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LINEA BASE DE INFILTRACION DE TRANSGENES EN MAICES NATIVOS DE
COAHUILA
Alejandro Celso Vallejo, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN
México es centro de origen del maiz y posee areas con gran diversidad genética de este cultivo
transcendental para el pais que es la principal fuente de alimentacion. Coahuila presenta siete
poligonos considerados como centros de origen y diversidad de dicho cultivo, alberga razas y
diversidad dentro de razas, que han sido mejoradas por los agricultores y por el libre flujo de
genes, ya sea por polen o semilla, crea un sistema de semillas abierto, sujeto a procesos
evolutivos de deriva genética, flujo genético y seleccidn, en los que el destino de los transgenes
introducidos es dificil de predecir. El presente trabajo se evalud la diversidad existente en los
centros de origen y se establecid una linea base de infiltracion de transgénes en maices nativos en
el estado de Coahuila. Se colectaron 192 muestras, se analizaron a nivel de ADN por PCR
tiempo real utilizando sondas TagMan® para detectar la presencia del promotor 35S, asi como la
secuencia del terminador TNOS, utilizadas en la gran mayoria de los maices transgénicos
comerciales. Los resultados muestran que existe una amplia diversidad genética de algunas razas
de maiz distribuidas en los poligonos de Coahuila, no obstante, no se encontro colectas de la raza
Conico quizas indicativo de la reduccién de la presencia de esta raza en los poligonos
muestreados. Se detectd la presencia de secuencias transgénicas en 11 de las 192 muestras
analizadas (5.72 %), en niveles que variaron de 0.06 a 8.552 % de ADN, registrandose por
primera vez niveles altos de contenido transgénico en maices nativos en los poligonos
muestreados; el nivel méas elevado se localizo6 en las razas Raton-Tuxpefio nortefio y en menor
medida en la raza Raton. De acuerdo a los resultados, se tuvo informacién suficiente para
conocer el estatus actual de los maices nativos de Coahuila, México y la presencia de transgenes
a nivel inter e intrapoblacional, lo que puede ser de utilidad para implementar medidas que

aseguren la continuidad de este valioso recurso genético en Coahuila.

Palabras claves: maiz nativo, transgénico, Coahuila, razas, diversidad.



BASELINE INFILTRATION OF TRANSGENES IN NATIVE MAIZE OF COAHUILA
Alejandro Celso Vallejo, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Mexico is center of origin the maize and has areas considered as maize genetic diversity centers,
which continues to be very important for all of Mexico, because it is the main source of food.
Coahuila presents seven polygons considered as centers of origin and diversity of this crop, it
hosts races and variants between races improved by farmers by to the free flow of genes, either
by pollen or seed, creates an open seed system, subject to evolutionary processes of genetic drift,
genetic flow and selection, in which the destination of introduced transgenes is difficult to
predict. The objective of this research was to evaluate the existing diversity in the centers of
origin, as well as to establish a baseline of infiltration of transgenes in native maize. To that end,
192 accessions were collected, which were analyzed at the DNA level by real-time PCR using
TagMan® probes to detect the presence of the 35S promoter, as well as the sequence of the
TNOS terminator, used in the vast majority of commercial transgenics. The results show that
there is a wide genetic diversity indicated by a greater presence of races distributed in all the
polygons, but also the loss of diversity of the Cénico race when no accession is found in the
collection. On the other hand, transgenic sequences were detected in 11 of the 192 analyzed
samples (5.72%), at levels ranging from 0.06 to 8.552% of DNA, registering high levels of
transgenic content in native maize for the first time; the highest level was found in the Raton-
Tuxpefio nortefio races and to a lesser extent in the Raton race. According to the results, there
was sufficient information to know the current status of the native maize of Coahuila, Mexico
and the presence of transgenes at the inter and intrapopulation level, which may be useful to

implement measures to ensure the continuity of this valuable genetic resource in Coahuila.

Keywords: native maize, transgenic, Coahuila, races, diversity.
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INTRODUCCION GENERAL.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los cereales siguen siendo la fuente de alimentaciébn mas importante en el mundo;
entre los principales se encuentra el trigo, el arroz y el maiz (FAO, 2019) En el afio 2017, la
produccion mundial del maiz alcanzo 694.3 millones de toneladas superando la produccion
de trigo y arroz, que produjeron 690.7 y 687.8 millones de toneladas, respectivamente
(FAOSTAT, 2019). En México la produccion de maiz en 2017 se estim6 en 27.7 millones
de toneladas, de las cuales 13.3 se produjeron en condiciones de riego y 14.4 millones de
toneladas en temporal (SIAP, 2019); no obstante, la produccion total de maiz resulta
insuficiente para satisfacer la demanda que sobrepasa los 37 millones de toneladas de grano
(FIRA, 2016).

En este contexto urge elevar los niveles de produccion de este cereal, desde una
agricultura sostenible satisfaciendo las necesidades actuales y futuras, asi como la mejora
de los cultivos. En el 2012 se publicd un acuerdo por el que se determinan los centros de
origen y centros de diversidad genética del maiz en México (SAGARPA, 2012), en el que
inicialmente, se declaran como centros de origen y de diversidad genética del maiz algunas
areas comprendidas en los estados de Baja California, Baja California Sur, Chihuahua,
Sonora, Sinaloa, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Coahuila. Estos estados son estratégicos para
la produccién de maiz en México, pues en su conjunto aportan alrededor de una cuarta
parte de la produccion total. En los estados del norte, incluidos en el acuerdo de centros de
origen y diversidad, la produccion comercial de maiz se lleva a cabo bajo el régimen de
riego 21.0 % y de temporal con 79.0 % (INEGI, 2017).

Lo anterior ocasiona que las poblaciones nativas se encuentren dispersas en pequefias

unidades de produccion hacia las partes de topografia mas irregular y cultivadas bajo un
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régimen de temporal, condiciones que generan una gran variacion genética. Coahuila,
aungue no representa una fuente potencial para la produccion de maiz, contiene una gran
riqueza genética, que estd constituida de manera compleja por tipos raciales, variantes
dentro de raza e intermedias entre razas, que han sido desarrollada por los agricultores,
como son las razas Celaya, Conico Nortefio, Elotes conicos, Tuxpefio Nortefio, Olotillo
Tuxpefio y Ratén (Rincon-Sanchez, 2014).

Estas poblaciones nativas de maiz se han conservado de generaciéon en generacion y
contienen una amplia diversidad genética, que representan una fuente de genes que pueden
ayudar a resolver los principales problemas de produccion de este cultivo, asi como el
cambio climatico, enfermedades fitosanitarias, entre otras. No obstante, el reservorio
genético mantenido en estas poblaciones ha sido poco estudiado y se est4 erosionando por
la implementacion de nuevos cultivos, como lo es el sorgo forrajero, avena forrajera y
algodén o la introduccion de materiales mejorados de reducida base genética (maiz
hibrido). Es claro entonces que existe una urgente necesidad de un estudio a fondo de la
diversidad genética contenida en esas poblaciones, dado que constituyen un reservorio
valioso de genes de resistencia que serian necesarios ante la presencia de nuevas plagas y
enfermedades, como ocurri6 en los afios setentas en la industria semillera en los Estados
Unidos, cuando los hibridos de Texas desarrollaron una gran susceptibilidad al ataque de un
hongo (Helminthosporium maydis raza T), cuya resistencia se encontré en material
genético de accesiones de maiz originarias de México (Mufioz, 2003).

La infiltracion de transgenes a poblaciones nativas de maiz ha sido un tema polémico y
controversial, Quist y Chapela (2001) reportan la presencia de maiz transgénico en maices
nativos de Oaxaca, con posibles consecuencias a poblaciones nativos debido a varios

niveles de infiltracion genética de maices transgénicos a los maices nativos (Doebley, 1989;
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Serratos et al., 1995; Kato, 2004; Turrent y Serratos, 2004; Snow, 2002), lo que origina la
necesidad de evaluar las poblaciones nativas presentes en diferentes estados, como
Coahuila, para descartar cualquier posible “introgresiéon genética”. Por lo tanto, es
importante establecer una linea base sobre la diversidad existente de maices criollos en
Coahuila y sobre la presencia o no de transgenes, la cual es necesaria a fin de contar con la
informacion pertinente para la toma de decisiones futuras para la conservacion de los

maices nativos.

OBJETIVOS.

Objetivo general.

Establecer una linea base de diversidad genética y detectar la presencia/ausencia de

transgenes en los centros de origen y de diversidad genética de maiz en Coahuila, México.

Obijetivos especificos.

1. Precisar el nivel de diversidad morfoldgica y verificar la continuidad de la presencia
racial en poblaciones de maiz nativo de Coahuila.
2. Cuantificar la presencia del promotor 35S y terminador tNOS presentes en los

maices nativos de Coahuila, México.



HIPOTESIS

Hipétesis general.

La diversidad genética de los maices nativos presentes en los centros de origen y de
diversidad genética estdn disminuyendo, aunado a que existe infiltracion de transgénes
hacia las variedades nativas de maiz en los centros de origen y de diversidad genética en

Coahuila, México.

Hipotesis particulares.

La diversidad genética de los maices nativos estd ausente o estd disminuyendo en los
centros de origen y de diversidad genética en Coahuila, México.
No existe un flujo de infiltracion de contenido alto de transgenes hacia los maices nativos

en los centros de origen y de diversidad genética en Coahuila, México.

REVISION DE LITERATURA.

Origen y diversidad del maiz.

Existen varias teorias acerca del origen del maiz desde el siglo X1X en 1895 Ascherson
propuso la hipdtesis de que el teocintle era un ancestro del maiz (Mangelsdorf y Reeves,
1959). Otra de las teorias es que el maiz fue domesticado de un maiz silvestre (Teoria

tripartita). Anderson (1945) propuso la teoria “anfidiploide”, en la que surgiere que el maiz
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primitivo se originé en el sureste de Asia por medio de la hibridacion y duplicacion
genomica de dos especies con cinco pares de cromosomas (Coix y Sorghum).

