COEXISTENCIA ENTRE MAIZ
CONVENCIONAL Y TRANSGENICO:
INFLUENCIA DE LA FECHA DE SIEMBRA
EN LA COINCIDENCIA DE LA FLORACION
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Plantas de maiz durante la floracién femenina. Foto: IRTA.

01 Introduccién

La autorizacién de cultivos transgénicos de
maiz en la Unién Europea ha propiciado la apa-
ricién del concepto de coexistencia definido
como el derecho que tienen los agricultores
de poder escoger entre la produccion de culti-
vos convencionales, ecoldgicos o modificados
genéticamente (transgénicos), siempre que
cumplan las obligaciones legales que marca la
normativa europea.

Por otra parte, el reglamento sobre etiqueta-
do (1830/2003) establece el umbral del 0,9%
de contenido de transgénicos por encima
del que los productos se habran de etiquetar
como tales. De acuerdo con este reglamento,
la presencia accidental de OGM (organismos
genéticamente modificados) por encima del
umbral del 0,9% en un cultivo inicialmente no
transgénico, determinaria que este cultivo se
etiquetara como transgénico, hecho que en
algun caso, podria perjudicar econémicamen-
te al agricultor. Por lo tanto, de acuerdo con la
Uniéon Europea, hay que establecer una serie
de normas que ayuden a disminuir al maximo
la mezcla entre los OGM y los convencionales
o ecoldgicos.

La presencia accidental de material transgénico
puede venir determinada por varios factores,
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Seguimiento de la floracion en una parcela de maiz. Foto: IRTA.

como por ejemplo la pureza de la semilla, la poli-
nizacion cruzada, la presencia de rebrotes y final-
mente las posibles mezclas durante la cosecha
y la postcosecha. Asi, la polinizacion cruzada es
la que despierta mas preocupacion, porque en
condiciones de campo es dificil controlarla.

El maiz se fecunda mayoritariamente por po-
linizacion cruzada, y el viento favorece que el
polen de una planta fecunde las plantas de
alrededor. Como esta caracteristica es propia
de la especie, el maiz transgénico no tiene por
qué ser una excepcion. Asimismo, el denomi-
nado flujo de genes, es decir la dispersion de
los transgenes (genes introducidos en la plan-
ta transgénica) mediante el polen puede tener
una cierta influencia a la hora de aplicar las nor-
mativas sobre trazabilidad y etiquetado. Asi, el
grado de polinizacién cruzada entre un campo
transgénico y un campo no transgénico podria
determinar si el producto final se debe etiquetar
como transgénico o no.

Desde el ano 2003 el IRTA ha realizado una se-
rie de ensayos orientados a cuantificar el flujo
de genes, a establecer las distancias de segu-
ridad necesarias para minimizarlo y sobre todo
a tener datos cuantitativos fiables que sirvan de
base de la normativa que se debe establecer
en nuestro pais, para asegurar la coexistencia
entre cultivos transgénicos, convencionales y
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ecologicos (Melé y col., 2006). En estos en-
sayos se ha demostrado que una distancia de
seguridad de unos 20-25 m es suficiente para
mantener la presencia accidental de los OGM
en un campo convencional vecino por deba-
jo del umbral del 0,9%. El estudio realizado
en condiciones reales de coexistencia en dos
zonas de Cataluna donde habituaimente se
cultiva maiz transgénico, confirmo este resul-
tado (Messeguer y col., 2006). Por otra parte,
también se ha demostrado que una barrera de
unos cuantos surcos de maiz (zona tampon)
es mas eficaz que una distancia equivalente
sin nada cultivado. Hace falta destacar que los
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El objetivo del ensayo fue
determinar hasta qué punto
las diferencias en las fechas
de siembra pueden ser
efectivas de cara a minimizar
el flujo de genes entre el trigo
de maiz convencional y trigo
de maiz Bt
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Figura 2. A la izquierda, aspecto del campo de ensayo el 25 de mayo poco después del nacimiento de la ltima siembra. A la derecha, vista del campo el 2 de julio. Los bordes de separacion y la
primera siembra de blanco ya en floracion.

