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RESISTENCIA A GLIFOSATO EN MAICES NATIVOS DE VERACRUZ E HIBRIDOS
COMERCIALIZADOS EN MEXICO

Viridiana Trejo Pastor, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2014

A nivel mundial, el evento transgénico para resistencia a herbicida es el mas usado; es
por ello que el presente trabajo tuvo como objetivo definir la frecuencia de resistencia a
la aplicacion de glifosato en campo en poblaciones nativas de maiz e hibridos con
mejoramiento genético convencional, para detectar una posible introgresiéon
transgénica. Se establecieron en campo 45 registros de maiz nativo de Veracruz; seis
registros donados por el CIMMYT y 40 hibridos comerciales; fueron asperjados con
glifosato una ocasion, utilizando la dosis recomendada (3L ha), en etapa V4-5. Siete
registros de Veracruz; dos registros del CIMMYT y 15 hibridos comerciales, tuvieron la
mayor frecuencia de resistencia a glifosato en campo (0.10 a 0.33). En total 42
materiales se analizaron en laboratorio con una prueba especifica (ELISA) para
deteccion de la proteina recombinante CP4/EPSPS. Los C* resultaron positivos con
base en el indice de muestra (IM) con valores de 3.6 a 4.7 y densidad o6ptica (DO) de
0.68 a 0.87 y el C- bioldgico resulté negativo a la prueba con valores de DO entre 0.03 a
0.04 e IM de 0.20, donde el punto de corte fue de 0.188. EIl registro 290 de la raza
Tuxpefio, reaccioné a la proteina transgénica por ambos métodos de interpretacién (DO
= 0.77 e IM = 4.09) a 450 nm, lo que coincidié con la prueba en campo; en tanto el
hibrido Jabali F2 (Asgrow®) mostr6 un resultado indeterminado por DO (0.13), lo que
podria tratarse de un hibrido reactivo a la proteina recombinante enmascarada. Dada la
clara resistencia a glifosato es necesario elucidar los resultados mediante RT-PCR.

Palabras clave: Zea mays, L., glifosato, semillas nativas, hibridos comerciales, ELISA,
CP4/EPSPS.
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GLYPHOSATE RESISTANCE SCREENING IN MAIZE LANDRACES FROM
VERACRUZ AND HYBRID COMMERCIALIZED IN MEXICO

Viridiana Trejo Pastor, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2014

Worldwide, the transgenic event for herbicide resistance is the most used; that is why
the present study aimed to define the frequency of resistance to glyphosate application
on field corn in native populations and hybrids with conventional breeding, in order to
detect a possible transgenic introgression. Thus, 45 native landraces from Veracruz; six
accessions donated by CIMMYT incremented in COLPOS and 40 commercial hybrids
were established in field and sprayed with glyphosate with a recommended dose (3L
hal) in the phenological step V4-5. Seven native landraces from Veracruz; two
accessions from CIMMYT increased in COLPOS and 15 commercial hybrids in
particular from Hidalgo, had the highest frequency of glyphosate resistance in field (0.10
to 0.33). In total 42 materials were tested in the laboratory with a specific test (ELISA)
for detection of the recombinant protein CP4/EPSPS. The C* were positive based on the
sample index (S/) with values of 3.6 to 4.7 and Optical Density (OD) of 0.68 to 0.87 and
biological C- was negative to the test with OD values between 0.03 to 0.04 and S/ of 0.20,
where the cut off was 0.188 at 450 nm. The native landrace 290 belonging to the
Tuxpefio race reacted to the protein by both methods of interpretation (OD= 0.77 and the
SI= 4.09) at 450 nm; while the hybrid Jabali F2 (Asgrow®) showed an indeterminate
result according to OD (0.13), which could be a hybrid reactive masked to the
recombinant protein. Given the clear resistance to glyphosate, it is necessary to
elucidate the results by RT-PCR.

Key words: Zea mays, L., glyphosate, native seeds, commercial hybrids, ELISA,
CP4/EPSPS.
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|. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Importancia del maiz en México

El maiz (Zea mays, L.) es un cultivo con unos ocho mil afios de antigtiedad, su centro
de origen es México y se considera que en su territorio es donde existe la maxima
diversidad genética de esta especie (Kato et al., 2009). A nivel nacional, es el cultivo
mas importante, alrededor de 3.8 millones de agricultores producen anualmente mas de
23 millones de toneladas de maiz, que equivalen a 60 % del total de granos producidos
en el pais, en 8.5 millones de hectareas. El 85 % de los productores tienen parcelas
menores a cinco hectareas y el 75 % de éstos siembran variedades de maiz nativas, lo
cual es fundamental en la alimentacion y economia del pais (Serratos, 2009; Turrent,
2010). El consumo per céapita es de 123 kg, cifra muy superior al promedio mundial
(16.8 kg) (AgroDer, 2012). Desde el punto de vista alimenticio, industrial, politico y
social, el maiz es el cultivo mas importante, tanto que para los antiguos mexicanos era
la materia misma con la que el género humano fue creado, lo cual le otorga un valor
cosmogodnico. Representa 55 % de la ingesta caldrica y 22 % de la proteina diaria de
los mexicanos (AgroDer, 2013). Los principales Estados productores son: Sinaloa,
Jalisco, Michoacan, Estado de Meéxico, Chiapas, Guerrero, Veracruz, Guanajuato,
Chihuahua, Puebla, Oaxaca e Hidalgo (SIAP-SAGARPA, 2013).

Dada la importancia de este cultivo en México y en el mundo es pertinente el estudio
de la interaccién genética entre las mas de 63 razas nativas, los hibridos comerciales y
los maices genéticamente modificados (MGM). En afios recientes se han realizado
pocas investigaciones, sin embargo estas investigaciones han servido para dar una
idea de lo que esté ocurriendo en tormo al intercambio genético entre el maiz nativo y el
MGM.

Péagina 1
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1.2. Resefla de los cultivos genéticamente modificados a nivel mundial

El Servicio para la Adquisicién de Aplicaciones Agro-biotecnolégicas (ISAAA) sefala
que, segun los datos de adopcion de cultivos transgénicos en el mundo, el cultivo con el
mayor numero de eventos aprobados para siembra es el maiz (60), seguido del algodon
(35), colza (15), papa y soya (14 cada uno). El evento que ha recibido autorizacion en
mayor namero de paises es la soya tolerante a herbicidas GTS- 40-3-2, con 23
autorizaciones (los 27 paises que integran la Unién Europea se consideran como una
sola autorizacion), seguido del maiz tolerante a herbicidas NK603 y del maiz resistente
a insectos MON-810, con 20 autorizaciones cada uno, y el algoddn resistente a insectos
MONS531/757/1076, con 16 autorizaciones en todo el mundo (James, 2010).

En la actualidad se tienen registrados 59 eventos para el cultivo de maiz de las
transnacionales: Monsanto Company; Syngenta Seeds, Inc; Pioneer Hi-Bred
International Inc.; Dekalb Genetics Corporation; Aventis CropScience; DOW
AgroSciences LLC; BASF Inc.; DuPont Pioneer y asociaciones de Monsanto Company
and Mycogen Seeds c/o Dow AgroSciences LLC; Bayer CropScience (Aventis
CropScience (AgrEvo)); Mycogen (c/o Dow AgroSciences); Pioneer (c/o Dupont); DOW
AgroSciences LLC and Pioneer Hi-Bred International Inc (CERA, 2014).

A nivel mundial, el area de cultivos transgénicos aumentdé 100 veces en 16 afos,
pasando de 1.7 millones de hectareas en 1996, a 170.3 millones de hectareas en 2012,
con una tasa anual de crecimiento de 6 %. En la actualidad destacan los cultivos con
eventos acumulados; 13 paises sembraron cultivos con dos o mas eventos en 2012.
EE.UU. continda siendo el pais lider, con 69.5 millones de hectareas y una adopcién
promedio de 90 %, principalmente para los cultivos de maiz, soya, algodon, colza,
remolacha azucarera, alfalfa, papaya y calabaza. Brasil tuvo un incremento mayor a
cualquier otro pais, pasando de 6.3 a 36.6 millones de hectareas con los cultivos de
soya, maiz y algodén. India cultivdo 10.8 millones de hectareas de algodén Bt. con una
tasa de adopcién de 93 % (James, 2012).

Péagina 2
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1.3. Modo de accién del Glifosato

El glifosato fue descrito como herbicida en 1971, y actualmente es el herbicida mas
utilizado en el mundo. El herbicida comercial Roundup® de Monsanto, cuyo ingrediente
activo es el glifosato, fue introducido comercialmente como herbicida desde 1974.
Actualmente existen presentaciones con diferentes nombres como: WeatherMax,
Roundup Ready, PowerMAX™: UltraMax, Full Il, Faena y otros herbicidas producidos
por Monsanto, se encuentran entre los mas utilizados a nivel mundial. Es un herbicida
no selectivo, sistémico de accion foliar, es decir, ingresa a la planta a través de las

hojas para migrar a otras partes del tejido vegetal donde seré metabolizado.

El modo de accién del glifosato es por medio de la inhibicién de la biosintesis de
aminoacidos aromaticos en las plantas (triptofano, fenilalanina y tirosina) mediante la
inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil- shikimato-3-fosfato-sintetasa (EPSPS), con lo que
se reduce la produccion y el desarrollo de la enzima ya que es un competidor por los
mismos sitios que la enzima, bloqueando de esa forma la biosintesis de los
aminoacidos y algunos otros, esenciales todos ellos para la vida de la planta.. El
descontrol en la catélisis por la enzima EPSPS en el pendltimo paso en la via del
shikimato, reduce también la biosintesis de otros compuestos tales como:
tetrahidrofolato, ubiquinona y vitamina K (COFEPRIS, 2009).

Sintomatologia:

Se detiene el crecimiento de la planta, seguido de una clorosis en los brotes nuevos,
luego aparece un color bronceado y finalmente, la planta muere dentro de los 10 o 15
dias después de la aplicacién pero dependera de diversos factores ambientales, asi

como propios de la planta, como el grosor de la cuticula de las hojas (Figura 1A).

Pagina 3
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: - 48 horas: Glifosato se reparte por
0 horas: Se aplican 2 meg de Glifosato se mueve rapidamente en la — P

Glifosato en una hoja. planta de forma ascendente. lods fa plantay comlenzs la

destruccion de la misma

Figura 1A. Absorcion y translocacion del herbicida glifosato después de la
aplicacion. Fuente: CHEMINOVA-AGRODAN, 2005.

1.4. Organismos genéticamente modificados resistentes a herbicidas (RH)

Desde que comenzé la comercializacion de OGM en 1996, el evento dominante ha
sido siempre la tolerancia a herbicidas como el glifosato (Roundup Ready®) y el
glufosinato (Liberty Link®) (James, 2010). Desde 1996, los cultivos RH fueron
adoptados rapidamente porque proporcionaron a los agricultores un sistema simple
para el manejo de malezas. Estos cultivos prometen reducciones netas en el uso de
herbicidas, pues poseen caracteristicas introducidas mediante ingenieria genética
(biobalistica o Agrobacterium tumefaciens), que les permiten tolerar herbicidas con
sitios de accion especificos (Benbrook, 2012). Esto se logré con el descubrimiento de
biotipos de maleza que resistian un amplio espectro de herbicidas, se estudiaron los
mecanismos de resistencia ya sea a) por el sitio de accion del herbicida (pérdida de
afinidad por la proteina enlace o bien por la sobreexpresion de la misma, también se
conocen como TSR (resistencia del sitio de accion) o b) por exclusion del herbicida
(degradacion metabdlica del herbicida a compuestos no toxicos, falta de absorcion o
penetracion del herbicida y posterior pérdida de transporte ya sea via Xilema o Floema
a la proteina de enlace, estos mecanismos son conocidos como NTSR (Resistencia
Fuera del Sitio de Accién) (Cruz et al., 2010).

Péagina 4
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1.5. Como funciona la tecnologia RoundUp Ready (RR) en cultivos transgénicos
resistentes a glifosato (RG)

Se observo, tanto en bacterias como en cultivos celulares de plantas, que el
incremento en el nimero de copias del gen codificante para la EPSPS confiere
tolerancia al herbicida glifosato. Se obtuvieron plantas transgénicas de petunia (Petunia
spp. Juss.) que expresaban un ADNc codificante para la pre-proteina completa EPSPS
de esa misma especie bajo control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV). Aunque la enzima sobrexpresada era sensible al glifosato, estas plantas eran

resistentes al herbicida.