En 1951 Singleton sugirid que el mutante “Corn Grass” puede mostrar algunos de los
caracteres primitivos tipo ancestral. En la actualidad solo se consideran tres teorias
importantes: el teocintle un ancestro del maiz, la teoria tripartita y la teoria del ancestro
comun. La primera teoria es la méas aceptada, en la que se sefiala que el teocintle es el
ancestro del maiz, llevada a cabo por el hombre en un proceso de domesticacion (Matsuoka
etal., 2002).

Ahora bien, en cuanto al lugar de origen del maiz existe una teoria denominada “Teoria
multicéntrica del origen del maiz”, en la cual se sefiala mediante estudios cromosOmicos
que los maices y los teocintles se originaron y se desarrollaron en varias regiones de
Meéxico y en Guatemala; es decir, la zona denominada como Mesoamérica, en lo que
comprende México a la altura media de los estados de Morelos, México, Guerrero y sus
alrededores, en donde se desarrollé el complejo Pepitilla, en el centro-norte de Oaxaca el
complejo Tuxpefio, en las regiones de Oaxaca y Chiapas se origin6 el complejo Chapalote
y en lo que comprende la region de Guatemala surgié el complejo Altos de Guatemala
(McClintock, 1981).

Matsuoka et al. (2002) postularon una nueva teoria, la “Teoria unicéntrica”, en la cual
sugieren que el maiz pudo haber tenido un Unico origen o monofilético. El teocintle raza
Balsas (Zea mays ssp. Parviglumis) posiblemente fue el precursor del maiz cultivado; esto
debido a que los dendrogramas filogeneéticos sugieren que de las poblaciones de esta raza se
domestico el maiz y no necesariamente fue un solo evento, resultados que divergen con los
de Fukunaga et al. (2005). Benz (2006) concluye que es importante seguir investigando en

la busqueda de macrofosiles, tanto de maiz como de teocintle, para conocer mas a detalle la
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evolucion del maiz y poder comprender el origen y la evolucion de este cereal. En la
actualidad el maiz esta en constante movimiento en todo el pais, ya sea por flujo génico de
manera libre, intercambio de semillas entre los agricultores o comercio de las semillas, que

mantiene la diversidad de la especie y sus variedades (CONABIO, 2006).

Mejora clasica y mejora biotecnoldgica en la agricultura.

Desde hace miles de afios el hombre ha hecho mejoramiento, alterando la estructura
genética de los cultivos que siembra, mediante la seleccidn para obtener caracteristicas tales
como el crecimiento mas rapido, semillas mas grandes o frutos mas dulces, proceso
desarrollado por personas que no conocian las bases cientificas del fitomejoramiento
(Morris et al., 2006). EI mejoramiento genético de las plantas mediante métodos
convencionales depende del caracter aldgamo o autégamo. Con la ayuda de la seleccién de
individuos (progenitores) durante varias generaciones de polinizacion controlada se logra
obtener lineas puras (lineas endogamicas), que al cruzarse entre si se obtiene el “vigor
hibrido” (Alfaro y Segovia, 2009), aunque con una diversidad genética mucho menor que la
que se puede encontrar en los campos de manera natural, en la que muchos de los casos se
mantienen y en algunos hay un aumento de diversidad genética en cada generacion
(CONABIO, 2019). Por el otro lado existe una marcada tendencia hacia la uniformidad de
los cultivos por la introduccion de nuevos genes exdgenos de reducida base genética,
debido a la demanda en la uniformidad, resistencia al estrées ambiental, bajos costos de
produccion y menor cantidad de herbicidas e insecticidas. Los organismos genéticamente
modificados, definidos como cualquier organismo vivo que ha adquirido una combinacion

genética novedosa, generada a través del uso de técnicas de la biotecnologia moderna
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(LBOGM, 2005). Un maiz genéticamente modificado contiene uno a mas paquetes
transgénicos en todas sus células, que puede incluir uno o mas genes foraneos de cualquier
otro organismo, ademas de otros fragmentos de ADN que provienen de microorganismos
que no intercambian material genético con el maiz de manera natural (Diaz y Chaparro-
Giraldo,2012). Debido a las interacciones de los genes y sus productos, el cual pueden tener
efectos inesperados, es necesario evaluar las consecuencias y los alcances de la transgénesis

hacia las variedades nativas.

Flujo génico.

El flujo génico es el intercambio de genes entre las poblaciones de una especie en
mayor o menor medida. Basseti y Westgate (1993) comentan la existencia de flujo génico
entre variedades, siempre y cuando existan menos de cinco dias de diferencia entre la
floracion masculina y la floracion femenina. Por lo que si existe gran cantidad de
intercambio entre ellas significa que las poblaciones evolucionan todas juntas, de lo
contrario si hay poco flujo, cada poblacion evolucionan en forma independiente (Slatkin,
1987).

Esto es de suma importancia debido a que, si un maiz transgénico y un maiz nativo
llegaran a intercambiar genes via polen, estos eventos de cruzamiento podrian dar como
resultado la presencia de transgenes en una planta, como lo ocurrido en los estudios
realizados por Quist y Chapela (2002). Heerwaarden et al. (2012) comentan que el flujo de
semillas entre los agricultores conduce a una difusion de los transgenes mucho mas amplia
de lo esperado por el movimiento de polen. Louette (1995) argumenta que la variedad

transgénica tendrd un efecto sobre la estructura genetica del material nativo en la medida
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que el material transgénico llegue a ser sembrado en areas cercanas al material nativo y si
existe condiciones favorables para el flujo genético entre estos dos materiales, asi como la

coincidencia floral.

Cultivos transgénicos.

La introduccién de los cultivos transgénicos en los primeros afios estaba destinada a
favorecer una agricultura méas limpia y que gradualmente prescindirian del uso de
agroquimicos (insecticidas y herbicidas), con una finalidad de “Aumento de
productividad”. Estos fueron los organismos genéticamente modificados de primera
generacion. En los organismos genéticamente modificados de segunda generacién se
encuentran los resistentes a plagas de insectos y ademas a herbicidas. Los transgénicos de
tercera generacion son aquellas que son resistentes al calor y a la sequia. Los de cuarta
generacion son para la produccion de biocombustibles, biovacunas, y se habla de una
quinta generacidn, en la que se incluye la biologia sintética, técnicas basadas en edicion del

ADN (tipo CRISPR-Cas9) (Gonzalo, 2017).

Métodos de deteccion y cuantificacion de OGM.

Los métodos moleculares para rastrear eventos transgenicos deben incluir
cuantificacion por numero de copias, usando métodos altamente sensibles, especificos y
confiables, como la PCR en tiempo real (Acatzi et al., 2014). EI Centro Nacional de
Referencia en Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM) del

SENASICA recomienda técnicas de analisis basadas en ADN como la PCR que permite la
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amplificacion selectiva de segmentos de ADN, detecta la presencia de una sola secuencia
de ADN presente en una muestra.

La secuenciacion de ADN es una técnica que permite descifrar las caracteristicas
moleculares y genéticas de un organismo, lo que permite confirmar y hacer una evaluacion
de forma precisa (SENASICA, 2019).

Otro método de andlisis es la técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay por sus siglas en inglés) que permite detectar o medir la cantidad de una proteina de
interés presente en una muestra que puede contener otras muchas proteinas diferentes.
Utiliza un anticuerpo para ligar la proteina especifica, un segundo anticuerpo para
amplificar la deteccion (fase optativa) y un conjugado de anticuerpo con una enzima, cuyo
producto genera una reaccion colorida, que es facil de observar. La técnica de ELISA es
menos sensible que la PCR; no discrimina entre diferentes modos y modelos de expresion
de diferentes productos transgénicos que expresan caracteristicas proteicas similares. Por lo
anterior, en la deteccion de OGM se tiene claro que la PCR y ELISA deben considerarse

mutuamente complementarios y no excluyentes entre si (Inocuidad Agroalimentaria, 2013).

Incertidumbre, riesgos y peligro de la liberacion de los OGM.

La Ley de Bioseguridad exigia el establecimiento de un régimen de proteccién especial
para el maiz. El 6 de marzo de 2009 se publico un decreto presidencial que derogd dicho
régimen y establecié un mecanismo transitorio para la toma de decisiones a las solicitudes
de siembra experimental y piloto de maiz genéticamente modificado y la eventual
liberacion comercial, reanudando los permisos para el cultivo a cielo abierto. Para evaluar

el riesgo de incertidumbre debido al uso de esta tecnologia se crearon ciertos protocolos
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como la EFSA en 2006, en el que se contempla el analisis de bioseguridad de un OGM
especifico de los posibles efectos negativos o peligros de la liberacion de un OGM al
ambiente (Alvarez-Buylla y Pifieyro, 2008).

Uno de los principales riesgos e incertidumbre es: la reconstruccion recombinante que
incluye el o los genes que codifican para las proteinas, ademés de las secuencias
reguladoras de la expresion del gen a la planta receptora, ya que de él dependera el efecto
fisiologico o morfolégico del transgén, un contexto ambiental en donde se usara la planta
transgénica, ademas de un contexto agricola/tecnoldgica en el pais donde se realizaria la
liberacion y por ultimo un contexto socioecondmico de la zona donde se usara el OGM
bajo estudio. Por lo que es conveniente reducir todo tipo de riesgo en todos los niveles por
mas insignificantes que parezcan (Ellstrand, 2003). En México es de suma importancia las
repercusiones que pudieran surgir entorno al cultivo e infiltracion de maiz transgénico, tal y
como lo sefialan Kato (2004) y Turrent et al. (2009), ya que con el tiempo la infiltracién
hacia maices nativos sera irreversible debido a que un sinnimero de diversos transgénes
estaran almacenados en los maices nativos, convirtiéndolos en un gran almacén

causandoles distintos y contantes dafios a lo largo del tiempo.