T resultados obtenidos en los ensayos realizados

o ‘ =l o] en otros paises de la Union Europea y de Amé-

d) 9" rica coinciden plenamente con los que se han

' obtenido aqui (Broookes y col., 2006 y referen-
TN cias citadas; Devos y col., 2006).

Plano de la situaciéon y
esquema del ensayo

003 ) b

PRE2Y52 Todos estos ensayos se planifican de forma
Blanco no transgénico 197
e PG que las variedades transgénicas y convencio-
nales florezcan al mismo tiempo para detec-
tar el maximo nivel de flujo de genes que se
podria producir. Ahora bien, dado que en de-
terminadas zonas de nuestro pais es posible
hacer siembras muy tempranas o muy tardias,
habria que averiguar si la polinizacion cruzada
y consecuentemente el flujo de genes se podia
controlar mejor disminuyendo tanto cémo fuera
posible la coincidencia en la floracion.
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Figura 1. Datos basicos del ensayo: Plano de situacion, fechas de siembra, variedades y esquema de plantacion.

02 Diseino del ensayo

REGISTRO DEL VIENTO DURANTE EL PERIODO DE FLORACION Durante la camparia 2005 se disefié un ensayo

w
combinando tres fechas de siembra de maiz de
sSw grano amarillo transgénico (variedad PR32P76)
con 3 fechas de siembra de maiz de grano

s

blanco no transgénico (variedad PR32Y52). El
SE —+ ensayo se hizo en la zona de Foixa (Baix Em-
porda) y lo financiaron el IRTA'y el DARP.

E
NE El campo de 126 m de largo por 100 m de an-
cho se dividio en tres partes iguales para tener

N tres réplicas, separadas una de la otra por una
NW calle de 9 m sembrada con el maiz de grano

11 jul

blanco (Figura 1). En cada una de estas répli-
cas, se sembraron cuatro parcelas de 3x100
m de la variedad de grano amarillo PR32P76
a (4 lineas) que se consideraron como dona-
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Recorrido medio del viento
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doras de polen, separadas entre ellas por tres
Figura 3. Recorrido medio del viento (Wind Run) expresado en metros y minutos. Esta medida tiene en cuenta la velocidad media ; ;
del viento y la frecuencia en cada direccion. parcelas de 6x100 m (8 lineas) de maiz blanco
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PR32Y52, que se consideraron como recepto-
ras de polen. Las variedades, las dos de ciclo
700, se sembraron en tres fechas: 31 de marzo
(siembra temprana), 20 de abril (siembra me-
dia) y 11 de mayo (siembra tardia). El ensayo se
orientd de tal manera que el viento dominante
de la zona favoreciera al maximo la polinizacion
cruzada.

Dado que las variedades de maiz convencional
que habitualmente se siembran en la zona son
de grano amarillo, durante los primeros esta-
dos de crecimiento se reviso el campo para eli-
minar las posibles plantas que pudieran crecer
fruto de restos de mazorcas de la cosecha del
ano anterior (rebrotes), con tal de evitar falsos
positivos en la evaluacion del flujo (Figura 2).

La velocidad y direccion del viento asi como la
pluviometria durante la época de floracion se
registraron en la estacion meteoroldgica insta-
lada en el extremo del campo.

Las fechas de floracion se obtuvieron por ob-
servacion directa y por la evaluacion de 40
plantas individuales de cada uno de los tra-
tamientos del ensayo sobre las cuales se de-
termind con precision el inicio y el final de la
floracion masculina y la femenina.

La preparacion del terreno, las siembras y la
conduccion general de la plantacion se llevo a
cabo siguiendo las buenas practicas culturales
establecidas en la zona con la colaboracion del
propietario del campo y la supervision del per-
sonal del IRTA.