Otra estrategia explorada fue la busqueda de formas variantes de la EPSPS que
tuvieran simultdneamente baja afinidad por el glifosato y buena actividad catalitica. Se
demostré que las plantas GM que expresaban una EPSPS heter6loga con estas
caracteristicas, tenian muy buena respuesta frente al herbicida. Asi fue como se aislo el
gen que codifica una EPSPS tolerante a glifosato de la cepa CP4 de Agrobacterium
tumefaciens (CP4/EPSPS). Se clond el gen gox, que codifica la enzima glifosato
oxidoreductasa (responsable del proceso de degradacion del glifosato por la ruta del
acido aminometilfosfénico) a partir de la cepa LBAA de Achromobacter sp. Algunas
mutaciones en la EPSPS pueden tornar a la enzima insensible al glifosato. La union de
este herbicida a la enzima nativa bloquea su actividad e impide el transporte del
complejo EPSPS-shikimato 3-fosfato al cloroplasto. La enzima producida por el gen
mutado (epsps*) tiene una menor afinidad por el glifosato y es cataliticamente activa en
presencia del herbicida.

Existen tres estrategias principales para lograr esta tecnologia.

1) Alterar el sitio de accion del herbicida
2) Introducir genes que permitan la detoxificacion del herbicida

3) Incrementar la expresion de la proteina target del herbicida

Pagina 5
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1.6. Efectos adyacentes del uso de OGM-RH

Los principales riesgos a evaluar con el uso de esta tecnologia son los efectos no

contemplados al elegir un cultivo GM, entre los cuales se encuentran:

1.6.1. Incremento de plantas resistentes al herbicida:

El uso masivo de glifosato ha ocasionado la aparicion y propagacion de las llamadas
“supermaleza”. Antes de la introduccién de los cultivos RH en 1996, las especies de
maleza RG eran practicamente desconocidas. La primer maleza reportada RG (Lolium
rigidum, L.) surgié en Australia en 1996 en el cultivo de canola RH. Es sabido que el
uso de esta tecnologia ha traido consecuencias graves, como la reduccién de la
diversidad biologica dentro de las areas de siembra de estos cultivos, facilitando la
coevolucion de biotipos de maleza RH (Benbrook, 2012). Segun la WeedScience (2014)
desde 1996, se han reportado 25 especies de maleza resistentes a glifosato,
encontrandose 12 dicotiledoneas y 13 monocotiledéneas, se confirma que la primer
especie reportada fue Lolium rigidum, L., en Australia. Paralelamente a estos reportes
de maleza RH, a mediados de la década de los 90's, cientificos de Monsanto
escribieron o fueron coautores de varios documentos, argumentando que la evolucion
de maleza RG era poco probable, citando la larga historia de los herbicidas de uso y su
relativa ausencia de malezas resistentes. Sin embargo, Benbrook (2012), comparoé las
tasas de uso de herbicidas por hectarea en cultivos no GM y cultivos RH encontrando
un incremento del uso de herbicidas en estos ultimos, estimandose en unos 239
millones de kilogramos en el periodo de 1996-2011. El aumento del uso del herbicida
glifosato ha representado la mayor parte de este incremento. El cultivo de soya RG ha
sido objeto de estudio desde el afio 2006, cuando la propagacion de maleza RG
comenzd a aumentar significativamente en areas donde se sembraba soya RR® por el
uso excesivo de este herbicida (incremento del 70 %). México ocupa el 38° lugar a nivel
mundial en cuanto a especies de maleza resistentes a herbicidas, reportadas hasta
2010; la primer especie reportada con resistencia a glicinas (glifosato) en el 2010 fue
una graminea perenne tropical llamada Leptochloa virgata, (L.) Beauv. (WeedScience,
2014).
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1.6.2. Dafos ala salud:

Un estudio sobre los efectos de la utilizacion de glifosato en vertebrados, realizado
por el equipo del Dr. Andrés Carrasco, de la Facultad de Medicina de Buenos Aires,
Argentina, quienes evaluaron los efectos del herbicida glifosato utilizado en el cultivo de
soya RG, demostraron que este herbicida es un potente teratdgeno (causante de
malformaciones) y posible cancerigeno en humanos. Evidencié experimentalmente, los
efectos del glifosato en el desarrollo de varios vertebrados, principalmente una rana
africana, usada como modelo experimental en biologia del desarrollo (Xenopus laevis),
evidenciando el potencial teratogénico y su mecanismo de accidén de este herbicida en
todos los vertebrados.

El efecto directo sobre los mecanismos iniciales de la morfogénesis en embriones de
vertebrados genera preocupacion, por los hallazgos clinicos observados en la
descendencia humana de poblaciones expuestas en los campos agricolas. Encontrd
que la frecuencia de las teratogenias aumentdé conforme las concentraciones de
glifosato. Las concentraciones que se usaron en la investigacidbn son mucho menores a
las usadas en los cultivos GM-RG o las que se han encontrado acumuladas en agua o
suelos, y probablemente a las que se encuentran en el aire y son aspiradas por las
personas que viven cerca de estos cultivos, o0 incluso son menores que se estan
registrando en fluidos y tejidos humanos y particularmente fetales (Paganelli et al.,
2010).
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1.6.3. Dafios toxicolégicos y ambientales:

En los sistemas acuaticos pueden provocar retardo en el crecimiento de organismos
como algas y peces, cambios histopatoldgicos, alteraciones de parametros enzimaticos,
disminuciéon de la actividad sexual y cambios bioquimicos. En el organismo humano
puede causar toxicidad en células placentarias y del higado, actuar como un disruptor
endocrino, generar afecciones respiratorias, gastrointestinales, dermatoldgicas y
neuroldgicas, asi como fragmentacion del material genético (Salazar y Aldana, 2011).
Estos resultados se suman a los riesgos y peligros implicados en la liberacion de OGM,
sobre todo en centros de origen y diversidad bioldgica, como México en el cual se
tienen liberando o considerando para su liberacion cultivos GM como: maiz, algodon,
soya, alfalfa, canola, clavel y otros. Sin embargo, en México, la Comision Federal para
la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) autoriza el uso de glifosato en
acciones urbanas de jardineria y agricola. En este Ultimo, para la destruccion de maleza
de los cultivos de maiz, frijol, trigo, citricos, tomate, vid, sorgo y papa, entre otros. Es
comercializado bajo los nombres de Agquamaster®, Faena®, Mamba®, Sankill®, Glyfos®,
Roundup® y Ramrod®, en presentaciones de concentrado soluble, granulo soluble,
liquido soluble, polvo soluble, solucion concentrada y solucién acuosa las cuales se
expenden en concentraciones de 350 a 720 g. de ingrediente activo (i.a.) por litro o por
kilogramo (COFEPRIS, 2009).

Para la EPA (Environmental Protection Agency) el glifosato esta clasificado en la
categoria E; es decir, evidentemente no carcinogénico para humanos, basados en
estudios crénicos hechos en ratas a las cuales el glifosato fue suministrado
continuamente, en dosis muy altas por dos generaciones sucesivas. Se reportd
toxicidad en las crias a dosis altas, las cuales produjeron efectos adversos en las
madres. En un estudio de 3 generaciones utilizando dosis bajas, no se observaron
efectos adversos en la capacidad de los machos o hembras para reproducirse. El
glifosato no ha producido cambios genéticos en una variedad de pruebas estandar

usando animales o células de animales o bacterias (Monsanto, 1999).
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Empero, Séralini et al. (2014) evaluaron por dos afios los efectos en la salud de 200
ratas, al consumir maiz transgénico tolerante a Roundup (11 % en la dieta) cultivado
con o sin Roundup, y de Roundup en el agua que bebian (0.1 ppb), dividiendo a las
ratas en grupos de machos y hembras, encontrando que en las hembras todos los
grupos tratados murieron en una proporcidon 2-3 veces superior que los del grupo
control y en forma més rapida. Esta diferencia fue visible comparada con 3 grupos de
machos alimentados con transgénicos. Las hembras desarrollaron tumores mamarios
grandes mas a menudo y antes que el grupo control, y la glandula pituitaria fue el
segundo 6rgano mas dafiado; el equilibrio de las hormonas sexuales fue modificado por
los tratamientos de transgénicos y de RoundUp.

En los machos tratados, las inflamaciones del higado y la necrosis fueron entre 2.5 a
5.5 veces mas frecuentes. Las nefropatias graves del rifion también fueron
generalmente 1.3 a 2.3 veces mas frecuentes que en el grupo control. Los machos
presentaron tumores palpables cuatro veces mas grandes que los controles, lo cual
ocurrié hasta 600 dias antes que a los controles. La estadistica bioquimica confirmo
importante insuficiencias cronicas de rifion; el 76% de todos los pardmetros que
mostraban alteraciones estaban relacionados con el rifién, para todos los tratamientos y
para ambos sexos. Estos resultados pueden ser explicados por los efectos no lineales
de la alteracion endocrina generados por RoundUp, pero también por la sobre
expresion del transgen en el organismo modificado genéticamente y las consecuencias

metabdlicas de ello.
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1.7. Siembra de Organismos Genéticamente Modificados en México

El primer antecedente para que en México se hablara de bioseguridad fue la solicitud
realizada en 1988, por parte de los productores de Sinaloa a la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) de la Secretaria de Agricultura (SAGARPA), se trataba de un
permiso para hacer pruebas en campo con un tomate GM. El gobierno federal tenia que
responder a esa novedosa solicitud fitosanitaria y para ello inici6 un proceso de
consulta entre la comunidad cientifica, en particular del sector agricola, y con las
autoridades gubernamentales responsables de la bioseguridad en EE. UU. y Canada,
principalmente ante la Organizacion de la Proteccion Vegetal de América del Norte
(NAPPO por sus siglas en inglés). A partir de ese afio, el tema de bioseguridad de los
OGM se empez6 a discutir en pequefios circulos de especialistas y productores,

particularmente del norte del pais (Serratos, 2009).

En cuanto a MGM, desde 1993 el grupo que antecedi6 al Comité Nacional de
Bioseguridad Agricola (CNBA) recibié una solicitud de permiso para experimentacion
con maiz transgénico por parte de investigadores del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados (CINVESTAYV). A partir de esa primera solicitud, y hasta mediados
de 1995, todos los ensayos fueron experimentos de escala minima. En febrero de 1996
se le concedi6 al Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) el
primer permiso oficial para llevar a cabo una prueba propiamente de campo en

Tlaltizapan, Morelos.

En todos los casos se tomaron medidas de control para el manejo del material
transgénico, principalmente: 1) no permitir la madurez sexual de la planta o desespigar;
2) establecer barreras fisicas y biologicas; 3) personal calificado y autorizado para el
manejo del ensayo; 4) destruccion del material transgénico remanente y de las barreras
bioldgicas en el caso de que se hubiera utilizado maiz. (Serratos, 2009). Los cultivos

GM de los que se ha realizado algun tipo de solicitud en México son:
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Cuadro 1A. Pruebas de campo por cultivo GM (1988 a 2005) aprobadas conforme
la LFSV y NOM FITO 056.

PRUEBAS DE PRUEBAS

OGM CAMPO OGM DE CAMPO
Alfalfa 3 Lino 1

Algodén 113 | Maiz 34 |

Arabidopsis thaliana 1 Melon 7
Arroz 1 Pseudomonas sp. 1
Bacillus thuringiensis 1 Papa 6
Calabacita 47 Papaya 5
Canola 1 Pifa 1
Cartamo 2 Platano 7
Chile 1 Rhizobium etli 1
Clavel 1 Soya 53
Jitomate 3 Tabaco 6
Colza 1 Tomate 26
Limon 1 Trigo 6

Fuente: CIBIOGEM, 2014

Cuadro 2A. Permisos de liberacién al ambiente por cultivo GM (2005 a 2011),
aprobadas conforme ala LBOGM.

OGM PERMISOS
Alfalfa 1
Algodon 224
Maiz 169
Soya 39
Trigo 22
TOTAL 455

Fuente: CIBIOGEM, 2014

Cuadro 3A. Permisos de liberaciéon al ambiente de OGM por tipo de solicitud (2005
a 2011), conforme la LBOGM.