El maiz y su importancia en México

El maiz tuvo un papel central en el origen y la difusion de la agricultura en todas las
civilizaciones indigenas de Mesoameérica; estas civilizaciones dependieron en gran medida
del cultivo del maiz y los cientos de usos del grano (tortillas, tostadas, atole, tamales,
totopos, pinole, pozole, etc.) y otras partes de la planta (los tallos para el jugo azucarado,

tallos secos para cercas y como combustible, las hojas del tallo y de la mazorca para
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envolver tamales, etc.). Todo lo anterior ilustra su importancia en las culturas antiguas y
actuales de México y del resto de Latinoamérica (Sanchez, 2011). Practicamente el maiz
mexicano es la dieta de todos los mexicanos porque contiene una invaluable riqueza
cultural, ademés los cientos de usos que se le ha dado a lo largo de todo este tiempo
(Bourges, 2008). En la actualidad también se usan en las bebidas, medicina, estimulantes,
materiales en la industria y en gran medida en aspectos religiosos (Rivera, 2012). La gran
diversidad de formas y de tipos de maices nativos presentes en todo México representa una
gran riqueza y un gran potencial para México, por lo que se debe de cuidar y resguardar
este patrimonio cultural, pues se corre el riesgo de la pérdida de su diversidad genética,
dificultando el establecimiento de programas de conservacion in situ sustentables en el
mediano y largo plazo (Perales, 2009). Adicionalmente, no se podrd monitorear los
cambios en la diversidad genética, dificultando en un futuro estimar la erosion genética

para las razas en estudio.
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RESUMEN
Al norte de México existe una gran diversidad genética de maiz nativo, donde la
caracterizacion de poblaciones nativas, en particular las de las razas de Coahuila, es
deficiente, por lo que es necesario generar conocimiento sobre la situacion actual de la
diversidad y distribucion de las razas nativas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la diversidad genética del maiz nativo de Coahuila, México. Con 192 poblaciones
colectadas en 7 poligonos se realizd una clasificacion racial y considerando con los
caracteres morfolégicos de mazorca y grano se realizd un analisis de varianza, de
componentes principales, clUsteres e indices de diversidad. En la clasificacion racial se
identificaron 6 grupos raciales, 11 con algin grado de combinaciéon y un hibrido. Los
andlisis de varianza nos indican la existencia de amplia diversidad morfoldgica evidenciada
principalmente por peso de mazorca. Del total de poblaciones el 58 % se asocio a la raza
Raton, el 11 % a Raton x Tuxpefio Nortefio y el 10 % a Tuxpefio Nortefio. Ademas, se
identifico una reducida diversidad genética en la raza Conico, evidenciada por la presencia
de 22 % de formas intermedias. Nuestros resultados indican que existe una amplia
diversidad morfolégica en los maices nativos de Coahuila, a la vez que se estéd presentando

la pérdida o ausencia de la raza Tuxpefio y Olotillo.

Palabras clave: Diversidad genética, maices nativos, caracteres morfoldgicos, centros de

origen, raton.
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ABSTRACT
In northern Mexico there is a great genetic diversity of native maize, where the
characterization of native populations, particularly the races of Coahuila, is deficient, so it
IS necessary to generate knowledge about the current situation of the diversity and
distribution of the native races. The objective of this research was to evaluate the genetic
diversity of the native maize of Coahuila, Mexico. With 192 populations collected in 7
polygons, we carried out a racial classification and with the morphological characters of ear
and grain, an analysis of variance, principal components, clusters and diversity indexes was
carried out. In the racial classification we identified 8 racial groups and 10 with some
degree of combination. The analysis of variance indicates the existence of a wide
morphological diversity evidenced mainly by ear weight. Of the total populations, 58%
were associated to the Raton race, 11% to Raton x Tuxpefio Nortefio and 10% to Tuxpefio
Nortefio. In addition, we identified the loss of genetic diversity in the Cobnico race,
evidenced by the presence of 22% intermediate forms. Our results indicate that there is a
wide morphological diversity in the native maize of Coahuila, at the same time that the loss

or absence of the Tuxpefio and Olotillo races is being presented.

Key words: Genetic diversity, native maize, morphological characters, centers of origin,

raton.
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INTRODUCCION

El maiz tuvo un papel central en el origen y la difusién de la agricultura en todas las
civilizaciones indigenas de Mesoamérica, que dependieron en gran medida del cultivo de
maiz y los diversos usos del grano (tortillas, atole, tamales, pinole, etc.) y otras partes de la
planta (tallos secos para cercas y combustible, las hojas de la mazorca para envolver
tamales, etc.) (Fernandez et al., 2013). México es un pais mega diverso, con gran variedad
de especies, considerado como centro de origen y de diversidad genética del maiz, con mas
de 60 razas y cientos de variedades, por lo que la caracterizacion de la diversidad genética
del maiz es compleja, aunque actualmente se disponen de métodos moleculares que
permiten detectar diferencias a nivel de secuencias de ADN (CONABIO, 2019). También
se puede realizar una caracterizacion con base a variaciones morfoldgicas por herencia
mendeliana que son de alta heredabilidad, lo que permite determinar el grado de similitud
con base a su morfologia (Sanchez et al., 2000; Hernandez y Alanis, 1970). Los maices
nativos representan el 88 % de la superficie de la siembra de temporal en México (SIAP,
2011). La diversidad del maiz en el estado de Coahuila, como en gran parte de la Republica
Mexicana, esta constituida de manera compleja por tipos raciales, variantes dentro de raza e
intermedias entre razas desarrollados por los agricultores, que indica la importancia de este
tipo de atributos en la descripcion de las poblaciones de maiz (Rincon, 2010). En la
descripcion morfoldgica la variacion de un sitio con un material particular depende del
factor ambiental, del proceso de seleccion y las labores que realizan los agricultores, que se
manifiesta en la expresion fenotipica del material seleccionado (Reyes-Méndez et al.,

2017). Por lo tanto, los caracteres distintivos particulares pueden ser utilizados para la
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comparacion relativa entre tipos de maices procedentes de otros sitios con materiales
especificos, siempre y cuando estos sean distintos.

En el primer trabajo en donde se propuso la clasificacion de la diversidad genética del maiz
en México se describié 25 razas de maiz con algunas sub razas (Wellhausen et al., 1952).
Hernandez y Alanis (1970) recolectaron y describieron cinco razas de maiz del noroeste de
México: azul, apachito, bofo, gordo y tablilla de ocho. Ortega (1985) hizo la descripcion de
cinco razas de maiz poco investigadas: raton, onavefio, tuxpefio nortefio, cristalino de
Chihuahua y palomero de Chihuahua. Este y otros estudios permitieron establecer
relaciones con otras razas de maiz (Sanchez y Goodman, 1992). Sanchez et al. (2000) y
Mera (2009) realizaron colectas de poblaciones nativas, ademas han participado diversas
instituciones e investigadores, a tal grado que actualmente se reconocen 59 razas de maiz
descritas (CONABIO, 2012). En el sur de Coahuila, con el apoyo del Sistema Nacional de
Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura (SINAREFI, 2003), se realizo
un trabajo de exploracion y de recoleccién de maices nativos, donde se logré identificar a
seis grupos raciales: Ratdn, Tuxpefio nortefio, Conico nortefio, Tuxpefio, Olotillo y Elotes
conicos. Rincén et al. (2010) colectaron 90 accesiones y agregaron una raza mas a las seis
identificadas por el SINAREFI. De acuerdo a las fechas de colecta y a la cantidad
colectada, es conveniente precisar el nivel de diversidad genética de las poblaciones nativas
de Coahuila. El objetivo de la presente investigacion fue precisar el nivel de diversidad
morfologica y verificar si existe o0 no pérdida de las razas existentes en poblaciones de maiz

nativo de Coahuila.
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MATERIALES Y METODOS
Ambito geografico
El estudio fue realizado dentro de los siete poligonos del estado de Coahuila, declarados
como Centros de Origen y Diversidad Genética del Maiz en México, publicado en el Diario

Oficial de la Federacion de 2012 (Figura 1.1).

Figura 1.1 A) Centros de origen y diversidad genética de maiz en el estado de Coahuila. B)
Poligonos declarados como centros de origen y diversidad genética del maiz y sus parientes
silvestres en Mexico.

Localidades a muestrear

Con el programa ArcMap de ArcGis 10.3 se elaboraron los poligonos considerados Centros
de Origen y Diversidad Genética de Maices Nativos y Parientes Silvestres en el estado de
Coahuila, partiendo de los puntos que delimitan dichas areas publicados en el Diario Oficial
de la Federacion en noviembre de 2012. A los poligonos generados se sobrepusieron las
capas de division estatal, municipal, localidades urbanas, carreteras y medios de
comunicacion, asi como distritos de riego y localidades rurales en formato SHP, las cuales

se descargaron del INEGI (INEGI, 2014).
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Método de muestreo
Considerando la extension de las areas declaradas como centros de origen y diversidad
genética, asi como el nivel de riqueza genética inferido por la intensidad de colectas
registrada de proyectos nacionales ya ejecutados, se realizé6 un muestro sisteméatico por
proporciones. Para determinar el nimero de localidades a visitar se contabilizé y sumo el
namero de localidades dentro de los 7 poligonos. Al total se le aplicd el muestreo
sistematico propuesto por Murray (1988), con una confiabilidad del 95 % y un error de
muestreo del 10 %, mediante la ecuacion:

NS?

— sist
n=

Bj 2
t_Z(N_1)+Ssist

Donde:
n: Tamafio de muestra. Beneficiarios de PROCAMPO 2012 ciclo PV (SAGARPA, 2016).
N: Tamario de la poblacion (2560).

t: Valor de la distribucion “t, /, y—1” para una confiabilidad (1 - o= 95 %)

ta/2,n-1= to.05/2,2560-1= 1.96
S?sist: Varianza de la poblacion (Varianza Méaxima = 0.25)

By: Error de muestreo = 0.10.

Con este procedimiento de muestreo se considera maxima varianza con 95 % de confianza
y un error de 10 %, tomado como base lo propuesto por Manzano y Brafia (2003) y
Martinez y Martinez (2006), que es la situacion méas desfavorable en cuanto a dispersién de
la distribucion, asegurando una buena estimacion en los tamafios de muestra; esto ocurre
cuando la probabilidad de éxito (p) y fracaso (g = 1-p) de una distribucion binomial es 0.25

(p = 0.5), asemejandose a una distribucién normal.
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Colecta de semilla

La colecta de semilla se realizo solicitando a cada productor de maiz que proporcionara una
muestra de su material, realizando seleccion de la misma manera como si fuera a ser
semilla para sembrar en un ciclo posterior. Cada colecta tenia como minimo 5 mazorcas
para la identificacion racial y toma de fotografia. Las colectas se documentaron con el
formato de los datos pasaporte para muestras de Recursos Fitogenéticos para la
Alimentacién y la Agricultura, asi como los datos de georreferenciacion (GPS) para cada
una de ellas.

