maiz TC- lepid6pteros. 0 Du Pont de
003741 4 de 2008 con la tecnologia Herculex I® Herculex | 1507 CrylF / PAT Tolerancia al Area Cafetera Colombia S.A.
a la empresa DuPont de lufosinato de amonio
Colombia S.A. 9 '
Se autoriza la ampliacion de
003742 Noviembre zonas de siembra de maiz M'aiz MON Cry1Ab Re;:istencia ainsectos | Caribe Secoy DuPont_de
4 de 2008 Yieldgard® a la empresa Yieldgard 810 lepidopteros. Area Cafetera Colombia S.A.
DuPont de Colombia S.A.
Se autoriza la ampliacion de
zonas de siembra de maiz Compaiiia
003743 Noviembre | Yieldgard® a la empresa Maiz MON Cry1Ab Resistencia a insectos | Caribe Secoy Agricola
4 de 2008 Compaiiia Agricola Colombia | Yieldgard 810 lepidépteros. Area Cafetera Colombiana Ltda.
Ltda. & Cia. & Cia. S.C.A.
S.C.A.
Se autoriza la ampliacion de
zonas de siembra de maiz Maiz . o Compafiia
003744 Noviembre E'g;%%%rfal;gﬁsgjsip Yieldgard x g/llcc))l\)l( CrylAb/ ng&?&gﬁia Insectos Caribe Seco y Agricola
4 de 2008 - . Roundup CP4EPSPS L Area Cafetera Colombiana Ltda.
Compaiiia Agricola R NK 603 Tolerancia al glifosato. .
. . eady & Cia. S.C.A.
Colombiana Ltda. & Cia.
S.C.A.
Se autoriza la ampliacion de Maiz Resistencia a insectos
Noviembre |Z0nas de siembra de maiz Herculex | X TC- CrylF / PAT Iepidéptgros. ) Du Pont de
003745 4 de 2008 Herculex | x Roundup Ready Roundup 1507 x |/ Tolerancia al Area Cafetera Colombia S.A
a la empresa DuPont de NK 603 | CP4EPSPS | glufosinato de amonio o
) Ready .
Colombia S.A. y al glifosato.
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Se autoriza importacion de

semillas de maiz Yieldgard M_al'z MON . L AIto_ Magdalena, Compaiiia
Yieldgard VT CrylA.105/ | Resistencia a insectos | Caribe Hiimedo, .
Marzo 16 de | VT PRO x Roundup Ready 2 89034 o X Agricola
001036 ; PRO x Cry2Ab2 / lepidopteros. Caribe Seco, Valle .
2009 para estudios de x NK . . Colombiana Ltda.
. ! ., Roundup CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. | del Caucay .
bioseguridad y evaluacion 603 . ; & Cia. S.C.A.
A Ready 2 Orinoquia
agronémica
Se autoriza el empleo de
maiz con la tecnologia . L
: . Resistencia a insectos
conjunta Herculex | (TC Maiz TC- CrviF / PAT | lepidépteros
Agosto 18 | 1507) X Roundup Ready (NK | Herculex | x y pIdOpLeros. Du Pont de
003083 de 2009 603) para consumo directo Roundu 1507 x |/ Tolerancia al Colombia S.A
P L P NK 603 | CP4EPSPS | glufosinato de amonio o
y/o como materia prima para | Ready .
L ) y al glifosato.
la produccion de alimentos
para animales domésticos
Ampliacion del hibrido de . L
; . . Resistencia a insectos
Septiembre maiz amarillo con tecnologia . CrylAb/ lepid6pteros. . .
003656 28 de 2009 Bt MA)_([MUS Btll parala Maiz Btl11l Btll PAT Tolerancia al Orinoquia Syngenta S.A.
subregion natural de la . .
) . glufosinato de amonio.
Orinoquia
Se autoriza ampliar las zonas | Maiz MON Combpafiia
de evaluacion para estudios | Yieldgard VT CrylA.105/ | Resistencia a insectos np
Octubre 6 . ; . 89034 o < Agricola
003784 de bioseguridad con maiz PRO x Cry2Ab2 / lepidépteros. Area Cafetera .
de 2009 . x NK : . Colombiana Ltda.
Yieldgard VT PRO x Roundup CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. .
603 & Cia. S.C.A.
Roundup Ready 2 Ready 2
Octubre 6 Se autoriza la ampliacién de CrylAb / :zeistzilsgetg(;i)asa insectos Orinoquia y valle
003787 zonas para siembras Maiz Bt11 Bt11 y PIAOpLEros. geogréfico del rio | Syngenta S.A.
de 2009 ; PAT Tolerancia al
controladas de maiz Bt11 . . Magdalena
glufosinato de amonio.
e Care numedo,
Roundup Ready DK 234 RR . . 9 Compaiiia
Diciembre a la Compaiiia Agricola Maiz DK 234 del rio Cauca, Agricola
005069 18 de 2009 | Colombiana Ltda. & Cia. Egggdup RR CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. g;”ﬁoehjgg:ja;:gﬁa Colombiana Ltda.
S.C.A. en el Registro y . 9 & Cia. S.C.A.
X g y Orinoquia
Nacional de Cultivares !
Colombiana.