ANO EXPERIMENTAL PILOTO COMERCIAL

2005 42 0 0
2006 26 0 0
2007 49 0 0
2008 44 6 0
2009 50 14 0
2010 86 23 1
2011 90 20 4
TOTAL 387 63 5
Fuente: CIBIOGEM, 2014
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En 2012, se sembrd algodén y soya GM en una superficie de 200,000 hectareas
(James, 2012). En cuanto a MGM, en la actualidad no estan autorizadas las siembras

bajo ningun tipo de solicitud.

1.8. Principales fuentes de introgresion transgénica al maiz nativo en México

En 1996, dos afios después que entrara en vigor el Tratado de Libre Comercio de
América del Norte (TLCAN) se incrementaron las importaciones de grano de maiz,
proveniente de EE.UU. el cual podria ser GM, ya que a la par la siembra de maiz
transgénico se implementaba en ese pais (Serratos, 2009). A la fecha se han planteado
hipotesis sobre posibles fuentes de introgresion transgénica al maiz nativo de México

ya reportado en algunos estados.

La interaccion genética puede propiciarse de diversas formas, tales como la
importacion de “grano” todavia viable, proveniente de paises donde esta permitida la
siembra de MGM como: EE UU., Brasil y Sudafrica; el intercambio de semillas entre
productores y el acarreo de material genético fordneo por los migrantes y por la
distribucion de semillas de maiz sin etiquetar, a lo largo de las zonas rurales por las
tiendas Diconsa (Quist y Chapela, 2001; Mercer y Wainwright 2007; Dyer et al., 2009,
Rivera, 2009; Serratos 2009; Turrent et al., 2009; Carredn et al., 2011).

Por otra parte, se ha demostrado el riesgo que representa para la diversidad genética
del maiz, que en su centro de origen se siembre a cielo abierto maices transgénicos ya
gue el maiz es una planta de polinizacion abierta (aldgama) propensa al cruzamiento, la
gran mayoria de los granos de polen viajan de 100 a mas de 1000 m de distancia,
dependiendo de las condiciones ambientales su viabilidad puede mantenerse estable
(Kato et al, 2009).
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Diversos investigadores han advertido sobre las consecuencias que traeria la
siembra de MGM en México como: Kato (2004), quién indico las posibles aberraciones
cromosomicas producto de la acumulacion de rADN; menciona que esto podria causar
esterilidad y anomalias fenotipicas como malformaciones en los individuos. Esto
concuerda con lo estudiado por Alvarez y Pifieyro (2009) quienes realizaron
experimentos con Arabidopsis thaliana, transformandolas via Agrobacterium
tumefasciens y encontraron individuos con distintas aberraciones fenotipicas, con ello
quedo6 documentada la imposibilidad de controlar el sitio de insercion de un transgén y

el efecto sobre el mismo en un individuo.

En un estudio realizado por Luna et al. (2001) examinaron la dispersion de polen de
maiz a distancias largas en México, llevaron a cabo su investigacion, teniendo en
cuenta las condiciones ambientales de la region, determinaron que la distancia maxima
lateral que puede recorrer el polen es de 32 km, a partir de una fuente de polen de
4.000 m?, midieron la presencia de genes previamente marcados, en parcelas de maiz
de 12.8 m? a varias distancias y detectaron polinizacién cruzada a 200 m. En otro
trabajo similar llevado a cabo por Weeks et al. (2003) detectaron polinizacion cruzada a
63 m de la fuente de polen. Estos trabajos muestran resultados diferentes, sin embargo,

comprueban que el flujo de transgenes es un hecho inminente (Galeano et al., 2009).

En tanto, en el afio 2000 se firmo el Protocolo de Cartagena sobre seguridad en
biotecnologia, que promueve la bioseguridad al regular el movimiento, manipulacién y
utilizacién de todos los OGM que puedan tener efectos adversos para la conservacion
de la diversidad biol6gica o la inocuidad alimentaria y adicionalmente se implement6 el
principio precautorio (SCDB, 2000; Gobierno Federal en LBOGM, 2005; Mercer et al.,
2007). A pesar de estos conocimientos sobre riesgos y precaucion en Meéxico, se
otorgaron autorizaciones para el establecimiento de siembras experimentales y piloto
del afio 2002 al 2013, y se sometieron solicitudes de siembras comerciales en 2012 y

2013, incluyendo el evento NK603 recientemente probado por Seralini et al., (2014).
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Para el afio 2012, la Comisién Intersecretarial de Bioseguridad de los Organismos
Genéticamente Modificados (CIBIOGEM) registr6 33 resoluciones con permiso de
liberacion para maiz, la mayoria fueron eventos acumulados de resistencia a plagas y
tolerancia a un herbicida, en la categoria de liberacidon experimental al ambiente y
liberacibn al ambiente en programa piloto de cuatro empresas promoventes: 14
solicitudes de Pioneer de México (PHI México, S.A. de C.V.); 12 solicitudes de Semillas
y Agroproductos Monsanto, S.A. de C.V. y Monsanto Comercial, S.A. de C.V.; cuatro
solicitudes de Syngenta Agro, S.A. de C.V. y tres solicitudes de Dow AgroSciences de

México S.A. de C.V., respectivamente.

Hasta la fecha no se han autorizado solicitudes para siembras de liberacién al
ambiente a nivel comercial y actualmente estan suspendidas ya que en octubre de 2013
se interpuso ante el Tribunal Superior de Justicia del Distrito Federal a través del
Juzgado 2° de lo civil, una medida cautelar de suspensién para la emision de permisos
para la liberacion al ambiente de maiz GM en México en cualquiera de sus
modalidades: experimental, piloto y comercial (LBOGM, 2005), invocando algunos de
los derechos humanos como: el derecho a la alimentacién inocua y variada, la
proteccion del medio ambiente y el derecho a la diversidad biol6gica de los maices,
deteniéndose con ello las solicitudes emitidas por los promoventes. La demanda
colectiva mantiene detenidas 79 solicitudes para sembrar en forma masiva semillas de

MGM en el campo mexicano ("Com. pers.).

El estado de Veracruz es estratégico para la regulacion de la entrada de los MGM,
pues existen las condiciones que facilitan la introduccién de maiz (grano funcional como
semilla) del exterior a través de los principales puertos ubicados estratégicamente, en el
norte, centro y en sur. En conjunto estos tres puertos operan el 40% del total nacional
de las importaciones de materia prima, esto representa una fuerte entrada de maiz a
México, principalmente de EE.UU. (SCT, 2013).

TRené Sanchez Galindo: Licenciado en Derecho por la Universidad Iberoamericana Puebla. Director de

Asociacion Colectivas A.C. http://www.semillasdevida.org.mx/ Actualmente es director de colectivas
A.C.
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En este contexto, el estado de Veracruz es estratégico para la regulacion de la
entrada de MGM, pues existen la vias de transporte terrestre, maritimo y aéreo, que
facilitan la introduccion de maiz (grano o semilla) del exterior a través de los principales
puertos ubicados en: el Norte (Puerto de Tuxpan), el centro (Puerto de Veracruz) y en el
Sur (Puerto de Coatzacoalcos). En conjunto estos tres puertos operan el 40 % del total
nacional de los contenedores, lo que representa una importante entrada de maiz que
podria ser GM, ademas de contar con conexiones ferroviarias y diversos enlaces
carreteros y aeropuertos que comunican al estado practicamente con todo el pais
(SCT, 2013).

En cuanto a la legislacion en México, contemplando el riesgo latente de la interaccion
de maices nativos con materiales introducidos por diversas vias, y los riesgos de flujo
génico entre variedades nativas, parientes silvestres (teocintles) y MGM, que pudiera
afectar la biodiversidad y la rigueza genética del maiz, cientificos especialistas del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y el Comité Nacional
de Bioseguridad Agricola (CNBA) se reunieron en el Foro: “Flujo génico entre maiz

criollo, maiz mejorado y teocintle: implicaciones para el maiz transgénico”.

En este foro se discutieron y evaluaron los impactos que traeria para las variedades
silvestres de maiz o teocintle, la presencia de MGM en su centro de origen. Fruto de
estas consideraciones se decidio decretar en 1999 una moratoria de facto a la siembra,
tanto comercial como experimental de MGM en México, pero no restringido la
importacion para fines de consumo. Ante esta situacion, en el afio 2000, se firmé el
Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio sobre la
Diversidad Bioldgica, implicando la adhesion del principio precautorio (Rivera 2009;
Serratos, 2009).
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Sin embargo, ante un creciente aumento del area cultivada con MGM a nivel mundial
y el aumento de las importaciones provenientes en su mayoria de EE. UU., Brasil y
Sudafrica y los problemas deficitarios en la produccion nacional, desde hace varios
afios empresas transnacionales como: PHI Meéxico, S.A. de C.V.; Semillas y
Agroproductos Monsanto, S.A. de C.V. y Monsanto Comercial, S.A. de C.V.; Syngenta
Agro, S.A. de C.V.; Dow AgroSciences de México S.A. de C.V. principalmente, han
intentado que se autorice la siembra comercial de MGM en México, con la justificacion
de incrementar la produccion, lo que no se ha demostrado aun, ni en los paises que
mMAs promueven su siembra, pues la respuesta en rendimiento es un factor multigénico
que no quedaria cubierto con la insercion de uno o pocos genes al azar insertados en el

genoma del maiz.

El estudio del flujo génico entre hibridos convencionales y MGM, no se ha explorado
tanto, sin embargo adquiere importancia ya que estos hibridos se mueven por todo el

pais y de tener introgresion transgénica podrian contaminar los maices nativos.

1.9. Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados

En la actualidad se emplean tres métodos para la deteccion y cuantificacion de
elementos constituyentes de un transgen en semillas y productos derivados de un
OGM, los cuales emplean técnicas inmunolégicas basadas en proteinas (ELISA vy tiras
reactivas) y técnicas basadas en ADN empleando la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (tiempo real y punto final), con estas técnicas es posible detectar y
cuantificar un elemento en semillas, plantas, alimentos y derivados de los anteriores. La
PCR permite la amplificacion selectiva de segmentos de ADN presentes en una
muestra, es una técnica cuya realizacion exige personal capacitado y equipo
especializado. Permite detectar la presencia de una sola secuencia de ADN presente
en una muestra por lo que se deben extremar medidas de bioseguridad en la
manipulacion de las muestras, evitando la contaminacién cruzada y por lo tanto emitir

falsos positivos.
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Por su parte el método basado en proteinas o “Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay” o ELISA; utiliza anticuerpos especificos de la proteina recombinante de interés y
manifiesta la cantidad presente de la proteina en una muestra que puede contener otras
proteinas. Utiliza un anticuerpo para ligar la proteina especifica, un segundo anticuerpo
para amplificar la deteccién (fase optativa) y un conjugado de anticuerpo con una
enzima, cuyo producto genera una reaccion colorimétrica, facil de observar y cuantificar
comparando con una curva patron de la proteina de interés; esta técnica es menos
sensible que la PCR; tiene elevados costos iniciales para la obtencion de anticuerpos y
patrones de proteinas, su costo se reduce cuando se elaboran los reactivos; no
discrimina entre diferentes modos y modelos de expresion de diferentes productos
transgénicos que expresan caracteristicas proteinicas similares. En la deteccion de
OGM se tiene claro que la PCR y el ELISA deben considerarse métodos de deteccion
complementarios y no se excluyen entre si (SENASICA-CNROGM, 2014).

Hasta el momento todas las técnicas utilizadas para deteccion de OGM implican
altos costos y la necesidad de contar con laboratorios especializados para la realizacién
de las pruebas de confirmacién, de hecho, tratando de cubrir este aspecto en politica
publica para establecer un escenario hacia la probable autorizacién de permisos de
siembras de maiz transgénico a cielo abierto, se estableci6 una Red de Monitoreo y
analisis de muestras para detectar la presencia de OGM en semillas de maices nativos,
en el Proyecto de Colectas de maiz apoyado por la Comision Nacional para el
Conocimiento y uso de la Biodiversidad (CONABIO) y el Sistema Nacional de Recursos

Fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura (SINAREFI).