Identificacion racial

La identificacion racial se realizé de manera visual por un experto clasificador de razas con
base a las caracteristicas de la mazorca mas afines a la raza, en cinco mazorcas
representativas, en las instalaciones del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Texcoco, Estado de México. Posteriormente se realizd la descripcion morfoldgica de las
mazorcas Yy grano, en un tamafio de muestra de 5 mazorcas representativas de cada colecta,
para determinar las caracteristicas cualitativas y cuantitativas.

Caracteristicas cuantitativas

Los caracteres morfoldgicos registrados fueron: peso (PM), longitud (LM), didmetro (DM)
y namero de hileras (NH). En 10 granos, tomados al azar, se midieron en cm: longitud
(L10G), ancho (A10G), grosor (G10G). Adicionalmente se obtuvo por triplicado el peso de
100 semillas.

Clasificacion y distribucion

A las muestras colectadas se le dio una asignacion preliminar a nivel de raza. Con los datos

de las coordenadas geogréaficas de cada poblacion se elaboré un mapa de distribucion de los
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maices nativos (ArcMap de ArcGis 10.3), utilizando mapas disponibles en el Sistema de

Informacién del INEGI

(INEGI, 2014) y de la CONABIO (CONABIO, 2016), donde se incluyd la clasificacion a
nivel de raza y las variantes intermedias entre los grupos raciales.

Descripcion morfologica

El andlisis estadistico de los datos de mazorca y grano fue realizado mediante un anélisis de
varianza y una comparacion de medias (Tukey con un o=0.05), mediante el paquete
estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute, 2004).

Anélisis de dispersion y clasificacion

El anélisis de agrupamiento y distribucion de la diversidad de las poblaciones de maiz
consistié en el analisis de componentes principales (ACP) y andlisis de conglomerados,
basados en las medias de colectas a través de los caracteres morfoldgicos, para las variables
que se consideraron como apropiadas para la valoracion de la diversidad genética. El
analisis de componentes principales fue realizado mediante el procedimiento PRINCOMP
del paquete estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute, 2004). También se realizd el
andlisis de conglomerados mediante el método de agrupamiento por pares usando
promedios aritméticos (UPGMA).

Cuantificacion de indices de diversidad

Con base en datos de CONABIO de colectas de maiz realizados desde 1943 hasta el 2008 y
la colecta realizada para la presente investigacion estimaron parametros mediante una
comparacion de la diversidad genética existente en los distintos periodos. Para ello se tomo

la diversidad alfa y gamma.
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La diversidad alfa mide la riqueza de especies de una comunidad en particular a la que se le
considera homogeénea, que esta dada por riqueza especifica (S), que es igual al niamero total
de especies obtenido por un censo de la comunidad. En esta clasificacién se tomaron en
cuenta los diferentes indices, como:

a) Indice de diversidad de Margalef:

s—1
Dug = 1nN

Donde: S: nimero de especies, N: nimero total de individuos. Supone que hay una relacion
funcional entre el nimero de especies y el nimero total de individuos S=k_N, donde k es
constante (Magurran, 1988). Si esto no se mantiene, entonces el indice varia con el tamafio
de muestra de forma desconocida. Usando S—1, en lugar de S, da DMg = 0 cuando hay una
sola especie.

b) indice de diversidad de Menhinick:

S

DMTl_\/N

Se basa en la relacion entre el nimero de especies y el numero total de individuos

observados, que aumenta al aumentar el tamafio de la muestra.

La diversidad gamma, definida (Whittaker, 1972) como la riqueza en especies de un grupo
de habitats, que resulta como consecuencia de la diversidad alfa de las comunidades
individuales y del grado de diferenciacion entre ellas (diversidad beta).

a) Calculo basado en la riqueza de especies:

Beta = Z qj(sT - Sj)
j
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Donde: gj: peso proporcional de la comunidad j, basado en su area o cualquier otra medida
de importancia relativa. °T: Numero total de especies registradas en el conjunto de
comunidades. S: Numero de especies registradas en la comunidad j.

b) Calculo de la diversidad beta basado en el indice de Shannon:

Hlpe +a = —ZPilnPi — Xq;H;
i
P = ijpij
J

Donde:
Representa la frecuencia promedio de la especie i en el conjunto de comunidades,
ponderada en funcién de la importancia de las comunidades (qj). La segunda parte de la
férmula utiliza el indice de Shannon calculado para cada comunidad, y el valor de
importancia de las comunidades.

c) Caélculo basado en el indice de Simpson (}).
Este refleja el grado de dominancia en una comunidad; la diversidad de la misma puede

calcularse como D =1 . En este caso, la diversidad beta se calcula como:

Beta = Z qjA — z P?
7 i

Los datos obtenidos para cada uno de los caracteres fueron organizados a fin de tener la
base de datos que permitan hacer las comparaciones con las caracteristicas de los grupos

raciales definidos en México.
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RESULTADOS
Se identificaron 6 grupos raciales individuales, 11 grupos raciales con un grado de
combinacién y un hibrido (EI Cuadro 1.1), con mayor proporcion hacia la raza ratén (58
%), seguida de la raza Raton x Tuxpefio Nortefio (21 %). Los resultados indican un mayor
porcentaje de la raza Raton con 111/192 poblaciones. Existe una amplia distribucion de la
raza Raton en 6 de los 7 poligonos (Figura 1.2).

Cuadro 1.1 Clasificacion a nivel raza de las poblaciones de maiz colectadas en Coahuila,
2017.

|

Clasificacion a nivel racial, 2017

19 RATON SEGREGANTE MEJQRADO
18 RATON SEGREGANTE HIBRIDO

17 MEZCLA DE HIBRIDO TU#PENO IJDRTEbQOAHU ILA

Acuiia

Raza # %
Raton 111 58
Ratdén x Tuxpefio Nortefio 21 11
Tuxpefio Nortefio 20 10
Conico Nortefio 15
Conico Nortefio x Raton

Ratdn x Conico Nortefio

Elotes Occidentales

Hibrido

Ratén mezcla mejorado

Tuxpefio Nortefio x Raton

Celaya x Tuxpefio Nortefio

ND*

Celaya

Celaya x Raton

Elotes Conicos

Elotes Conicos x Raton

Mezcla de hibrido x Tuxpefio nortefio
Ratdn x Segregante hibrido

Ratén x Segregante mejorado 1 1
Total 192 100

16 ELOTES CONICOS RATSN
15 ELOTES CONICO
14 CELAYA

13 CELAYA,

AYA TUXPERIO NORTERNO
10/{UXPERO NORTERIO RATON
RATON MEZCLA MEJORADO
s HiERIDO

¢Bol-od+@ HO

Mizquiz

dgiSabinag

6 RATON CONICO NORTERIO Zabinag

5CoNCE NoRTERI0 RAYBRP
4CONCO NORTERIO San Buenaventura 10.15 -
2 RATON.TUXPERNO NORTERNO — -.-%

ogr

1RATON o %w%

{ CENTROS DE ORIGEN Y DE DIVERSIDAD GENETICA, ﬁ
Lama o ABastlo

10.12

Cuatro Ciénegas

San Pedro

Rafvios Anzpe

Matarm6yos Paras P & Gener
v & = ,)

1014 ‘9 " ‘54
®
¢y

PR RRPRRPRPREPRPNONNMND AN
RPRPRRRPRRPRPRPRPRPREPREPRELPNNO®

01252%5 50

7462 OCCIDENTALES San Juan Vila” ¥ /Guerrero
Unién

5 e"%w-é\fa-ggxc NORTENO ” & &

*ND= No identificado. El simbolo “x” entre Figura 1.2 Dlst,rlbuc!on geogréfica de
grupos raciales indica algtn grado de combinacion |8 razas de maiz nativas colectadas en
o forma intermedia entre los dos grupos raciales. ~ c0@huila, 2017.

Los cuatro caracteres de mazorca resultaron altamente significativos y para los caracteres
de grano, tres variables fueron estadisticamente significativos (P<0.01), excepto para el

grosor del grano (Cuadro 1.2). Los resultados indican que las variables entre poblaciones
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dentro del grupo pueden ser diferenciadas a través de los caracteres morfoldgicos de
mazorca y de grano.

Cuadro 1.2 Analisis de varianza de los caracteres de mazorca y grano en poblaciones de
miz nativas de Coahuila, 2017

Variables *SC *CM  F-Valor Pr>F
Peso de mazorca () 208377.8 11576.5 115 ** <.0001
Longitud de mazorca (cm) 402.7 22.4 8.1 ** <.0001
Diémetro de mazorca (cm) 14.6 0.8 3.9 ** <0001
Numero de hileras 110.1 6.1 3.4 ** <.0001
Longitud de grano (cm) 0.9 0.0 3.4 ** <0001
Ancho de grano (cm) 0.2 0.0 20 * 0.0123
Grosor de grano (cm) 1.3 0.1 1.0 NS 0.523
Peso de 100 granos (g) 1960.9 108.9 6.0 ** <.0001

*Suma de cuadrados, *Cuadrados medios, ** Altamente significativo,
*Significativo, NS: No significativo.
Para los caracteres de mazorca se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
PM y NH, en los caracteres morfoldgicos del grano fue en LG y P100G (Cuadro 1.3). Los
resultados indican una amplia variacion entre razas. Por ejemplo en PM hay una gran
diferencia significativa de la raza Tuxpefio Nortefio sobre las demas razas; de igual forma,

para el caracter de grano sobresale la raza Elotes Cénicos.
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Cuadro 1.3 Comparacion de medias de Tukey para las caracteristicas morfologicas en
mazorca y grano.