Comerciales del ICA
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Registro del hibrido de maiz
amarillo con tecnologia

Caribe hiimedo,
Valle Geogréfico

Roundup Ready DK 003 RR Maiz del rio Cauca Compaiiia
Diciembre a la Comparniia Agricola DK 003 . . e Agricola
005070 18 de 2009 | Colombiana Ltda. & Cia. EgggduP RR CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato, X;llﬁoGhjgg:ja;:g?]a Colombiana Ltda.
S.C.A. en el Registro y . g & Cia. S.C.A.
. . y Orinoquia
Nacional de Cultivares Colombiana
Comerciales del ICA '
Registro del hibrido de maiz
amarillo con tecnologia Caribe humedo,
Yieldgard x Roundup Ready Maiz Valle Geografico Compafiia
- DK 1040 YGRR a la . DK Resitencia a insectos | del rio Cauca, np
Diciembre o . Yieldgard x CrylAb/ . e Agricola
005071 Compaiiia Agricola 1040 lepidopteros. Valle Geogréfico .
18 de 2009 . . Roundup CP4EPSPS . . . Colombiana Ltda.
Colombiana Ltda. & Cia. YGRR Tolerancia al glifosato. | del rio Magdalena .
) Ready . 2 & Cia. S.C.A.
S.C.A. en el Registro y Orinoquia
Nacional de Cultivares Colombiana.
Comerciales del ICA
Registro del hibrido de maiz
blanco con tecnologia Caribe hiimedo,
Yieldgard x Roundup Ready Maiz Valle Geogréfico Combpafiia
- DK 777 YGRR a la : Resitencia a insectos | del rio Cauca, np
005072 Diciembre Compaiiia Agricola Yieldgard x | DK 777 | Cry1Ab / lepid6pteros Valle Geogréfico Agricola
18 de 2009 pania Ag . Roundup YGRR |CP4EPSPS |.SPIOOPETOS. ' 9 Colombiana Ltda.
Colombiana Ltda. & Cia. Tolerancia al glifosato. | del rio Magdalena .
; Ready . p & Cia. S.C.A.
S.C.A. en el Registro y Orinoquia
Nacional de Cultivares Colombiana.
Comerciales del ICA
Registro del hibrido de maiz
amarillo con tecnologia Caribe hiimedo,
Yieldgard x Roundup Ready Maiz Valle Geogréfico Combpafiia
- DK 4004 YGRR a la . DK Resitencia a insectos del rio Cauca, np
Diciembre o . Yieldgard x CrylAb/ s e Agricola
005073 Compafia Agricola 4004 lepidépteros. Valle Geogréfico .
18 de 2009 . . Roundup CP4EPSPS : . . Colombiana Ltda.
Colombiana Ltda. & Cia. YGRR Tolerancia al glifosato. | del rio Magdalena .
) Ready . p & Cia. S.C.A.
S.C.A. en el Registro y Orinoquia
Nacional de Cultivares Colombiana.
Comerciales del ICA
Registro del hibrido de maiz Caribe humedo,
amarillo con tecnologia Valle Geografico o
- ieldgard x Roundup Read Maiz DK del rio Cauca Compafiia
Diciembre Yieldg p Ready . . o Agricola
005074 DK 4004 RR a la Compafia |Roundup 4004 CP4EPSPS | Tolerancia al glifosato. | Valle Geografico .
18 de 2009 . . . Colombiana Ltda.
Agricola Colombiana Ltda. & | Ready RR del rio Magdalena & Cia S.CA
Cia. S.C.A. en el Registro y Orinoquia e
Nacional de Cultivares Colombiana.
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Comerciales del ICA