Al final del ensayo, y para facilitar la tarea de la
recogida de muestras antes de la cosecha se
hicieron dos pases transversales con la cose-
chadora para abrir dos caminos, de forma que
de cada tratamiento se pudieran tomar mues-
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Figura 4. Representacion grafica de las fechas méas representativas del cultivo superpuestas en la evolucion de las temperaturas
medias. El area en amarillo estima el valor de la integral térmica sobre la base de 8 ° C.

tras de cuatro lugares en el interior del campo
(a derecha e izquierda de cada uno de los ca-
minos abiertos). Se tomaron en cada lugar tres
mazorcas de cada uno de los 8 riegos de cada
tratamiento (96 mazorcas por tratamiento).

Las muestras se analizaron siguiendo dos me-
todologias: en el método fenotipico, en cada
mazorca se hizo un recuento de los granos
amarillos sobre el total de granos blancos.
Teniendo en cuenta que los caracteres blan-
co y amarillo son homocigotos y que el ama-
rillo es dominante sobre el blanco, el nimero
de granos amarillos/granos blancos nos da
la proporcion de polinizacion cruzada que ha
habido. Y, teniendo en cuenta que el carac-
ter de resistencia al barrenador en las plantas
transgénicas esta en hemicigosis, solamente
la mitad del polen seré transgénico, y de aqui
se desprende que el numero granos amarillos/
granos blancos dividido por dos sera la propor-

Jornada de puertas abiertas, vision general de uno de los pasillos que se abrieron para poder recoger las muestras. Foto: IRTA.

cion de granos transgénicos encontrados; en
el método molecular, se uso la técnica estandar
de la PCR cuantitativa (RT-PCR) para evaluar
el porcentaje de ADN transgénico en relacion
al ADN total.

03 Resultados

En todas las siembras hubo un buen nacimien-
to y las plantas se desarrollaron normalmente
(Figura 2).

En el disefio del ensayo se tuvo en cuenta la
direccion de los vientos dominantes de la zona
(brisa del mar), de forma que la distribucion de
las parcelas se hizo procurando que el flujo de
grano quedara favorecido al maximo. El regis-
tro de los vientos que se muestra en la Figura
3 confirmé para estos dias la persistencia de
los vientos del SE y la presencia ocasional de
vientos de tramontana durante la floracion.
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Conseguir separar las
floraciones diez dias es una
buena estrategia para el
control del flujo genético

Mazorcas de maiz blanco donde se ven los granos amarillos,
fruto de la polinizacion cruzada con el maiz Bt. Foto: IRTA.

Pese a las diferencias claras en las épocas de
siembra espaciadas cada tres semanas, las di-
ferencias entre las fechas de floracion de los tra-
tamientos ensayados fueron mucho menores. En
la Figura 4 se ha representado la evolucion de las
temperaturas medias durante el periodo desde la
primera siembra hasta la ultima floracion.

El érea amarilla representa la integral térmica
(sobre una base de 8°C) que explica satisfac-
toriamente el reagrupamiento de las fechas de
floracion especialmente entre la primera y se-
gunda siembra tanto en el maiz blanco como
en el transgénico. El calor acumulado las tres
primeras semanas de abril por las plantas de la
primera siembra es poco y se traduce al final en
un adelantamiento de la floracion de solo tres o
cuatro dias respecto a la segunda siembra.
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Figura 5. Diagrama de la evolucion de las floraciones representadas segun la distribucion de las parcelas del campo de ensayo para

poder visualizar mejor las coincidencias entre tratamientos.

Tabla 1. Recuento total del porcentaje de granos amarillos detallado por tratamiento (media
+ error estandar). Se contabilizaron 96 mazorcas por tratamiento: Se detalla también los
dias de separacion entre el inicio de las floraciones

NO TRANSGENICO  TRANSGENICO FLORACION
Amarillo 1% siembra 3/7
BLANCO 1? SIEMBRA
. Amarillo 22 siembra 6/7
FLORACION 29/6
Amarillo 3% siembra 19/7
Amarillo 12 siembra 3/7
BLANCO 2° SIEMBRA
. Amarillo 22 siembra 6/7
FLORACION 4/7
Amarillo 3% siembra 19/7
Amarillo 12 siembra 3/7
BLANCO 3° SIEMBRA
. Amarillo 2% siembra 6/7
FLORACION 16/7
Amarillo 3% siembra 19/7