Raza Caracteres de mazorca Caracteres de grano

PM LM DM NH LG AG GG P100G
Tuxpefio Nortefio 2036 a 172 b 50 a 15 b 12 b 09 a05a3l3b
Celaya 1743 b 172 b 44 a 14 b 12 b 09 a 04 a 293 b
Ratdn-Tuxpefio Nortefio 1581 b 154 b 47 a 14 b 12 b 09 a 04 a 276 b
Tuxpefio-Nortefio-Raton 1508 b 196 a 44 a 15 b 12 b 09 a 05 a 343 b
Ratén-Cdnico Nortefio 1428 b 138 b 44 a 14 b 09 b 0.7 a 07 a?281b
Conico Nortefio 1407 b 145 b 44 a 14 b 12 b 08 a 0.7 a 286 b
Celaya-Tuxpefio Nortefio 1374 b 142 b 43 a 14 b 12 b 09 a 04 a 239 b
Elotes Occidentales 1345 b 155 b 41 a 11 b 12 b 1.0 a 05 a 239 a
Celaya-Ratén 1311 b 170 b 42 a 16 b 09 b 07 a 06 a 187 b
Conico Nortefio-Ratdn 1289 b 128 b 45 a 14 b 12 b 08 a 05 a 282 b
Elotes Conicos-Raton 1260 b 150 b 40 a 14 b 11 b 0.7 a 05 a 289 b
Elotes Conicos 1168 b 140 b 42 a 13 b 14 a 08 a 04 a 303 b
Hibrido 1158 b 145 b 41 a 14 b 09 b 08 a05a237hb
Mezcla de Hibrido- 1113 b 180 b 45a 14 b 12 b 09 a 0.4 a 284 b
Tuxpeno Norteno
Raton 1058 b 132 b 42 a 13 b 11 b 08 a04a235hb
Raton Segregante de 923 b 114b44alla 12b08a05a233b
Raton Mezcla con mejorado 69.6 b 138 b 39 a 17a 09 b 0.7 a 04 a 191 b
Raton-Segregante de 618 b 117 b 34 a 13 b 10 b 07 a 05 a 184 b
mejorado
*ND 371 ¢ 127 b 38 a 13 b 08 b 07 a03al1l69 b

*ND: No Identificado. Medias con la misma letra en la misma columna no son
estadisticamente diferentes (p < 0.001). PM: Peso de mazorca (g); LM: Longitud de
mazorca (cm); DM: Diametro de mazorca (cm); NH: Numero de hileras; LG: Longitud de
grano (cm); AG: Ancho de grano (cm); GG: Grosor de grano (cm) y P100G: Peso de 100

granos (g).

Considerando los primeros seis componentes los coeficientes de cada componente (vectores
caracteristicos) son proporcionales a los coeficientes de correlacion entre las variables
originales y los nuevos componentes (Cuadro 1.4). Por lo tanto, los coeficientes positivos y
negativos indican el nivel de asociacion entre las variables originales y los componentes

principales. Estos resultados indican que la mayor variacion se concentra en el primer
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componente principal (40.80 %), el cual esta determinado por el PM. EI componente 2 da
como resultado una variacion del 17.64 % y esta determinado por el NH y AG. El
componente 3 con 12.88 % lo determina el GG. El componte 4, con 9.53 %, esta
determinado por la LG. Estos resultados indican que las variables de mazorca fueron méas
discriminatorias que las variables de grano, indicando que en estas caracteristicas también
existe una amplia variabilidad.

Cuadro 1.4 Analisis de los componentes principales para el estudio de la diversidad entre y
dentro de grupos raciales de maiz de Coahuila, 2017.

Caracteristica CPL CP2 CP3 CP4 CP5 CP6
Peso de mazorca () 0.51* -0.15 0.01 -0.16 0.07 -0.12
Longitud de mazorca (cm) 043 0.02 -0.04 -0.33 0.59* 0.08
Diametro de mazorca (cm) 039 -014 -0.12 -0.05 -0.74* 0.34
NUmero de hileras 0.22 -0.69* -0.04 0.07 0.16 0.27
Longitud de grano (cm) 031 010 0.14 091* 0.15 0.03
Ancho de grano (cm) 0.24 0.65* -0.16 -0.08 0.05 0.52
Grosor de grano (cm) 0.03 0.03 097 -0.16 -0.06 0.19
Peso de 100 granos (g) 045 020 0.08 -0.07 -0.21 -0.69*
Valor caracteristico 326 141 103 076 0.67 041

Porcentaje de la variancia explicada (%) 40.80 17.64 12.88 9.53 842 5.08
CP1. Componente principal 1; CP2: Componente principal 2; CP3: Componente
principal 3; CP4: Componente principal 4; CP5: Componente principal 5; CPG6:
Componente principal 6; *: Coeficiente del vector de importancia que determina las
caracteristicas del CP.

Considerando los primeros dos componentes principales se observan 6 poligonos a nivel
raza, de estos el complejo Ratdn se encuentra ampliamente distribuido en un poligono del
extremo izquierdo (Figura 1.3-A). Considerando la dispersion de las 181 poblaciones de
maiz pertenecientes a seis grupos raciales, se observa que la variabilidad es amplia aun

dentro de razas por grupos (Figura 2B).
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CP2 (17.6 %)

Raton
@ Tuxpefio nortefio
Rat6n-Cénico nortefio
@ Codnico nortefio

Raton
@ Tuxpefio nortefio
Rat6n-Cénico nortefio
@ Cdnico nortefio

I.ZL - al: Rgto_n-Tuxpe[]o nortefio 2oy
g \ \ Conico nortefio 1

-1.6

CP2 (17.6 %)

CP1(40.8 %) CP 1(40.8 %)

Figura 1.3 Dispersion de las 181 poblaciones de maiz nativo de Coahuila con base en los
dos primeros componentes principales. A) Dispersion de las poblaciones por poligono. B)
Dispersion de individuos por raza.

En el agrupamiento por conglomerados las poblaciones estan agrupadas con base a las
distancias medias a partir de las ocho variables (Figura 1.4). De acuerdo con el nivel de
significancia es posible formar tres grupos que contiene las 181 poblaciones. Estos
resultados permitieron ver grupos formados por poblaciones a nivel raza. Por ejemplo, en el
primer grupo se concentra la mayor cantidad de poblaciones de la raza Tuxpefio Nortefio,
en el segundo grupo estan las de la raza Raton y sus combinaciones y en el tercero estan
distribuidos en subgrupos la raza Ratdn Tuxpefio, Elotes Cénicos, Conico Nortefio y Elotes

Occidentales. Cabe resaltar que la raza raton es ampliamente distribuida en los tres grupos.
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Figura 1.4 Dendrograma de relaciones entre 181 poblaciones de maiz nativo de Coahuila obtenido por el método de la media

aritmética no ponderada (UPGMA).

33



Considerando los pardmetros de diversidad, la riqueza especifica no se mantuvo, por ejemplo, en
el primer periodo de colecta de maiz en Coahuila (1943) se tenian 6 razas, aunque en 2006-2008
aument6 dos razas mas, actualmente en las colectas 2017 se encontraron 6 grupos raciales
individuales y 11 grupos raciales con un grado de combinacion. (Figura 1.5). Estos resultados
confirman un aumento y amplia diversidad genética presentes en el estado de Coahuila. El indice
de riqueza especifica de Menhinick indica un aumento en relacién al nimero de razas y el
nimero de individuos. Con base en los indices de diversidad por Margalef se observa un
aumento considerable, lo cual supone que hay una relacién entre el nimero de razas y el niUmero
de individuos. En cuanto a la riqueza de especies, con base en los indices de diversidad de
Simpson, se presenta un grado de dominancia menor de individuos que ayud6 en un aumento de
las razas. De acuerdo con el indice de Shannon la frecuencia promedio de las razas para el afio

2107 fue ligeramente mayor.

indices de diversidad

9 4
w
Q
aQ 74
Z Razas

] Simpson

d 5 p
e Shannon
X 3
% J Menhinick
S 1 —¥— Margalef

-1 ©1943-1952 2006-2008 2017
Periodos de colecta de maiz en Coahuila

Figura 1.5 Indices de diversidad en los periodos 1943-1952, 2006-2008 y 2017 dentro de los 7
poligonos denominados como centros de origen y de diversidad genética del maiz en Coahuila.
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DISCUSION

1) En Coahuila, México existe una amplia variacion morfolégica.

De acuerdo con investigaciones previas (SINAREFI, 2003; Rincén et al, 2010) el estado de
Coahuila no constituye una region importante en la concentracion de la diversidad genética de
maiz, ya que solo se ha reportado la presencia de algunas colectas representativas de las razas
Raton, Tuxpefio y Tuxpefio nortefio. Nuestros resultados no concuerdan con las investigaciones
realizadas, pues existe una amplia diversidad genética de maices nativos en el estado de
Coahuila. La diversidad racial mayormente encontrada fue la raza Ratén 111/192 (58 %),
seguida de Raton x Tuxpefio Nortefio (11 %), Tuxpefio Nortefio (10 %) y Conico Nortefio (8 %).
Adicionalmente, dicha variabilidad se sustenta en que se caracteriz6 un total 6 grupos raciales
individuales y 11 grupos raciales con un grado de combinacion ampliamente distribuida en
Coahuila en los centros de origen y de diversidad genética. Tal diversidad se debe a que los
agricultores locales han conservado y han mejorado sus materiales nativos, apoyados por las
condiciones orograficas y la gran variacion de microclimas presentes en Coahuila (N4jera, 2010).
El SINAREFI en 2003 logré identificar seis grupos raciales y Rincon et al. (2010) identificaron
una raza mas (raza Celaya) ademas de varios grupos raciales; ambos concuerdan que las
condiciones diversas de clima y precipitacion determinan una gran variacion de ambientes
agroecolégicos, y por consiguiente la potencial fuente de variacion genética en maiz (Sierra et al,
2014). Rincon y colaboradores (2010) reportaron un mayor porcentaje encontrado en la raza
Ratdn (26.7 %), Conico Nortefio (21.1 %) y Tuxpefio Nortefio (20 %), en una poblacion mucho
menor (90 accesiones). Wellhausen (1952) sefiala que las razas Raton, Tuxpefio y Tuxpefio

Nortefio son originarias de Coahuila. EI maiz nativo adaptado a las condiciones agroecologicas
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de su region comunmente son poblaciones heterogéneas, homo-heterocigotas, desarrolladas y
conservadas por los agricultores (Herrera et al., 2000; Munguia-Aldama et al., 2015 y Sanchez et
al., 2000). El maiz nativo posee ciertos atributos como la tolerancia al estrés hidrico, resistencia
a plagas y a enfermedades y ademas poseen la capacidad para amortiguar las diferentes
condiciones ambientales (Rincdn-Sanchez et al., 2014); aunque estas poblaciones son de baja
productividad (Aguirre et al., 2011). El estudio para evaluar la diversidad de las razas considera
también el evaluar los efectos ambientales (interaccion genotipo-ambiente). Para ello el material
genético colectado se debe evaluar en al menos dos ambientes diferentes. En esta investigacion
se evaluaron caracteres morfoldgicos de mazorca y grano en poblaciones colectadas
directamente en la region de origen, sin llegar a evaluarlas en ambientes diferentes, por lo que en
una futura investigacion es necesario establecer el material experimental en diferentes ambientes
y evaluar el efecto del ambiente en la expresion de la diversidad morfoldgica de cada una de las

razas.