Lo anterior justifica la necesidad de continuar realizando investigaciones para
precisar con mayor detalle la frecuencia del intercambio genético entre hibridos con
mejoramiento convencional y MGM, en regiones estratégicas del pais, como el estado
de Veracruz. Ante la eventual movilizacion de semilla F1 y grano importado y nacional
de una region a otra (F2), asi como la limitada informacién sobre la genealogia de la
semilla mejorada y nativa que se utiliza para siembra, es muy importante conocer y

tener certidumbre si este material genético posee introgresion transgénica debido a las
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implicaciones que tiene para México con respecto a la riqueza biologica en cuanto a
maiz y recordando que el pais es signatario del Protocolo de Cartagena. Debido a esta
condicion la deteccion de transgenes en materiales nativos e hibridos convencionales

adquiere relevancia.

Por ello, en el presente trabajo se propone utilizar la aplicacion de glifosato a plantas
de maiz en primeras etapas de crecimiento (V4-5), como una metodologia de campo,
facil, préactica y eficiente para detectar presencia de plantas con resistencia a este
herbicida y con ello presumir la posible presencia de transgénicos en variedades
nativas y mejoradas de maiz; asi el productor tendré la capacidad de discriminar este
tipo de materiales de su parcela de una manera facil y econdmica. Bajo estas

consideraciones se plantearon los siguientes objetivos:

1.10. OBJETIVOS GENERALES

a) Definir si la aplicacion de glifosato en plantas de maiz de variedades nativas e
hibridos comerciales, en primeras etapas de crecimiento, permite discriminar y
determinar en pruebas rapidas de campo la presencia de transgénes relacionados

con la resistencia a este herbicida.

b) Detectar la presencia de transgénes en colectas de maices nativos de Veracruz y
de hibridos comerciales, a través de pruebas moleculares especificas que permitan

la presencia 0 ausencia de transgénes, en caso de existir plantas sobrevivientes.

c) Establecer en caso que asi ocurra, la frecuencia de las plantas con resistencia a
glifosato en campo y determinar si existe una correlacion entre la sobrevivencia en
campo y la presencia de una proteina recombinante en la muestra determinada a

través de una prueba especifica de ELISA.
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1.11. HIPOTESIS

Existen maices nativos e hibridos comerciales, utilizados en algunos estados de
México que portan el transgén de resistencia al herbicida glifosato y en ese caso, a
través de la aplicaciébn de este herbicida, a plantas en etapa fenolégica V4-V5 de
muestras de maices nativos procedentes de Veracruz y de algunos hibridos

comerciales, es posible detectar de manera rapida dicha resistencia.

Para cumplir los objetivos y corroborar la hipétesis planteada el presente trabajo se
dividié en dos capitulos: 1) RESISTENCIA A GLIFOSATO EN MAICES NATIVOS DE
VERACRUZ; 2) RESISTENCIA A GLIFOSATO EN HIBRIDOS COMERCIALES DE
MAIZ DISTRIBUIDOS EN MEXICO.
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CAPITULO 1: RESISTENCIA A GLIFOSATO EN MAICES NATIVOS DE VERACRUZ

2.1. RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo definir si la aplicacion de glifosato podria
utilizarse como una prueba econdmica, facil y practica en campo, para detectar plantas
con resistencia a este herbicida, por ello se establecié un ensayo en campo, en el
CEVAMEX-INIFAP, con 53 genotipos: 45 registros de maices nativos de Veracruz y
seis registros antiguos de maices donados por el CIMMYT e incrementados en el
COLPOS, el hibrido H-48 del INIFAP como testigo local y una muestra de grano
importado de Brasil. De cada material genético se establecieron tres repeticiones, con
100 semillas por parcela. Se asperj6 glifosato en una ocasion con la dosis
recomendada (3L. hal), en etapa V4-5. Se registraron variables en la sintomatologia y
se colectaron los materiales resistentes (15 dda.): en total fueron siete registros nativos
y dos del CIMMYT con la mayor frecuencia de resistencia (0.10 a 0.33); estas y otras
poblaciones se analizaron con una prueba especifica basada en proteinas (ELISA) para
rastrear la proteina recombinante CP4/EPSPS. Se encontr6 que el registro 290
perteneciente a la raza Tuxpefo, originario de Sehualaca, Santiago Tuxtla, con una
densidad éptica (DO) de 0.77 a 450 nm fue reactiva; confirmandose por la metodologia
basada en el indice de muestra (IM = 4.086) con un cut off de 0.188. Esto coincidié con
la prueba de campo por lo que la aplicacion de glifosato en campo, es una alternativa
accesible y rapida para definir la presencia de plantas resistentes a este herbicida y
funcionaria como un filtro para la discriminacién de plantas a evaluar en pruebas
especificas en laboratorio, las cuales por su propia naturaleza son mas costosas, asi
como para la identificacion de genotipos con una resistencia natural al herbicida que

podria ser utilizados en un programa de mejoramiento genético clasico.

Palabras clave: Zea mays, L., glifosato, semillas nativas de Veracruz, ELISA,
CP4/EPSPS.
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CHAPTER 1: GLYPHOSATE RESISTANCE IN MAIZE LANDRACES OF VERACRUZ

2.2. ABSTRACT

This study was carried out in order to determine if the application of glyphosate could be
used as an economical and easy field practice to detect plants with resistance to this
herbicide, so a field trial was established in CEVAMEX-INIFAP with 53 maize
genotypes: 45 accessions of landraces of Veracruz, six old accessions of maize
donated by CIMMYT and increased in COLPOS, the hybrid H-48 as local control, and
seed for consumption imported from Brazil. Each one was planted in three replicates,
with 100 seeds per plot. The plants were sprayed with glyphosate after the
recommended dose (3L ha?) in the phenological stage V4-5. Variables were recorded
and the resistant materials were collected (15 dda.): in total, it was seven native
landraces and two CIMMYT accessions with the highest frequency of resistance (0.10 to
0.33); these and other populations were analyzed using a specific test (ELISA) to screen
the recombinant protein CP4 / EPSPS. It was found that the native landrace 290
belonging to the Tuxpefio race from Sehualaca, Santiago Tuxtla, with an optical density
(OD) of 0.77 at 450 nm showed a positive response; these fact was confirm by the
sample index (SI = 4.09) with a cut off of 0.188. The previous result coincided with the
field test, so the application of glyphosate in field trials is an affordable alternative to
define the presence of resistant to this herbicide in plants, and that this also serves as a
filter for the discrimination of plants to evaluate specific laboratory tests, which by their
nature are more expensive, as well as to identify genotypes with natural resistance to

this herbicide, which could be used in a breeding program.

Keywords: Zea mays, L., glyphosate, native landraces from Veracruz, ELISA,
CP4/EPSPS.
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2.3. INTRODUCCION

México es el centro de origen del maiz (Zea mays, L.) y se considera que en su
territorio es donde se encuentra la maxima diversidad genética de esta especie (Kato et
al., 2009), con mas de 63 razas hasta la fecha documentadas. Ademas de la superficie
dedicada a su produccion, desde el punto de vista alimenticio, industrial, econdmico,
politico y social, el maiz es el cultivo més importante, al grado que para los antiguos
mexicanos poseia un valor cosmogonico por lo que trasciende su importancia. Su
consumo representa 55 % de la ingesta caldrica y 22 % de la proteina diaria de los
mexicanos. La Ley Federal de Variedades Vegetales (Gobierno Federal, 1996)
establece que una de las funciones de la SAGARPA es proteger la biodiversidad de las
variedades vegetales que son de dominio publico, y que las comunidades tendran el
derecho de explotarlas racionalmente como tradicionalmente lo vienen haciendo;

derecho que se expresa en el reglamento de dicha Ley (Gobierno Federal, 1998).

En 2001 Quist y Chapela publicaron el primer reporte de deteccién de transgénes en
Oaxaca, en el que dan a conocer a la comunidad cientifica a través de la revista Nature,
la contaminacion de los maices nativos mexicanos, con ello se sientan las bases para
investigar la posible coexistencia entre MGM y poblaciones nativas. Ese mismo afio, el
Secretario de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) confirmé que “una
muestra de grano de maiz tomada en los almacenes de Diconsa, en el pueblo de Ixtlan
de Juéarez, demostré que aproximadamente un tercio del grano estaba contaminado
(37 %)” (Greenpeace, 2003; Rivera, 2009) e impuso una moratoria de facto al cultivo de
maiz transgénico a campo abierto. Esta moratoria fue sostenida hasta marzo de 2009
cuando las modificaciones hechas a la Ley de Bioseguridad y Organismos
Genéticamente Modificados (LBOGM) y a su Reglamento (Gobierno Federal, 2005 y
2008) permitieron la ejecuciéon de la siembra de MGM en etapas experimental y piloto,
estableciendo que la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) y SEMARNAT, promoverian la conservacion de razas y
variedades de maices nativos y sus parientes silvestres, ademas de que se impulsaria

el desarrollo de laboratorios para detectar y cuantificar el grano contaminado.
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Ortiz et al. (2005), indagaron sobre los resultados reportados por Quist y Chapela
(2001), para ello examinaron 870 plantas en 125 campos y 18 localidades en el estado
de Oaxaca durante 2003 y 2004. Buscaron elementos presentes en la constitucion de
un OGM (CaMV 35S y tNOS) por medio de marcadores basados en PCR. En su
estudio no encontraron secuencias transgénicas, en los campos incluidos en la
muestra. Sefalaron que los transgénes encontrados por Quist y Chapela habian sido

“suprimidos” o “borrados” del genoma de las variedades nativas.

Empero siguieron realizandose investigaciones como la de Serratos et al. (2007),
quienes encontraron presencia de proteinas recombinantes a través de pruebas de
inmunoensayo sobre 208 muestras de maiz de 25 comunidades de las delegaciones:
Milpa Alta, Tldhuac, Tlalpan y Magdalena Contreras, revelaron la presencia de dos
proteinas recombinantes: CP4/EPSPS, que produce tolerancia al herbicida glifosato, y

CrylAbl/c, que confiere resistencia a insectos lepiddpteros en maiz.

Dyer et al. (2009), en un estudio a nivel nacional reportaron haber encontrado las
proteinas recombinantes CrylAb/Ac, en 10 de las 321 muestras analizadas (3.1 %) y
CP4/EPSPS en seis de las 327 muestras analizadas (1.8 %) para esta proteina, siendo
mas frecuente en el sureste de México encontrandose los estados de Oaxaca y
Yucatan entre las muestras reactivas a estas proteinas, también estuvieron presentes
en la regién centro-oeste, atribuyendo la contaminacién de esta regién a la difusion de
grano importado de EE.UU., que podria utilizarse como semilla; lo que contrasta con lo
reportado en el informe final del estudio: “Deteccidén de secuencias transgénicas en
colectas de maiz nativo destinadas para su conservacidon en bancos de germoplasma”,
provenientes del proyecto FZ014: “Colecta de maices nativos en regiones estratégicas
de la peninsula de Yucatan”. En él se analizaron 156 muestras de registros de maiz
nativo de Yucatan, cuyo destino final fueron los bancos de germoplasma del INIFAP y el
Banco Nacional de Germoplasma Vegetal (BANGEV) de la Universidad Autbnoma de
Chapingo, en este informe no se encontraron elementos constituyentes de un OGM en
las muestras analizadas (INE-CENICA-UAM, 2009).
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Rivera (2009), realizé ensayos tipo ELISA en recolectas de milpas tradicionales de
15 estados en México. Confirméandose la contaminacion en la Sierra Juarez en Oaxaca
(11.92 %). Las regiones que reportaron mayor frecuencia de proteinas recombinantes
fueron la Sierra Tarahumara de Chihuahua con 33 %; Istmo de Tehuantepec con 13 %;
Valles Centrales de Oaxaca con 12 % y la Sierra Norte de Puebla con 7.3 %. Los
eventos analizados fueron CP4/EPSPS; Bt y Starlink (Cry9c), esta ultima proteina no es
apta para el consumo humano, pero era frecuentemente distribuida como apoyo a las
zonas de alta marginacion en México y otros paises; siendo esta la proteina mas

frecuentemente encontrada en el maiz analizado seguida de la CP4/EPSPS.

Diversos investigadores han advertido sobre las consecuencias que traeria la
siembra de MGM en México (Kato, 2004; Alvarez y Pifieyro, 2009). A pesar de estos
conocimientos sobre riesgos y precaucion en México, se otorgaron autorizaciones para
el establecimiento de siembras experimentales y siembras piloto del afio 2009 a 2013, y
se sometieron solicitudes de siembras comerciales en 2012 y 2013, incluyendo el

evento NK603 evaluado por Séralini et al., (2014).