La fecha de floraciéon corresponde al momento
en que el 50% de las plantas entra en floracion.
Como se puede observar claramente en la Figu-
ra 4, la variedad transgénica amarilla PR32P76
florecié algo mas tarde que la variedad blanca
PR32Y52, pero el disefio correcto del ensayo ha
permitido igualmente estudiar todos los casos,
tanto de maxima coincidencia (22 del blanco con
la 12 del transgénico amarillo) como otras posi-
bilidades intermedias hasta la separacion total
entre la 12 del blanco con la 32 del amarrillo).

En la Figura 5 se ha representado el desarrollo
del ensayo durante los dias de la polinizacion.
En el eje horizontal esta representado el tiempo
en semanas a partir del dia 22 de julio. Con-
servando la misma situacion en la que estaban
plantadas en el campo de ensayo, se ha repre-
sentado en vertical el porcentaje de plantas en
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% GRANOS

INTERVALO N OBS. AMARILLOS
. % 11,73£1,02
; % 2,96+ 0,31
- % 3,36+0,38
; % 33,64 42,22
) % 10,105 £ 093
5 % 3,58+0,39
s % 0420,11
" % 374071
s % 9,76+1,53

floracion activa. Se ha considerado la floracion
masculina para los campos transgénicos do-
nadores de polen vy la floracion femenina para
los campos de maiz blanco sobre los cuales se
debia medir el flujo genético. Se han represen-
tado también fuera del recuadro del campo de
ensayo propiamente dicho las floraciones de
los campos vecinos de maiz amarillo no trans-
génico (Matar6 y PR32W86) situados a favor
del viento y el transgénico DKC6575 en la di-
reccion contraria del viento dominante.

Se puede ver muy claramente la completa
coincidencia entre la floracion del blanco de
segunda siembra con el transgénico amarillo de
primera siembra, y las coincidencias parciales
del blanco de 12 siembra con el transgénico de
12, del blanco de 22 con el transgénico de 22y
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Figura 6. Correlacion entre los valores de % de transgénico estimados por RT-PCR o por el recuento de los granos amarillos. Se
representa también la recta de regresion de los valores obtenidos contando los mayores sobre los valores de la RT-PCR.
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Figura 7. % De GM estimado por RT-PCR en funcioén del intervalo entre las fechas de floracion entre transgénico y blanco para

cada uno de los tratamientos ensayados.

del blanco de 32 con el transgénico de 3% Hay
también unos pequenos solapamientos entre el
transgénico de 22 siembra y las 12y 32 siembras
del blanco. En todos los demas casos, el
intervalo entre las floraciones fue casi total.

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de
granos amarillos encontrados en cada uno de
los casos analizados. El valor més alto (33%) co-
rresponde al tratamiento de mayor coincidencia
en la floracion y los valores siguientes (alrededor
del 10%) también se corresponden con los tra-
tamientos antes mencionados de coincidencia
parcial. También encontramos una buena co-
rrelacion (valores alrededor del 3%) en los trata-
mientos de escasa coincidencia. Hay dos casos
en los que segun las medidas de floracion he-
chas en campo no se debian encontrar granos
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amarillos porque las floraciones habian sido muy
distantes y en cambio, se encontraron valores
del 3%. Estos tratamientos son los de blanco de
12y 22 siembra polinizados por transgénico de
32 siembra donde se habrian de esperar valores
parecidos a los obtenidos en el caso del trans-
génico de 12 siembra sobre el blanco de 32, que
eran solo del 0,4%.

Observando la situacion de los campos adya-
centes, especialmente en la direccion favorable
del viento, se puede deducir que estas diferen-
cias podrian ser debidas al efecto de la coin-
cidencia de la floracion con otras variedades
ajenas al ensayo.

Con tal de comprobar esta hipétesis y también
para validar los resultados del ensayo se hicie-
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El intervalo entre las fechas
de siembra puede ser una
herramienta util para regular
la coexistencia.