2) El maiz nativo de la raza Tuxpefio, Olotillo y Conico estan disminuyendo o estan ausentes.

Respecto a la diversidad genética de la region, Wellhausen et al. (1952) sefialan que las razas
Raton, Tuxpefio y Tuxpefio Nortefio son poblaciones originarias de Coahuila, y los resultados
méas actuales (Rincén et al., 2010) indican que la diversidad en Coahuila se encuentra
representada por siete grupos raciales: Celaya, Conico Nortefio, Elotes Conicos, Olotillo, Raton,
Tuxpefio y Tuxpefio Nortefio. Nuestros resultados indican que de las poblaciones originarias
reportadas anteriormente en la region ya solo se encuentran las razas Raton, Tuxpefio Nortefio,

Conico Nortefio, Celaya y Elotes Conicos. Por lo que la ausencia de la raza Tuxpefio y Olotillo
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sugiere que han desaparecido o que estdn disminuyendo. En otros estudios, Gonzalez et al.
(2013) evidenciaron una erosion genética en razas nativas como Jala y Tehua, asi mismo el
complejo genético Zapalote que puede llegar a estar en riesgo por su limitada distribucion
geogréfica. En nuestra investigacion encontramos un 21 % (191 accesiones) de formas
intermedias, cantidad menor al 23.5 % reportado por Rincén et al. (2010) con una poblacion
mucho menor (90).

Por otra parte, el grupo amplio de poblaciones de formas intermedias como Celaya x Tuxpefio
Nortefio, Elotes Cdnicos x Raton y Celaya x Ratdn sugieren la existencia de un proceso de
diferenciacion morfoldgica o de variantes raciales no reportadas previamente (Sanchez et al.,
2017).

Aguirre et al. (1998) y Flores-Pérez et al. (2015) argumentan que los pocos agricultores que
cultivan maiz mantienen un continuo conjunto de poblaciones de maiz, y estas poblaciones se
distribuyen de manera méas uniforme que en otros entornos, por lo que su destino es incierto en el
mediano y largo plazo, siendo necesario realizar estudios de seguimiento a través del tiempo para

estar en posibilidades de disefiar estrategias para manejar y asegurar su presencia.

CONCLUSIONES
De acuerdo a las variables evaluadas en existe una amplia diversidad morfoldgica en los maices
nativos del Estado de Coahuila; no obstante, la raza Conico esta desapareciendo pues en este

estudio no se encontraron poblaciones.
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RESUMEN

El Estado de Coahuila presenta areas de temporal en las que también se cultiva maiz nativo. En
otras regiones de México se ha detectado la presencia de ADN transgénico en variedades nativas.
A la fecha no se ha realizado investigacion que nos permita saber si en la diversidad genética de
maiz nativo en Coahuila existe infiltracion de transgénes y en qué cantidad. Esta investigacion
tuvo como objetivo establecer una linea base de presencia o no de transgénes en variedades
nativas de maiz de Coahuila. En el afio 2017 se colectaron 192 muestras que fueron analizadas a
nivel de ADN por PCR tiempo real utilizando sondas TagMan® para detectar la presencia del
promotor 35S, asi como la secuencia del terminador TNOS, ambos utilizadas en la gran mayoria
de los transgénicos comerciales. Los resultados indicaron la presencia de secuencias transgénicas
en 11 (5.72 %) de las 192 muestras analizadas, en niveles que variaron de 0.06 a 8.552 % de
ADN transgenico, registrandose los niveles mas elevados en las colectas de maiz de los
municipios de Parras de la Fuente, Viesca y Ejido Tio Pio. De acuerdo a lo encontrado en otras
regiones, aungue la presencia transgénica interpoblacional fue baja, la cantidad de transgenes

intrapoblacional fue alta.

Palabras clave: Maiz, diversidad genética, variedades nativas, transgénes, Coahuila.
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ABSTRACT

The State of Coahuila has seasonal areas where native maize is also grown. In other regions of
Mexico, the presence of transgenic DNA has been detected in native varieties. To date, research
has not been carried out to find out if in the genetic diversity of native maize in Coahuila there is
infiltration of transgenes and in what quantity. The objective of this research was to establish a
baseline for the presence or absence of transgenes in native maize varieties of Coahuila. In the
year 2017, 192 samples were collected that were analyzed at the DNA level by real-time PCR
using TagMan® probes to detect the presence of the 35S promoter, as well as the sequence of the
TNOS terminator, both used in the vast majority of commercial transgenics. The results
indicated the presence of transgenic sequences in 11 (5.72 %) of the 192 analyzed samples, in
levels that varied from 0.06 to 8.552% of transgenic DNA, registering the highest levels in the
collected the maize the municipalities of Parras de la Fuente, Viesca and Ejido Tio Pio.
According to what was found in other regions, although the interpopulation transgenic presence

was low, the amount of intrapopulation transgenes was high.

Keywords: Maize, genetic diversity, native varieties, transgenes, Coahuila.
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INTRODUCCION
En México se localizan los centros de origen del maiz y en todo el pais se lleva a cabo el proceso
de diversificacion, en un amplio rango de altitud y variacion climatica, desde el nivel del mar
hasta los 3,400 metros sobre el nivel del mar (msnm), con mas de 59 razas, cada una con una
amplia variacién (CONABIO, 2011).
Actualmente en la agricultura industrializada existe una marcada tendencia hacia la uniformidad
genética; es decir, hacia la implementacion de unas pocas variedades seleccionadas
genéticamente homogéneas (Davies, 2003); esto ha ocasionado el desplazamiento de los
materiales nativos y, en otros casos, estas han disminuido su frecuencia, debido a la introduccion
de materiales mejorados de reducida base genética, que en algunos casos con la aplicacion de la
biotecnoldgica e ingenieria genética modifican la expresion de genes e introducen genes nuevos,
como es el caso del maiz transgénico u organismos genéticamente modificados (OGM)
(Fernandez et al.2008) .
Un OGM se define como cualquier organismo vivo que posea una combinacion nueva de
material genético que se haya obtenido mediante la aplicacion de la biotecnologia moderna
(LBOGM, 2005). Por lo tanto un maiz GM es aquel que contiene uno 0 mas paquetes
transgénicos en todas sus células, el cual puede incluir uno 0 mas genes foraneos de cualquier
otro organismo, ademas de otros fragmentos de ADN que provienen de microorganismos que no
intercambian material genético con el maiz de manera natural (Turrent et al., 2013a).
Uno de los primeros transgenicos introducido en México fue en 1988 con una variedad de
jitomate (Lycopersicon esculentum L.) en Sinaloa (Serratos, 2009). Desde el descubrimiento de
la presencia de secuencias transgénicas por Quist y Chapela en 2001 se ha intensificado la

busqueda de nuevos protocolos capaces de detectar dichas secuencias para rastrear eventos
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transgénicos, una de ellas es la técnica de Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay que permite
detectar una proteina o proteinas diferentes de interés, aunque no es capaz de medir la cantidad
presente, por lo que la cuantificacion por numero de copias requieren métodos altamente
sensibles, especificos y confiables, como la PCR en tiempo real (Mejia, 2011, Acatzi et al., 2014,
Lopez-Sanchez et al., 2005, SENASICA, 2014 y Nageswara-Rao et al., 2013).

Varios investigadores se han enfocado en conocer los mecanismos de difusion y la frecuencia de
los OGM (Dyer et al., 2009 y Mirco et al., 2014). Diaz y Galindo (2014) evaluaron por primera
vez en Venezuela eventos transgénicos en semillas de maiz obteniendo resultados positivos con
la proteina CrylAb asociado a eventos especificos DAS-@15@7-1(resistencia a herbicida y
tolerancia a insectos lepidopteros). Gutiérrez-Rosati en 2008 reporta la presencia de eventos
MON810, NK603 en Per. También se ha hecho un estudio via polen en Uruguay (Fernandez,
2011), en el que se reportan resultados positivos con MON810 en 13 de las muestras, BT11 en
14 de ellas y la combinacién de ambos eventos en 9 de ellas (eventos apilados). En Colombia,
Chaparro-Giraldo et al. (2015) realizaron estudios del proceso de flujo de genes que afectan a las
poblaciones de maiz en campo, confirmando la presencia de transgénes en variedades locales y
otras en variedades convencionales en el Valle de San Juan, concluyendo que el flujo genético se
relaciona con précticas inadecuadas entre los agricultores. Goggi et al. (2007) estudiaron el flujo
de genes en campos de maiz con diferentes densidades de polen; los resultados indican la
importancia de la densidad de polen en campo y en los campos receptores sobre el flujo genético
del maiz. Otro estudio de dispersion de polen en la atmosfera fue cuantificar la contaminacion
del flujo de genes por polen de maiz GM y no GM; los resultados indicaron una disminucion de
contaminacion por GM si la distancia de la fuente GM es mayor (Popescu et al., 2010 y Luna et

al., 2001). Ma et al. (2004) consideran que una distancia de 200 m entre dos genotipos (hibridos,
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poblaciones y parientes silvestres) parece ser apropiada para Bt u otro maiz GM. Aunque Zhang
et al. (2011) consideran un aislamiento apropiado de 300 m. Viljoen y Chetty (2011) consideran
un control mas estricto del flujo génico y sugieren aislamientos temporales combinados con las
distancias mas estrictas de los requeridos.