Para el afio 2012, la Comision Intersecretarial de Bioseguridad de los Organismos
Genéticamente Modificados (CIBIOGEM) registr6 33 resoluciones con permiso de
liberacién para maiz, la mayoria fueron eventos acumulados de resistencia a plagas y
tolerancia a glifosato, en la categoria de liberacion experimental al ambiente y liberacion
al ambiente en programa piloto de cuatro empresas promoventes: 14 solicitudes de
Pioneer de México (PHI México, S.A. de C.V.); 12 solicitudes de Semillas y
Agroproductos Monsanto, S.A. de C.V. y Monsanto Comercial, S.A. de C.V.; cuatro
solicitudes de Syngenta Agro, S.A. de C.V. y tres solicitudes de Dow AgroSciences de
México S.A. de C.V. Hasta la fecha no se han autorizado solicitudes para siembras de
liberacién al ambiente a nivel comercial pues estan suspendidas, debido al dictamen de
un Juez Federal, quien atendi6 y resolvié favorablemente una demanda colectiva, que

restringe todos los permisos de siembras de MGM ("Com. pers.).

René Sanchez Galindo: Licenciado en Derecho por la Universidad Iberoamericana Puebla. Director
de Asociacion Colectivas A.C. http://www.semillasdevida.org.mx/
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El Estado de Veracruz es estratégico para la regulacion de la entrada de MGM, pues
cuenta con conexiones ferroviarias y diversos enlaces carreteros, portuarios y
aeroportuarios que lo comunican practicamente con todas las regiones del pais y
facilitan la introduccion de maiz principalmente de EE.UU. (grano para uso alimenticio
pero funcional como semilla) del exterior a través de los principales puertos ubicados
estratégicamente (SCT, 2013).

Rojas (2010) realiz6 una investigacion, en la cual dividié estratégicamente al estado
de Veracruz en tres regiones: norte, centro y sur y seleccioné seis municipios y seis
localidades por municipio, muestred variedades nativas y mejoradas y encontré que
40 % del maiz recolectado fue positivo para OGM, por ensayos tipo ELISA y PCR. En
otra investigacion realizada en la Mixteca Poblana, se analizaron 47 muestras de
poblaciones nativas y 11 muestras de grano de tiendas Diconsa, se evidencié que el
promotor CaMV-35S estuvo presente en 36 % de las poblaciones nativas en
porcentajes entre 0.31 y 0.01% y en 36 % de los lotes de grano obtenidos en las

tiendas Diconsa (Carreon et al., 2011).

Ante la eventual movilizacion de semilla de una regién a otra, es relevante conocery
tener certidumbre de que este material genético no posea insertos transgénicos. Lo
anterior justifica la necesidad de continuar realizando investigaciones para precisar con
mayor detalle el flujo génico entre razas nativas, sus parientes silvestres y los MGM, en
regiones estratégicas del pais como el estado de Veracruz. El objetivo del presente

estudio fue:
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2.3.1. Objetivo:

Detectar resistencia al herbicida glifosato en muestras de maices nativos de Veracruz
en las primeras etapas de crecimiento; asi mismo establecer en caso de que asi ocurra,
la frecuencia de resistencia de las plantas por genotipo (posible resistencia transgénica)
para realizar en las plantas resistentes a glifosato, una prueba especifica para detectar

presencia/ausencia de la proteina recombinante CP4/EPSPS.

2.3.2. Hipotesis:

Algunos registros de maices nativos que provienen de muestras de recolectas de
una region estratégica para el acceso de granos con insertos transgénicos como
Veracruz, por contaminacién de maices importados portan el transgén de resistencia al

herbicida glifosato.
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2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material Genético

Se utilizaron 45 muestras de registros de maiz provenientes del estado de Veracruz,
facilitadas por el Dr. Mauro Sierra Macias, obtenidas a través del proyecto FZ016:
“Conocimiento de la diversidad y distribucion actual del maiz nativo y sus parientes
silvestres en México”, en su segunda etapa 2008-2009/ Diversidad y distribucion actual
de los maices nativos de Veracruz, de la Comision Nacional para el conocimiento y uso
de la Biodiversidad (CONABIO), en el cual se realizaron 471 recolectas en diferentes
puntos del Estado (Figura 1B). En las 45 muestras estan incluidas siete razas: Tuxpefio,
Olotillo, Ratén, Tepecintle, Celaya, Arrocillo, Zapalote Grande y cruzas entre ellas
(Cuadro 1B).

También, como referencias de maices nativos sin contaminantes transgénicos se
utilizaron incrementos de semilla (#) realizados en el Colegio de Postgraduados
(COLPOS) en 2011, de recolectas antiguas donadas por el banco de germoplasma del
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) provenientes de: San
Luis Potosi (SLP 77; SLP 87), Tamaulipas (TAM 4; TAM 21) y Nayarit (NAY 173; NAY
178). Se utiliz6 un testigo local, el hibrido H-48 del INIFAP-CEVAMEX y grano
importado en 2012 de Brasil (F2) destinado a la industria alimentaria.
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Cuadro 1B. Registros de maiz nativo de Veracruz evaluados para resistencia a glifosato en campo durante el
Ciclo P-V, 2013. Santa Lucia de Prias, INIFAP-CEVAMEX.

REG ID. C. REGISTRO RAZA REG ID. C. REGISTRO RAZA
. _ Olotillo Tuxpefio
108 18394 Popoctepetl, S.T. Tuxpefio 235 18529 La Candelaria, Catemaco _
rojo
163 18461 La Redonda, S.A.T. Olotillo Ratén 243 18536 La Candelaria, Catemaco Tuxpefio Olotillo
o Tuxpefio _ i _
172 18470 Apixita, S.A.T. Olotil 244 18537 La Candelaria, Catemaco Raton Olotillo
otillo
173 18471 Apixita, S.A.T. Tepecintle rojo 245 18538 La Candelaria, Catemaco Tuxpefio
Vista Hermosa, Jesus Olotillo Olotillo Tuxpefio
189 18483 N 248 18541 San Juan Seco, Catemaco ]
Carranza Tuxpefio rojo negro crema
_ Tuxpefio Tuxpefio Raton
206 18500 Ohuilapan, S.A.T. _ 249 18542 San Juan Seco, Catemaco _
Olotillo rojo
208 18502 Apixita, S.A.T. Tuxpefio 250 18543 San Juan Seco, Catemaco Olotillo
209 18503 Apixita, S.A.T. Tuxpefio 252 18545 La Candelaria, Catemaco Tuxpefio Olotillo
216 18510 El Laurel, S.A.T. Tuxpefio 253 18546 San Juan Seco, Catemaco Olotillo Tuxpeiio
219 18513 Huidero, S.A.T. Tuxpefio 254 18323 La Candelaria, Catemaco Olotillo
. Santa Rosa Cintepec, .
220 18514 Huidero, S.A.T. Tuxpefio 255 18324 Olotillo Tuxpefio
Hueyapan de Ocampo
Tuxpefio Santa Rosa Cintepec, Tuxpefio rojo y
231 18525 El Laurel, S.A.T. _ 260 18565
Olotillo Hueyapan de Ocampo negro

REG= Comunidad de origen del registro de maiz nativo (proyecto CONABIO: FZ016 / 2009); ID. = Registro en el banco
de germoplasma del INIFAP; S.T. = Santiago Tuxtla; S.A.T. = San Andrés Tuxtla, Ver.
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Cuadro 1B... continuacion. Registros de maiz nativo de Veracruz evaluados para resistencia a glifosato en
campo durante el Ciclo P-V, 2013. Santa Lucia de Prias, INIFAP-CEVAMEX.

REG ID. C. REGISTRO RAZA REG ID. C. REGISTRO RAZA

o i . Olotillo Tuxpefio
266 18571 Quimixchoxtaya, Catemaco Ratdn Tuxpefio 288 18549 Sehualaca, S.T.

morado
268 18573 Chuniapan de Abajo, S.A.T. Tuxpefio rojo 289 18550 Sehualaca, S.T. Tuxpefio
270 18575 Chuniapan de Abajo, S.A.T. Tuxpefio rojo 290 18551 Sehualaca, S.T. Tuxpefio morado
_ _ Olotillo Tuxpefio . ]
271 18576 Chuniapan de Abajo, S.A.T. i 291 18552 Sehualaca, S.T. Tuxpefio Raton
amarillo
272 18577 Chuniapan de Abajo, S.A.T. Tuxpefio Ratén 292 18585 Chiguipilincan, S.T. Tuxpefio
275 18580 Cuesta Amarilla, S.A.T. Tuxpefio 295 18588 Chuniapan de Arriba, S.A.T. Tuxpefio
278 18583 Cuesta Amarilla, S.A.T. Tuxpeiio Olotillo 296 18589 Chuniapan de Arriba, S.A.T Tuxpefio
] El Naranjalito, Mpio. de . )
279 18584 Cuesta Amatrilla, S.A.T. Tuxpefio 302 18595 _ Olotillo Ratén
Tamiahua
284 18442 Popoctepetl, S.T. Tuxpefio 408 18694 Miahuatlan, Miahuatlan Celaya Olotillo
Tuxpefio La Guacamaya, _
285 18443 Popoctepetl, S.T. 413 18699 ) _ Celaya Arrocillo
Zapalote Grande Chiconquiaco.

287 18548 Sehualaca, S.T. Tuxpefio Olotillo

REG= Comunidad de origen del registro de maiz nativo (proyecto CONABIO: FZ016 / 2009); ID. = Registro en el banco
de germoplasma del INIFAP; S.T. = Santiago Tuxtla; S.A.T. = San Andrés Tuxtla, Ver.
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2.4.2 Localidad

El experimento se establecio en el Campo Experimental Valle de México
(CEVAMEX) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas vy
Pecuarias (INIFAP), en el municipio de Texcoco, Estado de México, ubicado
geograficamente a 19° 23" 40” latitud N y 99° 39" 28” longitud O, a una altitud de

2252 msnm. El experimento se sembrd el 15 de abril de 2013.

2.4.3. Diseio experimental

El ensayo se desarroll6 en un disefio de Bloques Completos al Azar (BCA),
divididos en 3 lotes de 19 tratamientos con tres repeticiones, incluyendo el testigo H-
48 y el grano importado de Brasil en cada uno de los lotes. Cada unidad
experimental tuvo un area de 1.6 m?, sembrando 100 semillas por parcela.

Manejo agronémico
a) Preparacién del terreno: Consistié en un paso de arado, dos rastreos, nivelacion y
surcado; los surcos se hicieron con separacion de 0.8 m.
b) Siembra: Se realiz6 a tapa pie depositando una semilla cada 0.01 m.
c) Control de maleza: No se realiz6 un control de maleza quimico debido a la
naturaleza del experimento, ya que algun otro ingrediente activo podria alterar los

resultados de la prueba.