Registro del hibrido de maiz
blanco con tecnologia
Yieldgard x Roundup Ready

Caribe hiimedo,
Valle Geogréfico

Maiz . L . Compaiiia
18 de 2009 pania Ag ) Roundup  |YGRR |CP4EPSPS |-cPldopteros. > €09 Colombiana Ltda.
Colombiana Ltda. & Cia. Tolerancia al glifosato. |del rio Magdalena .
; Ready ; p & Cia. S.C.A.
S.C.A. en el Registro y Orinoquia
Nacional de Cultivares Colombiana.
Comerciales del ICA
Registro del hibrido de maiz
amarillo con tecnologia Caribe hiimedo,
Yieldgard x Roundup Ready Maiz Valle Geografico Compaiiia
oosors |Diemore | DEOTRYORRSI . |vilagarax | D00 | crysany | Resfenaeamsectos | de o coner, | sgrcon
18 de 2009 paria Ag ) Roundup | YGRR |CP4EPSPS |.cPIOOPIEros. > €09 Colombiana Ltda.
Colombiana Ltda. & Cia. Tolerancia al glifosato. | del rio Magdalena .
) Ready . 2 & Cia. S.C.A.
S.C.A. en el Registro y Orinoquia
Nacional de Cultivares Colombiana.
Comerciales del ICA
Se autoriza el uso del maiz
evento MON 88017 como .
. alimento animal o como Resistencia a insectos Compafiia
001254 Abril 9 de materia prima para la Maiz MON MON- | Cry3Bb1 / coledpteros. Tolerancia Agricola
2010 prima pa 88017 88017 | CP4EPSPS OpIeros. Colombiana Ltda.
produccion de alimentos para al glifosato. .
i & Cia. S.C.A.
consumo de animales
domésticos
Caribe himedo,
Se autoriza la importacion de Caribe seco, Valle
semillas de maiz con el SYN- Geogréafico del rio
Abril 9 de evento MIR162 (SYN-IR162- | Maiz . Resistencia a insectos | Cauca, Valle
001257 2010 4) para adelantar ensayos de | MIR162 |4R162' vip3Aaz0 lepidépteros. Geografico del rio Syngenta S.A.
bioseguridad y pruebas de Magdalena y
evaluacion agronémica. Orinoquia
Colombiana.
. . . Caribe himedo,
Se autoriza la importacién de i I
semillas de maiz con . L Can € seco, Va,e o
. i . MON CrylA.105/ | Resistencia a insectos | Geogréfico del rio | Compafiia
. tecnologia VT Triple PRO Maiz VT o .
Abril 9 de : 89034 | Cry2Ab2/ lepid6pteros y Cauca, Valle Agricola
001260 (VT3P) (MON 89034 x MON | Triple PRO . . g . .
2010 88017) para adelantar (VT3P) X MON | Cry3Bbl/ coleépteros. Tolerancia | Geogréafico del rio | Colombiana Ltda.
bara adetantar 88017 | CP4EPSPS | al glifosato. Magdalena y & Cia. S.C.A.
ensayos de investigacion en . i’
Orinoquia
campo. :
Colombiana.
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Se autoriza el empleo de
maiz GA21 (MON-00021-9)
como alimento o como

MON-

002402 ‘;gli% 19 de materia prima para la Maiz GA21 |00021- | mEPSPS Tolerancia al glifosato. Syngenta S.A.
produccion de alimentos para 9
consumo de animales
domésticos
Se autoriza el empleo de g'\lfl(;lll
maiz Bt11 x MIR162 x GA21 1x Resistencia a insectos
(SYN-BT011-1 x SYN-IR162- . CrylAb/ o
. Maiz Bt11l x | SYN- lepidopteros.
Julio 19 de |4 x MON-00021-9) como PAT / . .
002407 ; . MIR162 x IR162- | . Tolerancia al glifosato y Syngenta S.A.
2010 alimento o como materia GA21 4% vip3Aa20 / al alufosinato de
prima para la produccion de mEPSPS glut
. MON- amonio.
alimentos para consumo de
. L 00021-
animales domeésticos 9
Se implementa el Plan de
Septiembre manejo, bioseguridad y
002894 P seguimiento para siembras Todos Todos | Todos Todas Todas Todas
6 de 2010 .
controladas de maiz
genéticamente modificado
Caribe himedo,
Caribe Seco, Valle
Septiembre Se autorizan siembras MON- Geogréfico del rio
002936 6 d% 2010 controladas de maiz GA21 Maiz GA21 |00021- | mMEPSPS Tolerancia al glifosato. | Cauca, Valle Syngenta S.A.
(MON-00021-9) 9 Geogréfico del rio
Magdalena y
Orinoquia.
. . SYNBT Resistencia a insectos Caribe humgqo,
Se autorizan siembras o Valle Geogréfico
Noviemb ladas d 7 Bt11 Maiz Bt1l 011-1 x | CrylAb/ lepidopteros. del rio C
003915 oviembre | controladas de maiz Btll x alz Btll x MON- | PAT/ Tolerancia al glifosato y e 1o L-auca, Syngenta S.A
24 de 2010 | GA21 (SYNBTO011-1 x MON- |GA21 ! Valle Geografico o
00021- | mEPSPS al glufosinato de .
00021-9) 9 amonio del rio Magdalena

y Orinoquia.
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Se autoriza la importacion de
semillas de maiz Herculex

Resistencia a insectos

Caribe himedo,
Caribe seco, Valle
Geogréfico del rio

- Maiz DAS- Cry34Abl / . .| Cauca, Valle
004469 Diciembre RW (DAS-59122-7) para Herculex 59122- | Cry35Ab1 / coleopte_ros. Tolerancia Geografico del rio DuPont'de
27 de 2010 |adelantar ensayos de al glufosinato de Colombia S.A.
) . RW 7 PAT : Magdalena, Area
bioseguridad y pruebas de amonio.
L L Cafeteray
evaluacion agronémica. . .
Orinoquia
Colombiana.
Se autoriza el empleo de
maiz MIR162 (SYN-IR162-4)
Diciembre para consumo directo y/o Maiz SYN- Resistencia a insectos
004471 27 de 2010 | como materia prima para la MIR162 |4R162' vip3Aaz0 lepid6pteros. Syngenta S.A.
produccion de alimentos para
animales domésticos
Se autoriza el empleo de
maiz Herculex RW (DAS- Resistencia al gusano
- 59122-7) para consumo Maiz DAS- Cry34Ab1 / . gu
Diciembre ; : de la raiz del maiz. DuPont de
004473 directo y/o como materia Herculex 59122- | Cry35Abl/ . .
27 de 2010 . L, Tolerancia al Colombia S.A.
prima para la produccion de | RW 7 PAT lufosinato de amonio
alimentos para animales 9 '
domésticos
Se autoriza el empleo de
maiz Btll x GA21 SYNBT Resistencia a insectos
Diciembre (SYNBTO011-1 x MON-00021- Maiz Bt11 x 011-1x |CrylAb/ lepidépteros.
004474 27 de 2010 9) para consumo directo y/o GA21 MON- | PAT/ Tolerancia al glifosato y Syngenta S.A.
como materia prima para la 00021- | mEPSPS al glufosinato de
produccion de alimentos para 9 amonio.
animales domésticos
Se autoriza el empleo de
maiz MON 863 para MON- Compaiiia
Diciembre consumo directo y/o como Maiz MON Resistencia a insectos Agricola
004475 27 de 2010 | materia prima para la 863 00863- | Cry3Bb1 lepidopteros. Colombiana Ltda.
s . 5 .
produccion de alimentos para & Cia. S.C.A.