Considerando que en el territorio mexicano y en las comunidades campesinas sigue existiendo
una gran riqueza genética de maiz la deteccion de transgenes también ha sido motivo de estudio
y de controversia en diversas investigaciones (Mettz y Ftterer, 2002; Kaplinsky et al., 2002;
Ortiz et al., 2005a; Ortiz et al., 2005b; Cleveland et al., 2005; Serratos-Hernandez et al., 2007;
Pifieyro-Nelson et al., 2009). Los anteriores estudios, ademas de otros realizados en México
(Landavazo et al., 2006; Castro, 2006; Rojas, 2010; Ruiz, 2012; Trejo, 2014; Rivera-Lopez,
2009; Serratos-Herndndez et al., 2004; Mezzalama y Ortiz, 2010) no contemplaron la
cuantificacion de OGM, como lo fue en la investigacion de Carre6n (2011), quien reporta
porcentajes bajos (0.31 y 0.01%) a nivel intrapoblacional. Ademas, los anteriores estudios no
contemplaron a los estados del norte de México, en donde también se cultivan variedades nativas
y que son puntos estratégicos para la produccion del maiz; tal es el caso de Coahuila. La presente
investigacién tuvo por objetivo detectar y cuantificar secuencias transgénicas inter e
intrapoblaciones en maiz nativo de Coahuila, conocimiento que ayudara a conocer el estatus
actual de los maices nativos y al mismo tiempo tomar las medidas pertinentes en pro de la

conservacion de las razas nativas.
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MATERIALES Y METODOS
Ambito geografico de aplicacion.
El estudio fue realizado dentro de los siete poligonos del estado de Coahuila, declarados en el
acuerdo como Centros de Origen y Diversidad Genética del Maiz en México, publicado en el

Diario Oficial de la Federacion (Figura 2.1).

>z
jor;

13]14 3 Poligonos que de origen Kilometn
| 3 de diverslad genética del maiz

Figura 2.1 A)'Centros de origen y‘diversidad genética de maiz en el estado de Coahuila. B)
Poligonos declarados como centros de origen y diversidad genética del maiz y sus parientes
silvestres en México.

Definicion de los poligonos a muestrear.

Con el programa ArcMap de ArcGis 10.3 se elaboraron los poligonos considerados Centros de
Origen y Diversidad Genética de Maices Nativos y Parientes Silvestres en el estado de Coahuila,
partiendo de los puntos que delimitan dichas areas publicados en el Diario Oficial de la
Federacion en noviembre de 2012. A los poligonos generados se sobrepusieron las capas de
division estatal, municipal, localidades urbanas, carreteras y medios de comunicacion, asi como
distritos de riego y localidades rurales en formato shape, las cuales se descargaron del INEGI.

Método de muestreo en cada poligono.
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Para determinar el numero de localidades a visitar se contabilizd6 y sumo6 el nimero de
localidades dentro de los 7 poligonos; a este total se le aplicé el muestreo sistematico propuesto
por Murray (1988), con una confiabilidad del 95 % y un error de muestreo del 10 %, aplicando la
siguiente ecuacion:

NSszist

"B ,
t—Z(N—1)+S

sist

Donde:
n: Tamafio de muestra. Beneficiarios de PROCAMPO 2012 ciclo PV (SAGARPA, 2016).
N: Tamafio de la poblacion (2560).

t: Valor de la distribucion “t, /, y—1” para una confiabilidad (1 - a.= 95 %)

ta/2,n-1= t0.05/2,2560-1= 1.96
S%sist: Varianza de la poblacion (Varianza Méaxima = 0.25)

Bu: Error de muestreo = 0.10.

Con este procedimiento de muestreo se considera maxima varianza de 95 % de confianza y un
error de 10 % tomado como base lo propuesto por Manzano y Brafia (2003) y Martinez y
Martinez (2006) que es la situacién mas desfavorable en cuanto a dispersion de la distribucion,
asegurando una buena estimacion en los tamafios de muestra; esto ocurre cuando la probabilidad
de éxito (p) y fracaso (q = 1-p) de una distribucién binomial es 0.25 (p = 0.5) asemejandose a
una distribucion normal (Martinez y Martinez, 2008). Considerando la extension de las areas
declaradas como centros de origen y diversidad genética, asi como el nivel de riqueza genética

inferido por la intensidad de colecta registrada de proyectos nacionales ya ejecutados.
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Colecta de poblaciones.

Se realizaron recorridos recolectando muestras de mazorca en las localidades ubicadas dentro de

cada uno de los poligonos, que se determind de manera previa mediante trabajo de gabinete.

Debido a la fecha en la que se realizo la colecta la mayoria de las muestras se obtuvieron de la

troja de los productores o bien en las bodegas donde se almacena el grano, colectando un total de

192 accesiones (Figura 2.2).

Mlzquiz

COAHUILA

rancisco:

.......

Figura 2.2 Puntos muestreados en los Centros de Origen en el estado de Coahuila.

A cada productor de maiz se le pidié una muestra de su material, que seleccion6 de la misma

manera como si fuera a ser semilla para sembrar en un ciclo posterior. Cada colecta tenia como

minimo 5 mazorcas para la identificacion racial y toma de fotografia; cuando ésta fue en grano se

le solicitd 2 kg como minimo.
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Obtencidn y muestreo de harina.

El material de partida fue 1 kg de la semilla de maiz colectada, el cual se dividio en tres partes
iguales. A cada tercio de muestra se le sometié a un molido por separado durante 2 minutos
obteniendo harina muy fina. Una vez obtenida la muestra de harina se procedid a realizar un
muestreo por el método de doble cuarteo apegadas a las normas de la ISTA (2014), para lo cual
se coloco 1 kg de harina en un molde de madera de 35 x 40 cm?, delimitado por tirantes de
madera de 1 cm de alto en su interior, con marcas para formar 16 cuadrantes; la harina se
distribuy6 de forma homogénea con ayuda de una barra distribuidora dentro del molde descrito.
Con apoyo de una espatula metélica, la barra de madera y las marcas del molde de madera se
trazaron 16 cuadrantes (primer cuarteo), dejando dividida la muestra en 16 partes iguales. Con la
ayuda de la espatula de metal se tomaron 5 sub-muestras (segundo cuarteo) de cada uno de los
16 cuadrantes obtenidos. Cada cuadrante fue sub-muestreado en un tubo eppendorf con un
volumen de 0.5 mL. Cada mL de cada uno de los 16 cuadrantes por muestra fue colocado en un
tubo Falcon.

Extraccion y Cuantificacion de ADN

De cada una de las muestras de harina contenidas en el tubo Falcon se tomaron 150 mg y se
colocaron en un tubo eppendorf de 2 uL y el sobrante de la muestra se conservé en tubos Falcon.
A cada tubo eppendorf se le aplicaron 900 pL de solucion de lisis y 100 pL de reactivo A, se les
dio vortex (Si™ Vortex Genie® 2 Modelo G560, USA) por 15 seg y después se dejé reposar
durante 14 h a 4 C°. Una vez pasadas las 14 h se aplicaron 2 uL de RNAsa al tejido y se le dio
vortex por 15 segundos. Se afiadieron 100 uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 % al lisado,
se le dio vortex por 15 seg y se dejo reposar por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se

afiadieron 400 uL. de buffer de precipitacion (N5) al lisado, se dio vortex por 30 seg, después se
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centrifugdé (Hemle Laboortechnik Gmbh, D-78564 Germany) a 15000 rpm por 15 mina 4 °C. La
extraccion de DNA se realiz6 en un robot de extraccion de DNA King Fisher Flex 96 (Thermo
Fisher Scientific Inc., U.S.A.). Para ello se transfirieron 800 pL del sobrenadante a la placa con
80 pL de detergente (DI) y 40 uL de perlas magnéticas. También se utilizaron tres placas de
pozo profundo con 750 pL. de amortiguador de lavado, se agregaron en una placa de pozo
pequenio 100 puL de amortiguador de dilucion y por ultimo se colocd el cubre peine. La
cuantificacién y determinacion de la calidad del ADN obtenido se realiz6 utilizando un
espectrofotometro de ultra-bajo volumen NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific, Waltham MA.),
a través de lecturas de absorbancia de 260 y 280 nm. Las muestras se mantuvieron guardadas en
el congelador a -20 °C hasta el momento de su uso.

Determinacion y cuantificacion de secuencias transgénicas

Esta fase se realiz6 utilizando el equipo de PCR tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystems,
California, USA) mediante el kit para deteccién de organismos genéticamente modificados
Genesig® GMO Event Quantification CaMV 35S Promoter, para detectar la secuencia del
promotor 35S del Virus Mosaico de la Coliflor, asi como de la secuencia terminadora del gen
nopalina sintasa (TNOS) de Agrobacterium tumefaciens, con el kit Genesig® GMO Event
Quantification NOS Terminator, corriéndose cada una de las muestras por duplicado. En cada
placa fue posible colocar 45 muestras con 2 repeticiones mas el control interno (IPC), control
positivo y control negativo propio del kit; ambos controles con dos repeticiones. Para la
cuantificacion se usaron las secuencias del promotor 35S y el terminador NOS como targets para
la deteccion de organismos genéticamente modificados, utilizando una curva estdndar de
cuantificacion. Para dicha curva se usaron siete diluciones de un material de referencia de

contenido conocido; dicho material fue harina transgenica de maiz del evento MON 863 x MON
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810 con 9.9 % de contenido transgénico, certificados por The Institute for Reference Materials

and Measurements (IRMM, Geel, Bélgica). El analisis se realiz6 en las muestras que resultaron

positivas a la presencia de los primers mencionados anteriormente.

RESULTADOS

Deteccion de la secuencia del promotor 35S

Las amplificaciones por PCR en tiempo real arrojaron resultados negativos para 182 muestras

(94.8 %), mientras que 10 muestras (5.2 %) resultaron positivas para la presencia de secuencias

de organismos genéticamente modificados (Cuadro 2.1)

Cuadro 2.1 Muestras de maiz del estado de Coahuila positivas para la presencia del promotor

358S.