Como fuente de glifosato se utilizé el herbicida sistémico Faena Fuerte® de
Monsanto Comercial S.A. de C.V., cuya constitucidon quimica es: Sal de potasio de N-
(fosfonometil) glicina, con un contenido de acido glifosato no menor de 81.61 %
(equivalente a 540 g de i.a. L a 20 °C) con Transorb®como agente que potencializa
la velocidad de penetracion. La dosis que se utlizO en la aplicacion fue la
recomendada para el cultivo de maiz; es decir 3 L ha' y se asperj6 una ocasion,
cuando las plantas estaban en estado vegetativo hasta con cinco hojas desarrolladas

(V4-5: un mes después de la siembra).
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2.4.4. Variables evaluadas

Se registraron variables antes y después de la aplicacion del herbicida, las que

permitieron determinar la respuesta de cada uno de las poblaciones en estudio:

a) Plantas establecidas: ElI numero total de plantas establecidas se tomo a los 20

dias después de la siembra en cada poblacién y en cada repeticion.

b) Plantas sobrevivientes: 15 dias después de la aplicacion del glifosato (15 dda.)
se realizd un conteo de las plantas sobrevivientes por cada material probado,

en cada una de sus repeticiones.

c) Frecuencia de resistencia (FR): Esta se calculd dividiendo el nimero de
plantas sobrevivientes por parcela, entre el nUmero de plantas establecidas
por parcela.

d) Nivel de dafio: Se establecié una escala visual para calificar el nivel de dafio
presente por la accion del herbicida (clorosis en hojas nuevas; cambio de color
de verde a bronceado; muerte del tejido) en las plantas (15 dda.). En cada
poblacién se tomé el nivel de dafio mas frecuente en sus repeticiones. La

escala quedd como se indica a continuacion (Figura 2B):

Nivel 1 (N1): Sin dafio aparente en la planta completa

Nivel 2 (N2): Sin dafio aparente en 75 % del tejido de la planta
Nivel 3 (N3): Sin dafio aparente en 50 % del tejido de la planta
Nivel 4 (N4): Sin dafio aparente en 25 % del tejido de la planta

Nivel 5 (N5): Planta totalmente seca

Se colectaron muestras de los tejidos de hoja menos afectados de las plantas
sobrevivientes (15 dda.) con niveles de dafio entre N1 y N4 de cada poblacion, en
cada una de sus repeticiones. Se etiquetaron y se almacenaron a -20 °C en un

congelador horizontal (Torrey® modelo CH15, México).
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2.4.5. Deteccion de proteinas recombinantes

En las plantas que resultaron resistentes a glifosato en campo (N1-N4), se realizo
una prueba basada en proteinas (ELISA) para la inmunodeteccién de la proteina
recombinante CP4/EPSPS (protein 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, enzima
procedente de Agrobacterium sp., cepa cuatro) con el kit RR® de la marca Agdia®
(sin modificaciones al protocolo: https://orders.agdia.com/Documents/m167.pdf), a
través de una muestra compuesta analizada por duplicado (se obtuvieron discos
homogéneos de las hojas colectadas presionando el tejido sobre un tubo Eppendorf).
Los datos se tomaron con un lector de placas Multiskan FC con incubadora, con un
filtro de 450 nm vy los resultados se evaluaron con el software Skanlt 3.1.0.4 RE
(Thermo Scientific Multiskan®, EE.UU.).

Se realiz6é una curva estandar con los controles positivos (C*) incluidos en el kit, se
prepararon con base en el mayor niumero de muestras de tejido foliar de las plantas
en estudio, quedando de la siguiente manera: 1:1; 1:15 y 1:30; asi mismo se incluy6
un control negativo bioldgico (C°), el cual fue el registro 296 de la raza Tuxpefio, que
en la prueba en campo no mostré alguna tolerancia al herbicida. Para esta prueba
también se utilizé tejido de plantulas de maiz de semilla hibrida F2 importada como
grano de EE.UU. Los resultados de una prueba tipo ELISA se consideran confiables
en 95 % de los casos sometidos (Ausubel et al., 1995). Esta evaluacion se realiz6 en
el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento de
Ecosistemas Forestales (CENID-COMEF, INIFAP), con la asesoria de la Dra. Ana
Laura Wegier Briuolo.
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2.4.6. Anédlisis estadistico

Debido a la naturaleza de los datos se realiz6 una prueba de normalidad
(Anderson-Darling y Shapiro-Wilk) y de homogeneidad de varianzas (Bartlett) y se
comprobdé que los datos carecian de los postulados para hacer un analisis
paramétrico (Gonzalez y Ramirez, 2009), por lo que se realizo una transformaciéon de

los datos por el método de raiz cuadrada, siguiendo los pasos:

a) Se aplico la ecuacion YT= [y +1 donde;
YT = Dato transformado;
y = Dato original
b) Se efectud el andlisis estadistico usando YT

Se retransformaron los datos de los promedios despejando “Y” de la

transformacién usada, empleando la siguiente ecuacion:
a) YT=,/y+1 sedespeja;
(YT?= (Jy +17?
(YT)?=y+1
y=YT2-1

b) Estos datos finales se presentan en el cuadro de comparacion de medias
(Cuadro 4B).

Los datos de campo se sometieron a un analisis de varianza (ANAVA) utilizando el
programa SAS (Statistical Analysis System version 9.0) conforme al modelo
estadistico de bloques completos al azar. Se realizdé una prueba de comparacion de

medias por el método de diferencias minimas significativas LSD (P < 0.05).
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Para la prueba basada en proteinas (ELISA) de laboratorio, se realizé una prueba
cuantitativa de los datos (Cuadro 2B), con base en las densidades opticas (DO) e
indice de Muestra (IM) determinando el punto de corte (cut off) de los C" (nativo de
Veracruz: 296) con el cual se interpreta un resultado negativo, utilizando las

siguientes férmulas:

Cut of f = Do (€7) er DO (€T | 0150

Se determind el indice de muestra de cada poblacién con la siguiente ecuacion:

_ DO (Poblacion)
B Cutt of f

Donde;

Cut off= punto de corte;
DO= Densidad optica;

C= Lectura de la densidad Optica del control negativo.

Cuadro 2B. Interpretacién de los resultados del ensayo de inmunodeteccion
(ELISA) ligada a enzimas, por el valor de DO y por el método IM.

Método
Densidad Optica (DO) indice de muestra (IM)
Interpretacion
>0.3 Positivo (+) >1.1 Positivo (+)
<0.1 Negativo (-) <0.9 Negativo (-)

0.3a0.1 Indeterminado (+/-) 1.1.a0.9 Indeterminado (+/-)

Controles  Valor esperado

<0.6 Positivo (+)
>0.3 Negativo (-)
Fuente RR® Agdia® (2013) | Fuente Aranis et al. (2008)
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2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Prueba de campo

Se obtuvo el numero de plantas sobrevivientes a la aplicacién de glifosato, por
genotipo y se definieron los niveles de resistencia en cada caso. En colectas de
maices nativos, la presencia de plantas sobrevivientes, podria tener una manera
particular de revisarse, ya que las poblaciones, al proceder de diferentes plantas en
polinizacion libre, cada semilla y en general la muestra analizada de cada genotipo,
podria tener una presencia de transgenes variable. En cuanto al analisis estadistico,

los resultados proyectaron que:

1. No se rechaza la Ho= Los datos se ajustan a la normalidad

2. No se rechaza la Ho= Las varianzas son homogéneas

El andlisis de varianza mostré que por lo menos un tratamiento fue diferente en
alguna de sus repeticiones, por lo que se procedid6 a realizar la prueba de
comparaciéon de medias (Cuadro 3B).

Cuadro 3B. Andlisis de varianza de maices nativos para FR a glifosato en
campo en la localidad de Santa Lucia de Prias, INIFAP-CEVAMEX. P/V, 2013.

F.V. GL SC CM Sig.
Tratamientos 52 0.1404 0.0027 *
Bloques 2 0.0305 0.0153 *k
Error 104 0.3689 0.0036
Total 158 0.5398
C.V. 5.76

*: **= gjgnificancia al 0.05 y al 0.01, respectivamente.

Al realizar la comparacion de medias por el método LSD con un nivel de
significancia de a= 0.05, se obtuvieron diferencias entre genotipos teniendo que los
genotipos que presentaron una mayor resistencia en campo fueron los registros 290
y 172 (0.33).
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En cuanto a los registros del CIMMYT, el registro SLP 87 (0.22) fue superior a los
demas registros, seguido por el SLP 77 (0.15), lo cual infiere que los materiales
antiguos del Estado de San Luis Potosi probados manifiestan resistencia a glifosato
en campo, por lo que se debe evaluar con mayor detalle ya que podrian tener
introgresion transgénica por el manejo en su incremento o bien haber generado
alguna resistencia por trasferencia vertical (teocintle) lo que podria ser aprovechado
en el mejoramiento genético clasico (Cuadro 4B). El nivel de dafio de estos registros
fue N2 y N3 respectivamente, por lo que puede tratarse de una tolerancia paulatina
que podria desencadenar la muerte de la planta por dafios secundarios a los
fotosistemas | y II; sin embargo, en otro caso la planta podria recuperarse y hacer
mas eficientes las zonas fotosintéticamente activas que no hayan sufrido dafios,
pues se sabe que a bajas dosis de herbicida se puede favorecer la resistencia fuera
del sitio de accion en la planta del mismo herbicida (Cruz et al., 2010). Se esperaba
gue todas las plantas murieran, pues se trata de recolectas realizadas desde antes
del primer reporte de contaminacion transgénica en el pais, el nivel de dafio vario
probablemente por factores ambientales que contribuyen a un engrosamiento de la
epidermis de las hojas lo que las hace menos permeables y mas tolerantes al
herbicida (CHEMINOVA-AGRODAN, 2005).

En algunos casos se enmascara la resistencia al glifosato de los genotipos debido
a que las FR estan directamente influenciadas por el tamafio de la muestra, por lo
tanto se debe tomar en cuenta ademés de la FR el nivel de dafio de cada genotipo.
De los 45 registros de maiz nativo, provenientes de diversas localidades del estado
de Veracruz, se encontr6 que siete de éstas se encontraron entre las que
presentaron alta FR a glifosato en campo (0.33 a 0.10). Los registros que resultaron
con mayor FR provienen de Municipios colindantes, por lo que valdria la pena
estudiar mas profundamente las poblaciones de estas localidades y las razas
involucradas, en cuanto a resistencias naturales o inducidas por la infiltracion de un
OGM; asi mismo realizar monitoreos en las parcelas de recolecta y platicar con sus
propietarios, para saber si han observado anomalias en el comportamiento del maiz

que siembran como aberraciones o algunos mutantes.
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Cabe destacar, que la mayoria de los propietarios de las parcelas son personas
mayores de 50 afios de edad, por lo que se deben dar asesorias asimilables para

todo publico (Figura 4B).

Cuadro 4B. Comparaciéon de medias en 53 materiales evaluados para
resistencia a glifosato en campo durante el Ciclo primavera-verano, 2013. Santa
Lucia de Prias, INIFAP-CEVAMEX.

Registro P.E. P.S. FR N.D Registro P.E. P.S. FR N.D
290 10 3 033 1 a 216 57 3 005 2 bc
172 9 3 033 3 a TAM?21 193 8 004 3 bc
SLP 87 171 37 022 2 ab 248 42 2 004 3 bc
H48 289 54 0.19 3 a-c 255 1120 5 004 3 bc
250 127 22 017 3 a-c 209 65 3 004 3 bc
SLP 77 197 30 0.15 3 a-c 208 73 3 004 3 bc
291 34 6 014 2 a-c 271 119 4 004 3 bc
BRASIL 238 30 013 1 a-c 220 57 2 004 3 ©Dbc
173 16 3 013 3 a-c 219 193 7 004 3 bc
253 118 12 0.11 3 a-c 292 87 3 004 3 bc
254 145 14 0.10 3 a-c 163 62 2 004 3 bc
108 8 1 008 3 bc 235 94 3 004 3 bc
408 36 3 008 3 bc 243 76 2 004 3 ©Dbc
413 40 4 0.08 3 bc 279 34 1 003 3 bc
NAY 173 233 18 0.07 3 bc 275 80 3 003 3 bc
270 48 3 007 3 bc 302 35 1 003 3 bc
244 151 10 0.06 3 bc 285 70 2 003 3 bc
TAM 4 229 14 0.06 3 bc 268 43 1 003 3 bc
278 81 5 006 2 bc 284 94 3 003 3 bc
206 39 3 006 3 bc 288 55 1 002 3 bc
289 54 3 006 3 bc 266 130 2 002 3 bc
272 58 3 005 3 bc 189 48 1 002 3 bc
295 87 5 005 2 bc NAY 178 190 3 002 3 ©bc
231 117 6 0.05 3 bc 249 209 3 001 3 ©bc
260 118 6 0.05 3 bc 245 76 1 001 3 bc
287 61 3 005 3 bc 296 104 2 000 5 c
252 41 2 005 3 bc DMS (0.05) 0.10

*Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (LSD, 0.05).
P.E.= Plantas Establecidas; P.S.= Plantas Sobrevivientes; N.D.: Nivel de dafio,
FR= Frecuencia de resistencia promedio de las repeticiones.
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2.5.1.1. Nivel de dafio en planta:

En los siete registros que presentaron la mayor FR y los materiales donados por el
CIMMYT e incrementados en el COLPOS, los niveles de dafo variaron de N1 a N3,
esto puede deberse a diversos factores ya que depende de la absorcion y
translocacion del herbicida, que a su vez depende de la interaccion entre las
caracteristicas morfolégicas de la planta, principalmente de su cuticula y de las
condiciones ambientales como: a) Humedad relativa y humedad del suelo: Las
condiciones de humedad elevada incrementan la absorcion foliar de glifosato. Las
aplicaciones se realizaron por la mafiana, cuando las hojas todavia tenian el rocio
matutino; b) Temperatura: Las condiciones de temperatura afectan la transpiracion,
al desarrollo de la planta e incluso en aspectos morfol6gicos como el desarrollo de la
cuticula (CHEMINOVA-ADRODAN, 2005).