animales domésticos
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Anexo 8. Resumen de la situacidon actual en cultivos de maiz genéticamente modificados liberados en Colombia.

Tecnologia Transgenes Caracteristica Situacion Actual Region Compafiia
Siembras Caribe himedo, Valle geogréafico del rio
Controladas Cauca, Llanos Orientales, Alto Du Pont de Colombia
Resistencia a insectos Magdalena y Area Cafetera
Maiz Herculex | | CrylF / PAT lepidGpteros. Tolerancia
al glufosinato de amonio. Evaluaciones Car|be’fhum§d|o,, Caribe se:lo, Valle Dow AgroSciences de
Agronémicas geografico del rio Cauca, Alto . : Colombia S.A
Magdalena, Area Cafetera y Orinoquia o
Caribe humedo, Caribe seco, Valle o .
. e g Compafia Agricola
Siembras geogréafico del rio Cauca, Llanos , .
) p Colombiana Ltda. & Cia.
Controladas Orientales, Alto Magdalena y Area SCA
Maiz Roundup CP4EPSPS Tolerancia al glifosato. Caffatera, _
Ready Caribe himedo, Caribe seco, Valle
Siembras geogréafico del rio Cauca, Llanos .
Controladas Orientales, Alto Magdalena y Area Du Pont de Colombia
Cafetera
Caribe humedo, Caribe seco, Valle o .
. e g Compafia Agricola
Siembras geogréafico del rio Cauca, Llanos . .
: A Colombiana Ltda. & Cia.
Controladas Orientales, Alto Magdalena y Area SCA
Maiz Yieldgard Cry1Ab Resistencia a insectos Cafetera

lepiddpteros.

Siembras
Controladas

Caribe humedo, Caribe seco, Valle
geogréfico del rio Cauca, Llanos
Orientales, Alto Magdalena y Area
Cafetera

DuPont de Colombia
S.A.

Maiz Herculex | x

CrylF / PAT /

Resistencia a insectos
lepiddpteros. Tolerancia

Siembras
Controladas

Caribe himedo, Valle geografico del rio
Cauca, Llanos Orientales, Alto
Magdalena y Area Cafetera

Du Pont de Colombia

Roundup Ready |CP4EPSPS al glufosinato de amonio Caribe himedo. Valle geoarafico del rio
y al glifosato. Siembras ' 9eog Dow AgroSciences de
Controladas Cauca, Llanos Orientales, Alto Colombia S.A
Magdalena y Area Cafetera o
o Resistencia a insectos . Caribe hiumedo, Caribe seco, Valle Compafia Agricola
Maiz Yieldgard x | Cry1Ab / lepidGpteros. Tolerancia Siembras geogréfico del rio Cauca, Alto Colombiana Ltda. & Cia.
Roundup Ready |CP4EPSPS Controladas

al glifosato.

Magdalena, Area Cafetera y Orinoquia

S.CA
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Resistencia a insectos

. - . Siembras Caribe himedo, Valle geogréfico del rio
Maiz Bt 11 CrylAb [ PAT E%?uc;gts?;c;‘; Lzlzrggﬂ% Controladas Cauca, Alto Magdalena y Orinoquia Syngenta S.A.
Resistencia a insectos . , . .
Maiz Bt11 x CrylAb / PAT / |lepidépteros. Tolerancia | Siembras Caribe humedo, VaII,e.Geogra,nco del rio
: Cauca, Valle Geogréfico del rio Syngenta S.A.
GA21 MEPSPS al glifosato y al Controladas . .
glufosinato de amonio. Magdalena y Orinoquia.
Caribe himedo, Caribe Seco, Valle
. . . Siembras Geogréfico del rio Cauca, Valle
Maiz GA21 MEPSPS Tolerancia al glifosato. Controladas Geogréfico del rio Magdalena y Syngenta S.A.
Orinoguia.
Maiz Yieldgard CrylA.105/ Resistencia a insectos Estudios de Canbe,fhum(;adlo,, Caribe seclo, valle Colmpi'.“a Agndcola .
VT PRO Cry2Ab2 lepidopteros bioseguridad geografico del rio Cauca, alto ' ) Colombiana Ltda. & Cia.
' Magdalena, Area Cafetera y Orinoquia S.C.A.
Maiz Yieldgard CrylA.105/ Resistencia a insectos Eisgsgliiigzd Caribe humedo, Caribe seco, valle Compafia Agricola
VT PRO x Cry2Ab2 / lepidopteros. Tolerancia evalugcionesy geografico del rio Cauca, alto Colombiana Ltda. & Cia.
Roundup Ready |CP4EPSPS al glifosato. P Magdalena, Area Cafetera y Orinoguia S.C.A
agronomicas
Crv34Ab1 / Resistencia a insectos Estudios de Caribe humedo, Caribe seco, Valle
Maiz Herculex Cry35Ab1 / coledpteros. Tolerancia bioseguridad y Geogréfico del rio Cauca, Valle DuPont de Colombia
RwW PAyT al Iu?osinafo de amonio evaluaciones Geogréafico del rio Magdalena, Area S.A.
9 " | agrondmicas Cafetera y Orinoquia Colombiana.
Estudios de Caribe himedo, Caribe seco, Valle
. . Resistencia a insectos bioseguridad y Geogréfico del rio Cauca, Valle
Maiz MIR162 vip3Aa20 lepidGpteros. evaluaciones Geogréfico del rio Magdalena y Syngenta S.A.
agronémicas Orinoquia Colombiana.
CrylA.105/ Resistencia a insectos Ensavos de Caribe humedo, Caribe seco, Valle Compafia Aaricola
Maiz VT Triple Cry2Ab2 / lepidopteros y invesi/i aci6n en Geogréfico del rio Cauca, Valle Color%biana Etda & Cia
PRO (VT3P) Cry3Bb1/ coleépteros. Tolerancia cam og Geogréfico del rio Magdalena y SCA ' '
CP4EPSPS al glifosato. P Orinoquia Colombiana. T
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Anexo 9. Razas locales de maiz en Colombia y su distribucion.

Nombre Region Abundancia Origen Reporte
Blanco Regién Caribe Abundante 2002
Cacho de buey Region Caribe Abundante 2002

Tolima, Caldas,
Cundinamarca, Antioquia, Raza Hibrida Colombiana
Costefio (Cuba) Santander, Cordoba, Sucre, entre Cristalino Amarillo 1957
Bolivar, Atlantico, Magdalena, del Caribe y Cilindrico
Cesar y Guajira (3 a 2170 Dentado de Venezuela
msnm)
Cuba Hoja Blanca Region Caribe Abundante 2002
Cuba Hoja Prieta Regién Caribe Abundante 2002
Guajira, Magdalena, Cesar, Raza Hibrida Colombiana
Norte de Santander, S
Puya S entre Clavo y Cilindrico 1957
Santander y Antioquia (12 a
Dentado de Venezuela
1000 msnm)
Raza Hibrida Colombiana
Puya Grande Norte de Santander y Narifio entre Clavo y Cilindrico 1957
Dentado de Venezuela
Vela (Puya o Tucita) Regién Caribe Abundante 2002
Blanco
Vela (_Puya 0 Tucita) Regién Caribe Abundante 2002
Amarillo
Tolima, Cundinamarca,
Cariaco Antioquia, Choco, Cérdoba, Probablemente 1957
Atlantico, Bolivar y Magdalena introducida de Brasil
(15 a 400 msnm)
Cariaco amarillo Regién Caribe Abundante Comercial 2002
Cariaco rayado Regién Caribe Escaso 2002
Cariaco rojo Regién Caribe Escaso 2002
Azulito Regién Caribe Escaso 2002
Brisa Region Caribe Escaso 2002
Cucaracho Regién Caribe Escaso 2002
Lomo bayo amarillo | Region Caribe Escaso 2002
Manteca Regién Caribe Escaso Comercial 2002
Minga Regién Caribe Escaso 2002
Regién Caribe Escaso 2002
Negrito ii
g Gugjlr.a, Magdalena y Raza Hibrida Colombiana | 1957
Atlantico
Ojo de gallo Regién Caribe Escaso 2002
Pané Regién Caribe Escaso 2002
Piedrita (Piedrecita) | Region Caribe Escaso 2002
Sangre toro Regién Caribe Escaso 2002
Tacaloa Amarillo Region Caribe Escaso Comercial 2002
Tacaloa Mojoso Regién Caribe Escaso 2002
Berrendo Region Caribe Perdido 2002
Guajiro (Guajirita) Regién Caribe Perdido 2002
Huevito Regién Caribe Perdido 2002
Javao Region Caribe Perdido 2002
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Region Caribe Perdido 2002
Cundinamarca, Tolima, Huila,
Pira Narifio, Valle, Meta y i
Santander (400 a 2000 Raza Primitiva 1957
msnm)
Pocho Regién Caribe Perdido 2002
Pompo Region Caribe Perdido 2002
Venezolano Regién Caribe Perdido 2002
Cundinamarca y Boyaca .
Pollo (Gallo) (1600 a 2160 msnm) Raza Primitiva 1957
Probablemente
Pira Naranja Narifio (980 a 1800 msnm) introducida de Ecuador y | 1957
Chile
Narifio, Tolima, Caldas, Norte Probablemente
Clavo de Santander y Choco (670 a . ) . 1957
introducida de Peru
2600 msnm)
Guirua Magdalena (1850 a 1870 Probablgmente 1957
msnm) introducida
Probablemente
Maiz Dulce Narifio (2580 msnm) introducida del Ecuador o | 1957
de Peru
Maiz Harinoso Cundinamarca, Narifio, Probablemente
Dentado Tolimay Boyaca (380 a 2600 introducida de Venezuela 1957
msnm)
: Huila, Meta, Caqueta y Probablemente
Andaqui Putumayo (480 a 700 msnm) introducida 1957
Narifio, Cundinamarca Probablemente
Imbricado ; y introducida del Ecuador o | 1957
Boyaca (2000 a 2625 msnm) ;
de Peru
Narifio, Putumayo, Cauca,
Huila, Valle del Cauca,
Sabanero Antioquia, Cundinamarca, Probablemente 1957
Boyaca, Santander y Norte de introducida
Santander (800 a 3104
msnm)
Cundinamarca y Norte de - .
Cabuya Santander (2100 a 2645 Raza Hibrida Colombiana | ;o7
entre Sabanero y Clavo
msnm)
Cundinamarca, Boyaca, Raza Hibrida Colombiana
Cacao Santander y Norte de entre Sabanero y 1957
Santander (800 a 1800
Costeno
msnm)
Valle del Cauca, . .
Yucatan Cundinamarca y Tolima (350 Raza Hibrida Colomb|ana 1957
entre Comun y Andaqui.
a 1350 msnm)
Montana o L Raza Hibrida Colombiana
(Campoalegre, Narifio y Antioquia (1600 a entre Sabanero y Pira 1957
: 2600 msnm) :
Limeno) Naranja
Raza Hibrida Colombiana
. Narifio y Antioquia (2120 a entre Sabanero y Pira
Capio 2600 msnm) Naranja. Es una sub raza 1957
del Montana
Amagaceno (De Narifio, Cauca, Valle, Raza Hibrida Colombiana
9 Huila, Tolima, Caldas, entre Montana y 1957

ano, Yunga)

Antioquia, Cundinamarca,

Chococeno
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Boyaca, Choco y Norte de
Santander (600 a 2594
msnm)

Comun (Diente de

Narifio, Cauca, Valle, Huila,
Caquetd, Tolima, Caldas,

Raza Hibrida Colombiana

caballo) Antioquia, Cundinamarca, entre Costeno y 1957
Santander, Magdalena (127 a Amagaceno
2193 msnm)
Narifio, Cauca, Valle del Raza Hibrida Colombiana
Chococeno Cauca, Choco y Antioquia (0 entre el maiz confite 1957

a 200 msnm)

peruano y Tripsacum
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Anexo 10. Formato de colecta de muestras en campo

MODELO DE FLUJO DE GENES PARA EL SEGUIMIENTD ¥ MONITORED DE OGM LIBERADOS EN EL DEPARTAMENTO DEL TOLIMA

Lote
Nao.

Fecha de
colecta

Vereda

Finca

Propietaric

Genmef.

No. de
hectareas

Tipo de
culfivo

Observaciones

Responsable
de la colecta
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TUTORIAL PARA LLENAR EL FORMATO

Lote No. Msziesmsiz
Nirmeros arabigos consecutivos parsindicar el ndmero del lote
MNdmeros romanos consecutivos {1, 1, 1L IV, W, V1, VIL Wy 1X) para indicar el ndmeno de planta dentro del lote
Pej WM-10-IX Indica que es la novena planta muestreada del lote de maiz ndmero 10

Fecha de colecta Indicarla fecha de coleds con el formato diaimes/ano enndmeros arébigos
Fej.01/07/2010 Indica que ls colecta se realizd eldia 1 del mes de Julio del afio 2010

Vereda Indicarelnombre de ls verada s la cual perensce &l jote (Importante porque heyfincas que hecen parte de vanas veredas)
Finca Indicarelnombre de s finca 8 la cual perenece el lote
Propietario Indicarelnombre del propietario de la finca

Gegrref. Indicarls gggmeferensis de un punio dellote en coordensdas geograficas
Plel M4TE'34 4" WT4%5440.07

No.de hectareas Indicarelnimero de hectdreas del lote muestreado. En el casode las zonss de refugio y las zonas buffer se debe especificaral
gres de estes zonas y el drea total del campo sembrado con transgénico.

Tipo de cultive R si es un refugio
B siesuna zona buffer
C =i &5 un cultivo convencionsl
L=siesuns razs local

Observaciones E=spacio para ponerobsarveciones relevantes con respectoal lote
P.gj: Distancis con respacio allote dameiz transgénico mas carcano. Existenda de bameras gengrafices importantes. Tipode
semillas sembradas. Fecha de siembra y/o floracon. Histona de siembrs dellote. Otras observaciones.

Responsable de la colectalndicarelnombre de la personsencergads de hecerls colacta.
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Anexo 11. Protocolo de extraccion de ADN en hojas de maiz. Tomado y modificado a
partir de Phillips et al. (2003)

Para la extraccion de ADN en hojas de maiz se utilizé un protocolo con el siguiente procedimiento:

Colocar cuatro fragmentos cuadrados de hoja de maiz de aproximadamente 1.5 cm? en un tubo
eppendorf.

Agregar 200 pL el buffer de extraccion 2X CTAB y macerar

Agregar 400 pL del buffer y continuar con la maceracion del tejido vegetal.

Agregar otros 400 pL del buffer, agitar en un vortex y centrifugar a 10.000 rpm, por 5 minutos
Eliminar el sobrenadante.

Adicionar 500 pL del mismo buffer, 7 L de beta-mercaptoetanol y mezclar bien en un vortex.
Incubar 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

Adicionar 200 pL de cloroformo y centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos

Extraer el sobrenadante y colocarlo en otro tubo Eppendorf de 1.5 mL limpio,

Adicionar 1mL de Isopropanol, agitarlo ligeramente a mano y dejar reposar para precipitar el ADN
durante 1 hora.

Centrifugar el precipitado a 12.000 rpm por 15 minutos.

Descartar el sobrenadante (cuidando el precipitado obtenido) y secar al medio ambiente sobre
papel toalla para secar el ADN.

Adicionar 500 pL de etanol al 70% y agitar ligeramente con el vortex.

Dejar reposar por 15 minutos a 4°C para después centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos.
Descartar la fase liquida y secar a medio ambiente por aproximadamente 25 minutos sobre papel
toalla.

Adicionar 300 pL de buffer de lavado (Etanol 76% y 10mM de acetato de amonio), pasandolo por
el vortex y dejando reposar por 15 minutos a —20°C.

Centrifugar a 12.000 rpm por 10 minutos y proceder a descartar para secar a medio ambiente
aproximadamente 30 minutos sobre papel toalla.

Agregar 50 pL de la solucion de TE, para resuspender el ADN y adicionar 2 pL de RNAsa (10 mg/
ML), dejar reposar por 2 a 3 horas a 4°C.

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

Preparacion Buffer de Extraccién 2X CTAB

Reactivo Concentracién Final

Tris-HCI pH 8.0 100 mM

EDTA 20 mM

NaCl 1,4 M

CTAB 2% (P/V)

PVP 1% (P/V)
Preparacion Buffer TE

Reactivo Concentracioén Final

Tris-HCI pH 8.0 100 mM

EDTA 1 mM
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Anexo 12. Protocolo de extraccion de ADN en semilla de maiz.
Kit DNeasy Plant Maxi de Qiagen

Para tener en cuenta antes de empezar

El Buffer AP1 puede tomar un color amarillento durante su almacenamiento. Esto no afecta el
procedimiento.

Todos los pasos de centrifugacion se desarrollan a 3.000-5.000 g (aunque 5.000 g es preferible) a
temperatura ambiente (15-25 °C).

Cosas para hacer antes de empezar

El Buffer AP3/E concentrado puede formar precipitados durante su almacenamiento. Si es
necesario, caliéntelo en bafio maria a 65°C para redisolverlo (antes de agregar etanol). No caliente
el Buffer AP3/E luego de que el etanol ha sido adicionado.

Precaliente el Buffer AP1 a 65°C en bafio maria. Este calentamiento es necesario para el
procedimiento del DNeasy Plant Maxi y también permite disolver cualquier precipitado que se haya
podido formar en el Buffer AP1.

Los Buffer AW y Buffer AP3/E se encuentran concentrados. Antes de usarlos por primera vez,
agregue la cantidad apropiada de etanol (96-100%) como se indica en la botella para obtener la
solucién de trabajo.

Precaliente el bafio maria a 65°C.

Procedimiento

1.

Triture las semillas utilizando la licuadora.

En el procedimiento con el TissuelLyser, congelan en nitrégeno liquido la jarra con la muestra
durante 30 s. Luego trituran las muestras y recongelan en nitrégeno liquido durante 30 s. Después
vuelven a triturar las muestras y transfieren el polvo a un tubo de centrifuga de 15 ml sin dejar
descongelar la muestra e inmediatamente contindan con el siguiente paso.

. Adicionar 5 ml de Buffer AP1 (precalentado a 65°C) y 10 ul de la solucion stock de RNasa A

(100 mg/ml) a un méaximo de 1 g (peso humedo) o 0,2 g (peso seco) de la muestra triturada.
Mezclar en el vortex vigorosamente.

No deben quedar terrones, debe removerlos pipeteando, con el vortex o usando pistilos ya que
pueden disminuir el rendimiento del DNA.

Nota: No mezcle el Buffer AP1 y la RNasa A antes de ser utilizados en este paso.

. Incubar la mezcla durante 10 min. a 65°C. Agitar 2 a 3 veces durante la incubacidn

invirtiendo el tubo.

Este paso lisa las células.
Agregar 1.8 ml de Buffer AP2 al lisado, mezclar e incubar por 10 min. en hielo.
Este paso precipita detergentes, proteinas y polisacaridos.
Centrifugar el lisado a 3.000-5.000 g por 5 min a temperatura ambiente.
Se formarda un pellet, pero algunas particulas van a flotar.
Pipetear el sobrenadante y llevarlo a la columna “QlAshredder Maxi spin” (color lila) la
cual debe estar junto con un tubo colector de 50 ml y centrifugar a 3.000-5.000 g por 5 min
a temperatura ambiente (15-25°C). Transferir la fraccién que atraveso6 la columna a un
nuevo tubo del 50 ml (no incluido en el kit) sin remover o agitar el pellet. Tenga en cuenta
el volumen.
Generalmente, de 5 a 6 ml del lisado se recupera. Después de la centrifugacion de la muestra,
muchos detritos y precipitados van a ser retenidos en el filtro pero algunos se depositaran en el
pellet del tubo colector. No perturbe el pellet cuando transfiera el sobrenadante.
Adicionar 1,5 volumenes del Buffer AP3/E al lisado y mezclar inmediatamente con el
vortex.
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10.

11.

Por ejemplo: Para 5 ml del lisado, adicionar 7.5 ml del Buffer AP3/E. Reduzla la cantidad del
Buffer AP3/E de manera proporcional si el volumen del lisado es menor. Un precipitado puede
formarse luego de la adicién del Buffer AP3/E, pero esto no afectara el procedimiento.

Nota: Asegurese del que el etanol ha sido adicionado al Buffer AP3/E.

Nota: Es importante que pipetee el Buffer AP3/E directamente al lisado y que mezcle
inmediatamente.

Pipetear la mezcla anterior (incluyendo cualquier precipitado que haya podido formarse) y
llevarla a la columna “DNeasy Maxi spin” la cual debe estar junto con un tubo colector de
50 ml. Centrifugar a 3.000-5.000 g por 5 min a temperatura ambiente (15-25°C). Desechar la
fraccion que atravesd la columna. Reutilice el tubo colector en el siguiente paso.

Adicionar 12 ml de Buffer AW a la columna “DNeasy Maxi spin” y centrifugar por 10 min. a
3.000-5.000 g para secar la membrana. Desechar la fraccion que atravesoé la columna 'y el
tubo colector (con mucho cuidado para evitar que la columna entre en contacto con la
fraccion y tome de nuevo etanol).

Nota: Asegurese del que el etanol ha sido adicionado al Buffer AW antes de ser usado.

Es importante secar la membrana de la columna “DNeasy Maxi spin” ya que el etanol residual
puede interferir en las siguientes reacciones. Este paso de centrifugacion asegura que no se
transfiera etanol residual durante la elucion.

Luego de lavar con el Buffer AW, la columna “DNeasy Maxi spin” queda ligeramente coloreada.
En caso de que la coloracién sea muy notoria, revise la Guia de Resolucion de Problemas de la
pagina 45 (Troubleshooting Guide-“Darkly colored membrane or green/yellow eluate after
washing with Buffer AW”)

Transferir la columna “DNeasy Maxi spin” a un nuevo tubo de 50 ml. Agregar 0.75-1 ml de
Buffer AE directamente a la membrana. Incubar 5 min. a temperatura ambiente (15-25°C) y
centrifugar por 5 min. a 3.000-5.000 g para eluir.

Nota: Si se eluye con menos volumen se obtendrA mayor concentracion de DNA pero se
disminuye su rendimiento.

Agregar otros 0.75-1 ml de Buffer AE directamente a la membrana y repetir el paso de
elucion anterior.

La primera y la segunda elucion pueden hacerse en un mismo tubo o separadamente. Se debe
tener cuidado de que la columna no haga contacto con la elucién obtenida.
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Anexo 13. Resultados de la PCR realizada sobre las extracciones de hoja de los 9 individuos de los 38 lotes negativos para Inmunostrip.
Las x sefalan los casos en los que hubo amplificacién para cada caso. En azul se sefialan los lotes que dieron negativos para presencia
de transgenes.

Positivos 35S Positivos Nos . :
Lote| 35S | Nos 17213lalslel7lslolil213lalslsel 718109 Tipo de cultivo
3 Pos | Neg [ x | X | X X X | X Convencional
5 Pos | Neg X Raza Local
6 Neg | Neg Raza Local
7 | Neg | Neg Refugio
8 Neg | Neg Convencional
9 Pos | Pos X X | X | X | x| x| X X X Buffer
10 | Neg | Neg Convencional*
11 | Pos | Pos X | X X X X X Convencional
12 | Neg | Pos X X Convencional®
15 | Pos | Pos X | X X | X X | X | x| X Convencional
16 | Neg | Pos X | X | X | X X | X | X Convencional
17 | Pos | Pos | x X | X X X Refugio
18 | Neg | Pos X | X | x | X Convencional
19 | Neg | Pos X | X X X | X | X Convencional
20 | Neg | Pos X | X | X | X X Convencional
22 | Pos | Pos | x X | X | X | X | X X | x| x| x Convencional
23 | Pos | Pos | x X X | x| X X X Convencional
24 | Pos | Pos X X | X X | X X X X | X Refugio
25 | Neg | Pos X | X X Buffer
26 | Neg | Neg Buffer
27 | Pos | Pos | x X X | X | X Refugio
28 | Pos | Pos X X | X | X Convencional
29 | Pos | Pos X X X Raza Local
30 | Pos | Pos | x | X X X | x| x Convencional
31 | Neg | Pos X X X Convencional
32 | Neg | Pos X Convencional
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33 | Pos | Pos X Convencional
34 | Pos | Neg Convencional
35 | Neg | Neg Convencional
36 | Neg | Neg Raza Local
37 | Neg | Pos X Convencional
38 | Neg | Pos Convencional
39 | Neg | Pos Convencional
43 | Neg | Pos X Convencional
45 | Neg | Pos X Convencional
47 | Neg | Pos X Refugio
50 | Pos | Pos X Refugio
54 | Pos | Pos X Convencional
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