Muestra Localidad Municipio Raza
4 Ejido Jalisco Torredn Ratén
8 Tanque Aguilerefio Viesca Ratén
9 SanJosé de Aguaje  Viesca Rato6n

15 Ejido Parras 2

44 Santa Rita
45 Santa Rita

58 Hedionda Grande

108 La Providencia

156 Zaragoza
171 Villa Unién

Parras de la Fuente
Saltillo

Saltillo

Saltillo

Castafios

Ejido Tio Pio
Ejido La Luz

Ratdn-Tuxpefio Nortefio
Raton

Raton

Cénico Nortefio- Rat6n
Raton

Raton

Ratén

Deteccion de la secuencia terminadora tNOS

El resultado de la PCR tiempo real para la secuencia tNOS arrojo resultados negativos para 187

muestras (97.4 %), mientras que se detectaron resultados positivos en 5 muestras (2.6 %),
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(Cuadro 2.2). Las muestras 15, 44, 45 y 171 ya habian sido detectadas como positivas con el

andlisis para el P35S, excepto por la muestra 4 que solo amplifico para el tNOS.

Cuadro 2.2 Muestras de maiz del estado de Coahuila positivas para la presencia del terminador

tNOS.

Muestra Localidad

Municipio

Raza

14 Ejido Parras 2
15 Ejido Parras 2
44 Santa Rita

45 Santa Rita
171 Villa Union

Parras de la Fuente
Parras de la Fuente
Saltillo

Saltillo

Ejido La Luz

Raton-Tuxpefio Nortefio
Raton-Tuxpefio Nortefio
Raton
Raton
Raton

Cuantificacion de la presencia de transgenes

En la siguiente figura (2.3) se puede observar la curva estandar de cuantificacion del promotor

35S y del terminador tNOS.
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Figura 2.3 Curva estandar de cuantificacion utilizada para la determinacion del nivel de
introgresion de secuencias transgénicas en maices positivas del estado de Coahuila con respecto

al promotor 35S y terminador tNOS.

En el Cuadro 2.3 se presentan de forma resumida los resultados obtenidos, donde puede

observarse la cuantificacion de las 11 muestras (5.2 %) de 192 que resultaron positivas a la

introgresion de secuencias transgénicas.
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Cuadro 2.3 Nivel de introgresion de secuencias transgénicas en maices positivos del estado de

Coahuila con respecto al promotor 35S y al terminador tNOS

Nivel de introgresion (%)

Muestra Raza P35S INOS
4 Ratén 0.083 -
8 Raton 0.004 -
9 Raton 1.070 -
14 Ratén-Tuxpefio nortefio - 6.770
15 Raton-Tuxpefio norteio  8.552 4.810
44 Raton 0.060 0.123
45 Ratdn 0.064 0.169
58 Conico nortefio-Raton 0.095 -

108 Raton 0.017 -
156 Raton 0.194 -
171 Raton 0.045 0.361

La Figura 2.4 muestra las curvas de amplificacion de los estandares de refenrencia y de la
muestra 15, que fue en la que se obtuvo un mayor porcentaje del promotor CaMV-35S (8.552 %)

y la muestra 9 que amplifico con una exactitud de 1.070 %.
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Figura 2.4 Intervalos de amplificacién para el promotor CaMV-35S en la muestra 15 (M15) y 9
(M9).
La Figura 2.5 muestra los intervalos de amplificacion de los estdndares de referencia con la

muestra 14 y la muestra 15 en la que se detectd una amplificacién de 6.770 % y 4.810 %,

respectivamente.
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Figura 2.5 Intervalos de amplificacion para el promotor CaMV-35S en la muestra 14 (M14) y 15
(M15).

La Figura 2.6 muestra la ubicacion de las poblaciones donde se detectd y cuantifico la presencia
de transgenes. Como se puede observar las poblaciones positivas estan distribuidas en casi todos

los poligonos, lo que representa un peligro pues éstas son puntos de diseminacion de los

transgenes.
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Figura 2.6 Ubicacidn geogréafica de las muestras positivas de maiz en Coahuila

57



DISCUSION
Presencia de secuencias transgénicas del promotor CaMV 35S y del terminador NOS en maices

nativos de Coahuila.

Nuestros resultados indican la presencia de secuencias transgénicas (P35S y tNOS) en maices
nativos del estado de Coahuila. En otras investigaciones también se ha reportado la presencia de
transgenes en maiz. Quist y Chapela (2001) fueron los primeros en detectar la secuencia del
promotor 35S en variedades nativas de maiz de Oaxaca, confirmado afios més tarde por
Landavazo et al. (2006). En ese mismo afio Castro (2006) reporta la presencia de secuencias
transgénicas en maices nativos en Sinaloa. Serratos-Hernandez et al. (2007) encontraron
muestras positivas (2/208 muestras) mucho menores a nuestros resultados (11/192 muestras).
Dyer et al. (2009) reportan de 1.8 % a 3.1 % de proteinas de origen transgénico en maiz nativo
de Oaxaca, Veracruz, Yucatdn y Guanajuato. En ese mismo afio Pifieyro-Nelson et al. (2009)
reportan la presencia del promotor 35S. Un afio después Rojas (2010) encontrd6 muestras
positivas en el norte, centro y sur de Veracruz en un 40 % de las muestras; en nuestra
investigacién encontramos una frecuencia de 5.2 % para el p35S y de 2.6 % para la secuencia
terminadora NOS. Carredn (2011) realiz6 un estudio en dos regiones del estado de Puebla y
encontrd al promotor CaMV 35S en mayor frecuencia (36 %) entre poblaciones que dentro de
poblaciones (menor a 0.3 %). Recientemente lversen et al. (2014) analizaron la presencia del
promotor 35S en 796 plantas individuales de maiz (hojas) y en 20 muestras de semillas de maiz
de Sudafrica observando resultados positivos para una de las 796 muestras de hoja (0.0013 %) y
en cinco de las 20 muestras de semillas (25 %). Chaparro-Giraldo et al. (2015) realizaron

pruebas para la deteccion del flujo génico en semillas y polen en relacion con los estandares
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legales. EI 88 % de las parcelas fueron positivas para las pruebas de Inmunostrip® y PCR (para
identificacion del promotor 35S, el terminador NOS y el gen crylF) sobre hojas (flujo de genes
via semilla) y el 12 % de las parcelas restantes fueron positivas para transgenes en semillas (flujo
de genes via polen).

Cantidad de secuencias transgenicas entre y dentro de poblaciones de maiz nativo de Coahuila.
Las curvas de cuantificacion utilizadas (Figura 3) muestran resultados confiables ya que éstas
presentaron valores para R? superiores a 0.99 y eficiencias arriba del 95 %. Hasta la fecha no se
habia reportado grandes cantidades de contenido transgénico en maices nativos como los
reportados en esta investigacion. En un estudio realizado por Landavazo et al. (2006) en maiz
nativo de la Sierra de Oaxaca se detectd resultados positivos de muestras de hasta con nueve
decimales (0.000000001); nuestros resultados mas bajos fueron de 0.004 en la raza Raton,
perteneciente al ejido de Tanque Alguilerefio del municipio de Viesca. Rojas en 2010 reporta
porcentajes entre 0.01 % a 0.07 %. El porcentaje de transgénes reportados por Carredn son entre
0.31 y 0.01 %. En Brasil, Branquinho et al. (2013) reportan valores superiores al 1 % de
contenido transgénico. Cabe resaltar que nuestro mayor porcentaje fue de 8.552 % de contenido
transgénico para el promotor P35S en la raza Ratdn-Tuxpefio Nortefio de Coahuila. En otros
estudios se reportan porcentajes mas altos, como el de Kaur et al. (2010), quienes reportan
47.5%; sin embargo, el estudio se realizé en una variedad transgénica y no a maices nativos.

La entrada de los transgénes en una poblacion no asegura que éstos puedan persistir en las
poblaciones receptoras, pues dichos genes al llegar a una nueva variedad cultivada en el campo
entran en una dinamica dictada por las leyes de la genética cuantitativa y de poblaciones y son
sujetos a presiones de seleccion natural o artificial, positiva 0 negativa, de acuerdo con el valor

adaptativo que confieran a los individuos portadores; ademas de quedar expuestos al fenomeno
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de deriva genética, lo que eventualmente puede conducir a una fijacién total o a una pérdida
definitiva en la poblacion, por lo que su destino es incierto en el mediano y largo plazo, siendo
necesario realizar estudios de seguimiento a través del tiempo para estar en posibilidades de

disefar estrategias para manejar su presencia.

CONCLUSIONES
Nuestra investigacion evidencia la introgresion de secuencias transgénicas del promotor 35S y
del terminador NOS en maices nativos de Coahuila, en un porcentaje de hasta 8.5, cantidad no
reportada en la literatura cientifica. Los mayores niveles de introgresion se presentan en los

maices nativos de los municipios de Parras de la Fuente y Viesca Coahuila, México.
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CONCLUSIONES GENERALES

Nuestro estudio representa un avance en el tema de la diversidad genética de maiz nativo
pues describimos una amplia diversidad morfoldgica de variedades nativas y un aumento en el
numero de razas intermedias con algin grado de combinacién en Coahuila, aunque a la vez,
detectamos que la raza Conico esta ausente, quizas indicativo de la reduccion de la presencia de
esta raza en los poligonos muestreados en Coahuila. Ademas, descubrimos la presencia de
transgenes a nivel inter e intrapoblacional en cantidades no reportadas en estudios previos, lo

que representa un riesgo en la conservacion de las variedades nativas de maiz.

Indudablemente que estos resultados deben representar, por si mismos, moviles para que las
autoridades involucradas emprendan acciones al respecto, pues el acuerdo por el que se
determinan Centros de Origen y Centros de Diversidad Genética del Maiz indica que “las
personas fisicas y morales que se dedican a la produccion o distribucién de semillas para siembra
de maiz en las areas enunciadas en el Acuerdo, deberan hacerlo con semillas de maiz libres de
secuencias genéticamente modificadas” y deberan restringir las actividades relacionadas con este
tipo de semilla en las areas determinadas en el Acuerdo. La situacidn se torna particularmente
critica tomando en cuenta que la dispersion de las secuencias transgénicas en maiz es
notoriamente amplia, abarcando cinco de siete poligonos protegidos por su condicién de centros

de origen y diversidad.
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