La dosis del herbicida no fue suficiente para causar la muerte a los 15 dda, en los
genotipos probados. Quizas en la mayoria de los casos no se llegé al umbral de
dafio con una sola aplicacion del herbicida, pero ello se realiz6 con el fin de evaluar
qué genotipos tenian la capacidad de tolerar su aplicacion. Se sabe que la aplicacion
repetida del herbicida en dosis bajas, puede favorecer la resistencia fuera del sitio
activo. Las plantas que tuvieron un menor nivel de dafio en campo fueron: 290 y
grano F2 de Brasil con N1 (100 % de la planta sin dafio aparente); SLP 87, los
registros de Veracruz 216, 271, 278, 291 y 295 con N2 (75 % de la planta sin dafo
aparente), los demas registros tuvieron un nivel de dafio de N3 (50 % del tejido
dafiado). El registro de Veracruz 296 presenté cero tolerancia al herbicida (N5)
(Figura 2B).
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Figura 2B. Escala visual de los niveles de dafio 15 dda., en las poblaciones
nativas de maiz probadas en campo. Ciclo Primavera-Verano, 2013. Santa
Lucia de Prias, INIFAP-CEVAMEX.

Los resultados obtenidos podrian denotar que la metodologia usada en campo
representa un buen acercamiento para identificar plantas de las poblaciones que
pudieran tener una resistencia de tipo transgénica especifica para resistencia a
glifosato, ya que de las muestras a evaluar en laboratorio para una prueba mas
especifica, se pueden descartar los genotipos que mueran en campo, en el caso de
contar con bajos recursos econdmicos. Cabe sefialar que esta prueba es mas

confiable entre mas individuos se utilicen por poblacion.
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La muestra de grano importado de Brasil fue la segunda muestra que registro el
menor nivel de dafio a la aplicacion de glifosato en campo; pues tuvo plantas
completas sin dafio aparente (N1), con FR de 0.13 (Cuadro 4B). Esto concuerda con
lo reportado por Mercer y Wainwright (2007) y Acatzi (fCom. pers.), quienes
evaluaron muestras de maiz que arrib6é a diversas aduanas nacionales con fines de
uso industrial y piensos para ganado, encontrando en todas las muestras presencia
de eventos para resistencia a glifosato. En Brasil aproximadamente 87 % del maiz
producido es GM (ILSI, 2012). Estos resultados evidencian que es posible se dé el
flujo génico entre el maiz introducido como grano que algunos campesinos compran
y utilizan como semilla y los cultivos sembrados en México, lo cual representa un
riesgo grave y un medio efectivo para diseminar transgenes, en caso de que los
materiales importados sean GM, tal como lo menciona Carre6n et al. (2011) en su
investigacién sobre maices nativos de la Mixteca Poblana y materiales introducidos y

distribuidos por las tiendas Diconsa, asi como el estudio de Dyer et al. (2009).

En el presente estudio, la siembra de maiz importado para uso industrial (Brasil
F2) se realiz6 para evidenciar el riesgo latente de contaminacion que existe, ya que
las plantas adultas con capacidad reproductora pueden tener intercambio genético

con los maices aledafios que se encuentren en produccion.

2.5.2. Deteccion de proteinas recombinantes

Con la metodologia aplicada (ELISA) se obtuvieron valores de Densidad Optica
(DO) entre 0.033 y 0.875 a 450 nm. Los controles positivos resultaron positivos, con
valores de DO que fluctuaron entre 0.675 y 0.874; asi mismo, el grupo control
negativo resultdé negativo a la prueba, con valores de DO entre 0.033 y 0.046 de
acuerdo al cuadro de interpretacion (Cuadro 5). Se detect6 presencia de la proteina
recombinante CP4/EPSPS en el registro 290, ya que el valor de DO de 0.767 asi lo
indica. De las muestras analizadas soélo este registro resultd reactivo para esta

proteina recombinante (Cuadro 5B).
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Cuadro 5B. Prueba cualitativa de ELISA con base en la Densidad Optica (DO)
de poblaciones nativas de maiz resistentes a glifosato en campo.

Reg DO Res Reg DO Res Reg DO Res
BUFFER 0.046 - M 254 0.072 - M 231 0.039 -
C M296 0.038 - M 408 0.055 - M 248 0.036 -
C'11 0.874 + M 206 0.053 - Brasil F2  0.051 -
C*1:15 0.777 + M 244 0.043 - H-48 0.045 -
C* 1:30 0.675 + M 270 0.049 - EE.UU. 0.078 -
M 290 0.767 + M278 0.054 - SLP 87 0.053 -
M 291 0.071 - M 295 0.078 - SLP 77 0.051 -
M 250 0.044 - M 216 0.074 - NAY 173 0.049 -
M 253 0.039 - M 272 0.045 - TAM 4 0.047 -

Reg= Registro del material nativo de Veracruz de acuerdo al proyecto FZ016 o
registro del CIMMYT; Res= Resultado con base a la interpretacion de lecturas del kit
RR® Agdia® (2013).

En cuanto al método de interpretacion de la prueba cualitativa con base en el IM
calculado se obtuvo la misma respuesta para el registro 290 (4.086) con un cut off de
0.188 a 450 nm (Figura 3B). Se encontr6 que la muestra del registro 290
perteneciente a la raza Tuxpefio, originario de Sehualaca, Santiago Tuxtla, fue
reactivo a la proteina recombinante CP4/EPSPS que confiere resistencia a glifosato
(Figura 3B), lo cual coincide la respuesta obtenida en la prueba realizada en campo,
donde las plantas tuvieron la FR mas alta (0.33), esto podria servir como referencia
para estudiar en laboratorio los genotipos que llegaran a presentar niveles altos de
resistencia a glifosato. Dyer et al. (2009) y Rivera (2009), reportaron la presencia de
la proteina recombinante CP4/EPSPS en la zona sureste del pais, asi también Rojas
(2010) encontré proteinas recombinantes en accesiones de la zona sur de Veracruz,
gue coincide con el resultado positivo de unas de las muestras analizadas en este

estudio, especificamente de la zona de Santiago Tuxtla, Veracruz.
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En los demas registros evaluados, con los tamafios de muestra probados por
poblacion, la respuesta a la presencia de la proteina recombinante fue negativa, esto
concuerda con lo reportado por Ortiz et al. (2005); INE-CENICA-UAM (2009), asi
como por Guzman et al. (2011). No se descarta la posibilidad de que las demés
poblaciones evaluadas reacciones a alguna otra proteina constituyente de un OGM
como: Cry2a, Cry9C, CrylAb/1Ac, Cry3Bb, CrylF, Cry34Abl y PAT/BAR, lo cual
habria que corroborar en futuros estudios por pruebas ya sea basadas en proteinas o
en ADN.

Los resultados reportados en el presente estudio podrian indicar la presencia de
resistencia natural al herbicida glifosato producto de alguna transferencia vertical de
resistencia de los parientes silvestres del maiz (teocintle), por lo que valdria la pena
enfocar un estudio para evaluar resistencia natural al herbicida probado en las razas
que resultaron con la mayor FR en este estudio. También cabe la posibilidad de que
estas plantas hayan sobrevivido al glifosato por presion de seleccién, como ocurre en
las plantas llamadas maleza que han generado diversos mecanismos de resistencia
ante la sobreexpresion de la proteina EPSPS, también por la pérdida de afinidad del
sitio de accion o cualquier otra resistencia independiente del sitio de accidén de este
herbicida (Cruz et al., 2010).

La raza de maiz con mas registros que mostré resistencia a la aplicacion de
glifosato fue la raza Tuxpefio. Tanto por sus atributos como por su empleo en el
mejoramiento genético, dicha raza estd ampliamente distribuida en el pais, ya sea
como raza pura, en combinacibn con otras razas o como hibrido acriollado,
generalmente en altitudes menores a 1500 msnm; también se relaciona con muchas
razas, formando un continuo (CONABIO, 2014). Las razas que le siguieron en FR

fueron: Olotillo, Tepecintle y Raton (Figura 4B)
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Figura 3B. Prueba cualitativa (ELISA) con genotipos resistentes a glifosato en campo con base en el indice de
muestra (IM), comparados con una curva estandar.
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Figura 4B: a) Localidades de los 45 registros de maices nativos de Veracruz, evaluados en la prueba de campo.
b) Localidades correspondientes a la zona con mayor resistencia a la aplicacién de glifosato y las razas
involucradas. Ciclo Primavera-Verano, 2013. Santa Lucia de Prias, INIFAP-CEVAMEX.
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Wellhausen et al. (1951) clasifican a la raza Tuxpefio como una raza prehistérica y
figura “entre las antecesoras de las razas mas productivas y agronOmicamente
satisfactorias de México, tales como Celaya, Chalquefio y Conico Nortefio” (razas
modernas incipientes). Es muy importante a nivel nacional y la mas utilizada para
mejoramiento genético. Por sus caracteristicas agronomicas sobresalientes ha sido
una de las principales fuentes de germoplasma en el mejoramiento, publico y
privado, de maices para zonas tropicales y subtropicales de varias regiones del
mundo y como fuente de germoplasma en la ampliacion de la base genética de
hibridos de la faja maicera en EE.UU. también como fuente de germoplasma de los

maices dentados del sur.

La raza Tuxpefio es intermedia entre las razas: Tepecintle y Olotillo, que se
postulan como sus probables progenitores (Wellhausen et al.,, 1951), por ello es
importante resaltar que los registros que resultaron con las FR mas altas, son
precisamente pertenecientes a las razas: Tuxpefio, Olotillo y Tepecintle (Figura 4b).
Probablemente la introgresion transgénica se haya dado en esta regién y en estas
razas (de acuerdo a las colectas probadas y los hallazgos de otros autores), debido a
que la fuente de germoplasma para mejoramiento genético en el sur de EE.UU. sea
la raza Tuxpefio y sus probables progenitores por ende, comparten una mayor
compatibilidad con los MGM de la franja maicera de los EE.UU (lowa e lllinois). Por
ello se debe poner especial atencién a lo que suceda con esta raza, en el estado de
Veracruz y se deben hacer mas estudios para conocer hasta qué grado estan

infiltrados los materiales GM en esta raza tan importante.

Es recomendable que se analicen con mayor profundidad las recolectas
almacenadas del proyecto FZ060 ya que mas poblaciones podrian estar
contaminadas y se estaria incrementando un material contaminado en los bancos de
germoplasma del INIFAP y de otras instituciones. En México no se tiene un programa
de monitoreo de OGM en los bancos de germoplasma, por lo que trabajos como éste
podrian servir para desarrollar métodos mas eficientes para monitoreo de OGM en
bancos de germoplasma de maiz, dada su relevante importancia en el caso de

México como centro de origen y diversidad de maiz.
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2.6. CONCLUSIONES

Se registré la frecuencia de resistencia a glifosato en plantas de muestras de
poblaciones de maiz nativo de Veracruz establecidas en campo; en total fueron siete
registros de Veracruz y dos del CIMMYT con la mayor frecuencia de resistencia (0.10
a 0.33).

El registro 290 de maiz nativo originario de Sehualaca, Santiago Tuxtla, Veracruz,
de la raza Tuxpefio, fue reactiva a la proteina CP4/EPSPS, lo que coincide con la
prueba en campo mostrando la mayor FR (0.33), también otros registros de esta raza
resultaron con alta FR, por lo que se debe poner especial atencién a su estudio, ya
que esta raza representa la base genética para el mejoramiento de hibridos en la
franja maicera de los EE. UU., principalmente para MGM y podria representar una

fuente importante de contaminacién para maices nativos.

En la actualidad no hay un programa gubernamental de monitoreo para la
deteccibn de organismos genéticamente modificados en los bancos de
germoplasma. Es recomendable que se analicen los registros del banco de
germoplasma del Instituto de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, pues
en este trabajo se detect6 la presencia de la proteina recombinante CP4/EPSPS y no
se descarta la posibilidad de que otras proteinas recombinantes estén presentes en

los registros de su banco de germoplasma.