Siembra del ensayo. Foto: IRTA.

ron una serie de analisis por PCR cualitativa y
RTPCR para poder determinar la equivalencia
entre granos amarillos y contenido en %OGM.

De acuerdo con el planteamiento del ensayo,
sélo la mitad de los granos amarillos medidos
traerian el gen de resistencia al taladro, puesto
que la plantacion de transgénico donador de
polen es una variedad hibrida. Esta aproxima-
cion se hace porque es mucho mas sencillo y
preciso hacer un recuento visual de los granos
que no pasar los costosos andlisis moleculares
para detectar el contenido real de OGM. Tie-
ne el inconveniente, que contando los granos
amarillos no se puede evaluar el porcentaje de
polen que proviene de otros campos amarillos
que no sean transgénicos. Estas interferencias
se habrian podido eliminar con una proteccion

25/5/10 12:29:35



DOSSIERTECNIC

de maiz blanco mucho mayor que la que se
pudo hacer dadas las medidas del ensayo y del
presupuesto disponible.

Por estos motivos, se analizaron 8 muestras
de cada uno de los tratamientos para saber
el contenido real de transgénicos y evaluar el
efecto de otras fuentes productoras de polen
amarillo no transgénico. El interés mayor, sin
embargo, estaba centrado en los valores de los
casos antes sefalados en que el flujo detecta-
do no concordaba con la coincidencia de flo-
racion de las partes implicadas. Los analisis de
PCR para el tratamiento blanco de 12 Transgé-
nico/amarillo de 32 dieron 0,05 + 0,03 y para €l
tratamiento blanco de 2* Transgénico/amarillo
de 32 dieron 0,34 + 0,06 valores muy inferiores
alos de 1,5%, que corresponderian a dividir el
porcentaje de granos amarillo entre 2. De esta
manera se ha podido comprobar la proceden-
cia ajena al ensayo de la mayoria de los granos
amarillos de estos tratamientos.

Una coleccion de muestras representativas del
ensayo (uno de los grupos de muestras tomadas
a lo largo del camino abierto en medio del cam-
pO) se procesaron para hacer el andlisis estandar
de contenido de OGM y poderlo comparar con
los valores obtenidos sobre la misma muestra.

En la Figura 6 se muestra la correlacion entre los
valores estimados haciendo el recuento de gra-
nos amarillos de cada tratamiento y los corres-
pondientes andlisis por PCR. Los porcentajes de
transgénicos dan valores muy parecidos en am-
bos casos, puesto que el indice de correlacion
es muy alto (R? = 0,99) y la pendiente de la recta
muy préxima a la unidad (1,1). Por otra parte, la
desviacion de la recta en el origen nos da una
medida de las interferencias y evidencia también

N
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que parte de los granos amarillos contados no
tienen su origen en las parcelas del ensayo.

El efecto del nUmero de dias de separacion entre
floraciones sobre el flujo genético producido se
muestra en la Figura 7. Se observa claramente
como disminuye muy deprisa, de forma que a
partir de los 8 dias el flujo es ya muy bajo.

Se ha anadido una linea de tendencia, aunque
quizés serfa mas adecuado dividir la grafica
en dos partes bien diferenciadas, es decir, si
hay coincidencia o no. En la primera parte, el
%0OGM es inversamente proporcional a los dias
de diferencia; y en la segunda, si no hay coinci-
dencia, no hay flujo.

Estos valores concretos son validos solo para
las dos variedades ensayadas, puesto que la
duracioén de las floraciones puede depender de
cada variedad y también de otros factores cli-
maticos 0 ambientales. Este resultado, sin em-
bargo, es concordante con otros estudios mas
generales hechos dentro del proyecto SIGMEA,
donde se estimd que una distancia de unos 10
dias entre las floraciones de campos vecinos era
totalmente suficiente para garantizar la coexis-
tencia (Messeguer y col , 2006).

04 Conclusiones

Aunque este ensayo no tenia el objetivo de medir
el flujo de genes y dar valores absolutos, se pue-
den también sacar algunas conclusiones. El di-
sefio del ensayo estaba pensado para favorecer
al maximo el efecto del polen transgénico sobre
el campo receptor, de forma que los resultados
nos dan una idea de lo que pasa en los bordes
del campo que esta cerca del transgénico pero
no de lo que pasaria en el interior del campo.
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Sin embargo, estos datos son muy similares
a los obtenidos en los bordes de los campos
adyacentes en un ensayo hecho el aho ante-
rior, igualmente en el Baix Emporda (4 ha maiz
transgénico amarillo sobre 24ha de blanco)
donde se pudo estimar que si el campo recep-
tor tenia méas de 40 m de anchura el efecto total
sobre la cosecha estaria ya por debajo del 0,9
% en el peor de los casos (Pla 'y col., 2006).

Este ensayo de fechas de siembra pone tam-
bién de manifiesto que es dificil conseguir va-
lores muy altos de flujo genético, puesto que
para llegar a valores superiores al 10% (20% de
granos amarillos) no sélo hay una coincidencia
perfecta de la floracion sino que también hay
que situar todas las plantas practicamente al
lado de los transgénicos amarillos donadores.

Con respecto a las conclusiones propiamente
objeto del ensayo, podemos decir que:

Los resultados de este ensayo confirman que
un intervalo de diez dias 0 mas entre floracio-
nes es muy eficaz para controlar el flujo de ge-
nes. Esto confirma los resultados obtenidos en
los ensayos de coexistencia que se han hecho
en el marco del proyecto SIGMEA.

El intervalo entre las fechas de siembra puede
ser una herramienta Util para regular la coexis-
tencia. El problema, sin embargo, es que estos
intervalos entre floraciones no tienen una equi-
valencia sencilla con las fechas de siembra que
las originan.

El tiempo que el maiz necesita para llegar a flo-
recer viene determinado por su ciclo, que hace
referencia a la cantidad de calor que necesita
acumular la planta para llegar a la floracion. La
floracion dependera, por tanto, de las tempera-
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turas que se den durante el periodo vegetativo
de la planta. En términos generales y tal y como
se ha visto en este ensayo, el intervalo en la
floracion entre la siembra primera y la segunda
ha sido muy escasa, de forma que tres sema-
nas de diferencia en la siembra (31 de marzo-
21 de abiril) se han traducido al final en cuatro
o cinco dias en el maiz blanco y dos o tres en
el transgénico amarillo. Esto se da porque el
calor que acumula la primera siembra durante
los dias que pasan antes de que se haga la
segunda es muy poco, ya que los dias son muy
frios. En cambio, entre la segunda y la tercera
siembra (21 de abril, 11 de mayo) las diferen-
cias producidas en la floracion serian notable-
mente mas largas y eficientes para controlar el
flujo producido.

En las condiciones normales de cultivo de
las zonas de produccién estudiadas no tiene
demasiado sentido promover diferencias en
las fechas de siembra tempranas de marzo y
abril, puesto que la separacion que se obtiene
es insuficiente. En cambio, en siembras me-
dias y sobre todo tardias es relativamente facil
obtener una diferencia en floracion eficaz para
controlar el flujo genético no deseado. La di-
namica general observada durante estos anos
en las zonas estudiadas, es que las plantacio-
nes de maiz transgénico se hacen a menudo
en fechas tardias mientras que el maiz con-
vencional se encuentra mas en plantaciones
tempranas, seguramente porque el ataque del
barrenador es mas fuerte con los calores del
final de verano.

Este estudio demuestra que las fechas de
siembra tienen una gran influencia en el control
del flujo genético y permite sacar conclusiones
muy concretas como por ejemplo que los cul-
tivos convencionales sembrados antes del 20
de abril no se veran afectados por los campos
transgénicos que se siembran mas tarde del
11 de mayo. Es evidente que esto no es valido
para todos los casos posibles, sin embargo,
considerada en conjunto con otras medidas
preventivas, la separacion de fechas de siem-
bra puede ser una herramienta util para regular
la coexistencia.
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