En el registro de maiz nativo 290, la prueba de campo fue confirmada con la
prueba de laboratorio y la hipotesis se cumple; sin embargo, es recomendable para
préximos trabajos ampliar el nimero de individuos de cada registro, a fin de
aumentar la precision de las estimaciones que se realicen y la probabilidad de

deteccion de frecuencias mas bajas de contaminacion en laboratorio.
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CAPITULO 2: RESISTENCIA A GLIFOSATO EN HIiBRIDOS COMERCIALES DE
MAIZ DISTRIBUIDOS EN MEXICO

3.1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue definir la frecuencia de resistencia a la aplicacion
de glifosato en hibridos comerciales de maiz distribuidos en México, para detectar un
posible flujo transgénico. Para ello se establecieron en campo 40 hibridos
comerciales, 300 semillas por cada material y se asperjo glifosato una vez, con la
dosis recomendada (3L. ha') en etapa V4-5. Después de 15 dias de la aplicacién, el
resultado fue que 15 hibridos tuvieron la mayor frecuencia de resistencia (0.12 a
0.26), en especial materiales provenientes de Hidalgo. Los hibridos resistentes se
analizaron con una prueba especifica (ELISA) para la deteccion de la proteina
recombinante CP4/EPSPS. Los controles positivos reaccionaron a la proteina y
resultaron positivos con base en el indice de muestra (IM) con valores de 3.6 a 4.7y
densidad o6ptica (DO) de 0.68 a 0.87 y el control negativo resulté negativo a la prueba
con valores de DO entre 0.033 a 0.042 e IM de 0.20, donde el punto de corte fue de
0.188. Ningun hibrido dio positivo a la proteina CP4/EPSPS; sin embargo, las
lecturas de respuesta fueron variables. El hibrido Jabali F2 mostro un resultado
indeterminado por DO, lo que podria indicar un hibrido reactivo a la proteina
recombinante enmascarado. Dada la evidente resistencia a glifosato, es necesario

elucidar los resultados mediante RT-PCR.

Palabras clave: Zea mays, L., glifosato, hibridos comerciales, ELISA, CP4/EPSPS,

monitoreo de OGM.
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CHAPTER 2: GLYPHOSATE RESISTANCE FRECUENCY TRADE IN HYBRID
CORN DISTRIBUTED IN MEXICO

3.2. ABSTRACT

The aim of this study was to define the frequency resistance to glyphosate application
in commercial hybrids of maize (Zea mays L.) distributed in Mexico in order to detect
a possible transgene flow. Thus, in this study 40 commercial hybrids were established
in the field. 300 seeds per hybrid were sown and glyphosate was sprayed only one
time at the recommended dose (3L ha?) in the stage V4-5. After 15 days of the
glyphosate application, the result was that 15 hybrids had higher resistance frequency
(0.12 to 0.26), mainly those from Hidalgo. The resistant hybrids were analyzed in
laboratory with a specific test (ELISA) for detection of the recombinant protein
CP4/EPSPS. The positive control group was respond to the protein and was positive
to the test based on the sample index (SI) with values of 3.6 to 4.7 and the optical
density (OD) with values of 0.68 to 0.87. The negative control group was negative to
the test with an OD value from 0.033 to 0.042 and with an Sl value of 0.20, where
the Cut off point was 0.188. None of the hybrids tested positive for the CP4/EPSP
protein; however, response readings were variable, and in this regard the hybrid
Jabali F. showed an indeterminate result by the OD, so it may have a reactive
genotype masked. Given the evident resistance to glyphosate found in the plants, it is

necessary to elucidate the results by RT-PCR.

Key words: Zea mays, L., glyphosate, conventional hybrids, ELISA, CP4/EPSPS,
GMO screening.
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3.3. INTRODUCCION

A partir del primer reporte cientifico sobre deteccion de transgenes en México,
en el que se da a conocer la contaminacion de maices nativos de Oaxaca (Quist y
Chapela, 2001), se desarrollaron por lo menos una decena de investigaciones mas
para evaluar el flujo génico entre maiz genéticamente modificado (MGM) vy
poblaciones nativas, confirmdndose este hecho en varios estudios (Mercer y
Wainwright, 2007; Dyer et al., 2009; Serratos, 2009; Turrent et al, 2009; Carredn et
al., 2011; Peia 2013) no obstante, en otras investigaciones no se encontraron
elementos transgénicos presentes en la constitucidon genética de maices nativos
(Ortiz et al., 2005; INE-CENICA-UAM, 2009).

La polémica sobre la deteccion y aparente supresion de insertos transgénicos en
poblaciones nativas continud, por lo cual la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT) mantuvo una moratoria de facto a la siembra de
MGM, hasta marzo del 2009 cuando modificaciones hechas a la Ley de Bioseguridad
y Organismos Genéticamente Modificados (LBOGM) y a su Reglamento (Gobierno
Federal, 2005; Gobierno Federal, 2008), permitieron la siembra de MGM en etapa
experimental en el 2009 y en etapa piloto en el 2011 (Mercer y Wainwright, 2007).

Varias hipétesis son factibles para explicar la presencia de transgenes en maices
nativos, tales como: la importacion de grano GM de otros paises para la elaboracién
de piensos para el ganado y uso industrial, que eventualmente llega a usarse como
semilla pues conserva viabilidad en muchos de los casos; el acarreo por los
migrantes y el posterior intercambio de germoplasma entre productores y la
distribucién por las tiendas Diconsa de grano importado en alta proporcion GM para
consumo humano a las zonas rurales provocando un intercambio genético entre
MGM vy nativos (Quist y Chapela, 2001; Mercer y Wainwright, 2007; Dyer et al., 2009,
Turrent et al, 2009; Carreon et al., 2011).
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México en 2012 ocupd el octavo lugar en produccion de maiz a nivel mundial
(FAOSTAT, 2013); sin embargo, es deficitario en el abasto interno, pues de los mas
de 33 millones de toneladas de grano que se consumen anualmente, se producen 23
millones, importandose aproximadamente 10 millones de toneladas en su mayoria de
maiz amarillo; este nivel de importacion cada vez es mayor, pues desde 1996 dos
afios después de que entrara en vigor el Tratado de Libre Comercio de América del
Norte, debido a una reduccién en la cuota arancelaria se incrementaron las
importaciones de maiz de Estados Unidos (EE.UU.) donde esta permitida la siembra
de MGM desde ese mismo afio (Serratos, 2009; Turrent, 2010).

Se han desarrollado investigaciones de los efectos adyacentes con el uso de la
tecnologia del ADN recombinante para resistencia a herbicidas (RH), entre los cuales
se encuentran: a) evolucién de organismos blanco: se ha comprobado una
coevolucion de maleza en lugares donde se siembran cultivos RH; reportandose 25
especies resistentes a glifosato (RG); siendo la primer especie reportada Lolium
rigidum, L., en Australia en 1996. México ocupa el 38° lugar a nivel mundial
reportandose en 2010, la graminea perenne tropical llamada Leptochloa virgata, (L.)
Beauv. (WeedScience, 2014); b) Dafios a la salud: Paganelli et al. (2010)
demostraron el potencial teratogénico del glifosato aplicado en los cultivos RG,
utilizaron como modelo experimental embriones de Xenopus Laevis, que fueron
incubados con diluciones de 1/5000 ppm. de un herbicida con base en glifosato. Los
embriones tratados fueron altamente anormales con marcadas alteraciones en el
desarrollo de la cresta neural y cefélica asi como deformidades en los cartilagos
craneales en el estadio de renacuajo; esto concuerda con los hallazgos clinicos
reportados en algunas descendencias humanas y en aves, mencionados en este

estudio.
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Otro estudio realizado por Séralini et al. (2014), quienes evaluaron los efectos en
la salud de 200 ratas, al consumir maiz transgénico tolerante a Roundup (11 % en la
dieta) cultivado con o sin Roundup, y de Roundup en el agua que bebian (0.1 ppb)
durante dos afios, en grupos de machos y hembras, encontraron que en las hembras
todos los grupos tratados murieron en una proporcion 2-3 veces superior que los del
grupo control y en forma mas rapida. Las hembras desarrollaron mas a menudo
tumores mamarios, antes que el grupo control, la glandula pituitaria fue el segundo
organo mas dafado. En los machos tratados, las inflamaciones del higado y la
necrosis fueron entre 2.5 a 5.5 veces mas frecuentes. Las nefropatias graves del
rinon también fueron generalmente 1.3 a 2.3 veces mas frecuentes que en el grupo
control. Los machos presentaron tumores palpables cuatro veces mas grandes que
los controles, lo cual ocurrié hasta 600 dias antes que a los controles. Estos dafios
los han advertido diversos investigadores (Kato, 2004; Mercer y Wainwright, 2007;
Alvarez y Pifieyro, 2009; Serratos, 2009; Turrent, 2010; Pefia 2013; Turrent et al.,
2013). EIl glifosato per se puede causar toxicidad en células placentarias y del
higado, actuar como disruptor enddcrino, generar necrosis, asi como la
fragmentaciéon del material genético (Salazar y Aldana, 2011); y c) dafos
ambientales: pérdida de la biodiversidad en parcelas donde se realiza la siembra de
OGM (SCDB 2000; Kato, 2004; Serratos, 2009; Benbrook, 2012).

México como signatario del Protocolo de Cartagena, requiere la adopcion de
sistemas de monitoreo de MGM en sus importaciones y debe regular el movimiento,
manipulacion y utilizacién de todos los OGM que puedan tener efectos adversos para
la conservacion de la diversidad biolégica o la inocuidad alimentaria, como lo
establece dicho protocolo a través de las evaluaciones de riesgo (SCDB, 2000). La
importacion de MGM para consumo es comun; sin embargo, estos maices son
semillas funcionales y de llegar a sembrarse propiciaria un intercambio genético con
materiales nativos e hibridos comerciales; aunque estos dultimos, durante la
produccion de semilla tuviesen un mayor control en la polinizacion, empero, la
calidad genética puede verse comprometida y, dado que se trata de semilla
certificada un lote de produccién contaminado debe darse de baja por el SNICS y en

el peor de los casos, contaminar materiales nativos.
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En una investigacion realizada en 2009, para identificar y cuantificar los OGM en
cargamentos arribados entre julio y septiembre de 2007 a ocho Puertos de México,
se encontr6 en muestras de grano de maiz, la presencia de siete proteinas
recombinantes (Cry9C, CrylAb/1Ac, CP4/EPSPS, Cry3Bb, CrylF, PAT/bar y
Cry34Abl) y se detectaron ocho eventos especificos: NK 603, MON 810, MON
88017, MON 863, GA21, T14-T25, DAS-01507-1 y DAS-59122-7, autorizados por el
gobierno para la importacion. Encontrandose eventos en cantidades hasta del 80 %
del maiz importado sin tratamiento alguno para que pierdan su viabilidad, esto da
una idea de lo que implica la importacion de MGM para México como centro de

origen (*Com. pers.).

La presencia de proteinas transgénicas en hibridos comerciales en el pais queda
confirmada con la investigacion de Pefia (2013) quién evalud el efecto transgénico
sobre los taninos y la contaminacion por aflatoxinas en genotipos de maiz colectados
en los estados de Hidalgo, Morelos y Edo. México. El 44 % de los hibridos dieron
respuesta positiva a CaMV35S y tNOS. Encontré una correlacion entre los niveles
mas altos de aflatoxinas en los hibridos con proteina recombinante en su constitucion
genética. No obstante el flujo génico entre MGM e hibridos convencionales no se ha
estudiado tanto como en el caso de los maices nativos; sin embargo, es importante
gue se incluyan en los planes de monitoreo debido a su amplia distribucién en el
pais. El presente trabajo propone evaluar en campo la respuesta a la aplicaciéon de
glifosato en plantas de hibridos comerciales en etapa V4-5 (crecimiento vegetativo),
distribuidos en algunos de los estados de mayor produccién de maiz que son:
Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Estado de México, Chiapas, Guerrero, Veracruz,
Guanajuato, Chihuahua, Puebla, Oaxaca e Hidalgo (SIAP, 2013), para comprobar si
es una metodologia practica y econdmicamente accesible para el analisis indirecto
de la presencia de la proteina recombinante CP4/EPSPS.

Pégina 58



Resistencia a glifosato en maices nativos de Veracruz e hibridos comercializados en México

Se propone utilizar algunos de los hibridos mas utilizados en las siembras
comerciales de empresas como: Semillas y Agroproductos Monsanto, S.A. de C.V.y
PHI México, S.A. de C.V., asi como el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestale