DOSSIERTECNIC

INFLUENCIA DE LOS REBROTES
EN EL CONTENIDO DE OGM
DEBIDO A LA POLINIZACION CRUZADA

Figura 1. Rebrotes en un campo de maiz.

01 Introduccion

Los rebrotes son plantas germinadas a partir
de granos aislados, fragmentos de mazorca o
mazorcas enteras que caen a tierra durante la
cosecha anterior (Figura 1). Asi, si un ano se
siembra una variedad de maiz transgénica y al
afo siguiente se cambia por una convencional,
los rebrotes aparecidos en este campo pueden
actuar como foco donador de polen modifica-
do genéticamente, y por lo tanto, introducir una
presencia adventicia de transgénico al campo
convencional. Este estudio pretende cuantificar
esta presencia y determinar la importancia de
los rebrotes en la coexistencia.

Este trabajo se llevé a cabo durante tres anos.
EI 2004 y el 2006 se siguieron los rebrotes de di-
ferentes campos, pero el 2005 fue el afo en que
se realizd el estudio sistematico, puesto que fue
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Figura 2. Esquema de la zona del bajo Ter donde estan localizados los campos rebuscados.

durante aguella campafa cuando el nimero de
hectareas cultivadas con variedades convencio-
nales crecioé de manera importante, por el anun-
cio por parte de las administraciones de la posi-
ble implantacion del Decreto de Coexistencia.

02 Metodologia del estudio

El afo 2005 se siguieron 12 campos en la zona
del bajo Ter Foixa (Baix Emporda) donde se
habia cultivado maiz transgénico en el 2004,
y convencional el 2005 (Figura 2). El muestreo
consistia en el seguimiento de diversas parce-
las, escogidas al azar, donde se contabilizaron
los rebrotes crecidos en la linea de plantas sem-
bradas y los rebrotes crecidos en las regueras,
entre medias de dos lineas. Este hecho es im-
portante, puesto que en el caso de campos
irrigados a través de regueras, al hacerlo se
eliminan todos los rebrotes entre lineas.

Ademas, cada rebrote se clasificd segun si se
trataba de plantas individuales (crecidas a mas
de 15 cm de distancia de cualquier otra planta),
un grupo de rebrotes, o bien plantas apinadas,
cuando crecian a menos de 5 cm de distancia
entre ellas. Este ultimo grupo corresponde a
aquellas plantas germinadas a partir de un frag-
mento de mazorca o bien una mazorca entera
(Figura 3).
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Los rebrotes suelen ser plantas poco vigorosas y
que pocas veces llegan a producir mazorca, pero
que en muchas ocasiones si que llegan a hacer
polen. Por eso es por lo que se hizo el seguimien-
to del porcentaje que llegaban a florecer en una
zona de 100 m? en cuatro campos diferentes con
alta densidad de rebrotes, dividiendo las zonas
en cuadrados de un metro, de los cuales se si-
guieron 15 cuadrados con los diferentes tipos de
rebrotes descritos (individuales, grupos y plantas
apinadas). Estos cuadrados no fueron seleccio-
nados al azar, sino que se hizo para determinar el
porcentaje de rebrotes de cada tipo que llegaba a
florecer. De estos cuatro campos, dos eran rega-
dos por aspersion y dos por gravedad (regueras
0 surcos), para representar los sistemas de riego
mayoritarios en la zona.

Como que los rebrotes estudiados eran proce-
dentes de maiz modificado genéticamente, y
teniendo en cuenta que el maiz es hemicigoti-
€O para el caracter transgénico Bt, se esperaba
que el 75% de los rebrotes tuvieran al menos
una copia del caracter Bt. La naturaleza trans-
génica de los rebrotes muestreados se com-
probd mediante el test comercial Trait Bt1 Corn
Leaf and Seed Kit, de TraitCheckTM, Strategic
Diagnostics Inc., Newark, USA, obteniendo un
73% de plantas positivas (Figura 4). En el caso
de las plantas apifadas se juntaba el material
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NUEVAS VARIEDADES Y NUEVOS ASPECTOS EN EL CULTIVO DE MAiz
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Figura 3. Clasificacion de los rebrotes en plantas individuales, grupos o plantas apifiadas.

de unas 10-15 plantas y se realizaba un solo
andlisis. Para evaluar la capacidad de fertilizar el
polen emitido por los rebrotes muestreados, se
escogieron 27 plantas, de cuatro campos dife-
rentes, que llegaron a madurez fisioldgica. Por
cada uno de estos rebrotes, se recogieron las
tres mazorcas de plantas convencionales méas
proximas, y se analizé el contenido de trans-
génico mediante PCR cuantitativa. Asimismo,
también se analizd el contenido de transgénico
de la cosecha del campo.

Figura 4. Test para determinar si una planta es transgénica o
no. La banda de arriba revela la presencia de un gen tipico del
maiz, mientras que la de bajo revela la presencia del transgen
(gen MONB810). Asi, de las plantas testadas, las que aparecian
con dos bandas eran transgénicas, mientras que si solo tenian
una, eran convencionales.
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03 Resultados y discusion

Entre los resultados obtenidos hay que desta-
car la gran diversidad de densidades de rebro-
tes entre los campos (Tabla 1). Asf por ejemplo,
para los campos 2 y 12 el nUmero de rebrotes
por hectarea es muy bajo mientras que para el
campo 6 se encuentran casi un 10% del total
de plantas como rebrotes. Son muchos los
factores que intervienen en esta diferencia de
densidades. Los rebrotes son consecuencia de
pérdidas de grano antes o durante la cosecha.
Antes de la cosecha estas pérdidas pueden ser
producidas por danos ocasionados a las plantas
por el viento, haciendo caer las mazorcas por
debajo del nivel de cosecha de la maquinaria.
Este factor esta relacionado con la variedad de
maiz sembrada y la frecuencia y la intensidad del
viento. Durante la cosecha, las pérdidas tam-
bién dependen del tipo y de la eficiencia de la
maquinaria utilizada para recolectar. Ademas,
algunas cosechadoras descartan los pequenos
granos de la parte apical de la mazorca, no des-
granando expulsandola al suelo; que si bien no
son importantes por la produccién del campo,
estos granos pueden tener, en muchos casos,
capacidad germinativa.

Durante la temporada siguiente, el momento
que el agricultor trabaja el campo depende de
la variedad a sembrar, de las condiciones cli-
méticas y de la disponibilidad de la maquinaria.
Asi, al trabajar el campo para una siembra tar-
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dia, se eliminan la mayor parte de los rebro-
tes, que ya habran germinado; mientras que si
el campo se prepara para hacer una siembra
temprana, los rebrotes en algunos casos se
pueden desarrollar normalmente.

La densidad media de rebrotes en la region
testada fue de 0,24 rebrotes/m? durante el
2005. Este numero fue calculado ponderando
el nimero de rebrotes por la medida de cada
campo; por lo tanto, se trata de una aproxima-
cion, puesto que los campos no fueron escogi-
dos aleatoriamente.

Al estudiar la incidencia de los rebrotes por
anos (Tabla 2), se ve que las condiciones clima-
ticas podrian ser condicionantes; asi, el otofio
de 2004 fue seco, por lo cual los rebrotes no
germinaron hasta la primavera siguiente. En
cambio, durante los afios de otofos lluviosos,
los rebrotes germinan y mueren durante las he-
ladas de invierno. Este hecho explicaria la au-
sencia de rebrotes en zonas frias del centro y el
norte de Europa.

Si se tiene en cuenta el tipo de rebrotes (individual,
grupo o plantas apifiadas) en el estudio de los
diversos campos (Figura 5), hace falta destacar
que los campos con bajas densidades (1, 2y 12)
contenian sélo rebrotes individuales. Los campos
con mas altas densidades (3 y 6) mostraban
distribuciones diferentes: las plantas apifadas
eran mayoritarias en el campo 3, mientras que
précticamente no se encontraron en el campo 6.
Loscampos con densidades intermedias también
mostraron patrones diferentes; asi, encontramos
muchas plantas apifadas en el campo 11, pero
casi no se encuentran en el campo 7.

Para estimar los rebrotes que llegaban a ma-
durez fisiolégica, se considerd el tipo de riego
aplicado al campo. La préactica utilizada mayo-
ritariamente en la zona es por gravedad, por lo
tanto hace falta tener en cuenta que los rebro-
tes sitos en las regueras o surcos, desaparecen
al cavar los surcos.

35/DOSSIERTECNIC

28/1/10 17:09:55



DOSSIERTECNIC

media de 0,37+0,11 de OGM (Tabla 3). Las di-

N° ZONAS AREA REBROTES REBROTES/HA ‘ a5 d tonido de t o o
PARCELA MUESTREADA erencias de contenido de transgénico entre los
ANALIZADAS (ha) TOTALES t S.E. rebrotes de una misma parcela también serian
1 4 0.022 7 312.7 + 312.7 significativas en términos estadisticos ((P<0,05).
2 7 0.065 4 61.9 + 46.4 Esta gran variabilidad muestra la complejidad
3 10 0.131 933 7111.4 + 949 de los factores relacionados con la fertilizacion
4 8 0.132 777 5886.3 + 1349.4 cruzada. Los factores mas destacables son la
5 6 0.061 o5 408.4 + 185 cantidad y viabilidad del polen producido, la
6 8 0.081 707 8728.3 + 1807.4 dlstanc;i -?'Zl Zenelicho ? Iaz sedlas reclep:cltorasl,,la
. . 0.047 75 1600 + 401 9 compatibilidad y la coinci eno@ gn a oracpn
entre el rebrote y la planta a polinizar. Ademas,
8 11 0.215 107 498.8 + 136.2
hace falta tener en cuenta que los rebrotes pue-
9 8 0.094 19 202.9 = 191 o o
den ser hemicigoticos o homocigéticos, por lo
10 / 0.053 171 3257.1 £ 769.1 tanto la proporcion de polen transgénico que
" 8 0.123 57 461.7 £315.9 produciran también sera diferente.
12 6 0.089 8 33.6 + 23

Tabla 1. Numero total de rebrotes contabilizados en las parcelas muestreadas. El nimero de zonas analizadas por campo depende
de la forma y la medida del campo. La columna final muestra la densidad de rebrotes (rebrotes por hectarea) de cada campo con

un error estandar estimado..

Este trabajo de campo se ha hecho en una zona
de coexistencia con parcelas transgénicas y
convencionales de forma que el efecto de los re-

100 brotes no se puede saber analizando el porcen-
taje de OGM de la cosecha. Pese a esto, el cam-
75 po 3 es un claro ejemplo de fertilizacion cruzada
Tipo de rebrotes debida solamente a los rebrotes, puesto que se
encontraba aislado en una zona sin maiz Bty ro-
X 50 B % Apifados deado por el rio Ter y un bosque, que actuaban

B % Agrupados como barrera por el flujo genético (Figura 2).

o % Individuales

25 De manera indirecta, el contenido total de
transgénico en un campo convencional pro-
0 ducido por los rebrotes transgénicos se puede
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Figura 5. Porcentajes de rebrotes individuales, agrupados o apifiados en los campos rebuscados.

Los rebrotes estudiados mostraran menos
vigor que el maiz cultivado, no llegando a
producir mazorca en la mayoria de los casos
y desarrollando una flor masculina muy pobre,
pero productora de polen (Figura 6).

Esta pérdida de vigor puede ser debida a varios
factores, como las duras condiciones ambien-
tales que ha debido soportar la semilla durante
el invierno, la profundidad a la cual ha quedado
enterrada la semilla o el carecer de espacio en
caso de las plantas apinadas y los grupos de
rebrotes. El factor mas importante es, la pérdida
del vigor hibrido. La competencia entre plantas

germinadas a poca distancia es también un
factor determinante a la hora de llegar a flora-
cion. Asi, mas del 80% de rebrotes individuales
produjeron polen mientras que solo un 35% de
las plantas apinadas no llegaron a producir (Fi-
gura 7). La densidad de rebrotes que llegaron a
formar un penacho visible fue de un rebrote/10
m? durante el 2005 en los campos testados.

El resultado de las analiticas de PCR cuanti-
tativa para la determinacion del porcentaje de
transgénico acumulado en las mazorcas mas
préximas al rebrote dio niveles de polinizacion
cruzada diferentes para cada parcela, con una

estimar en funcion del nimero total de rebrotes
que llegan a producir polen, de la polinizacion
cruzada encontrada en las tres mazorcas mas
préoximas y el numero total de plantas sem-
bradas por hectéarea. Haciendo este calculo,
encontramos que, por ejemplo, para el campo
3 se estima un valor de 0,016% de contenido
de transgénico Para validar este dato, se to-
maron muestras de la cosecha del campo y se
analizaron, obteniendo un valor muy parecido.
El peor caso posible, el campo 6, da un valor
estimado de 0,16% de transgénico. Este va-
lor esta todavia muy lejos del umbral del 0,9%
establecido por la UE, aunque haria falta tener
en cuenta la contribucion de los rebrotes en
el contenido total de transgénico. Hace falta
anadir, que los agricultores suelen trabajar el
campo para eliminar rebrotes cuando encuen-

Temperatura Media Diaria (°C) Pluviometria total (mm) Rebrotes/ha
Campaia Otoio Invierno Primavera Otoiio Invierno Primavera Max Media n parcelas
2003-2004 13.7 8.4 14.8 403 207 320 1025 450 + 289 3
2004-2005 13.9 7.0 15.4 102 198 125 8728.3 2380 + 901 12
2005-2006 12.6 7.4 16.1 350 120 50 2115 817 + 442 4*
1993-2008 13.6 8.3 15.7 260 138 152

Tabla 2. Temperatura media diaria y pluviometria total registradas desde el final de la siembra a la emergencia de los rebrotes. Los datos de los tres periodos y la media de los Ultimos quince afios
fueron registrados por la estacion del MeteoCat en la misma zona. (*) Los datos de estas parcelas no se consideran en el estudio porque los rebrotes no provenian de parcelas transgénicas.
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Figura 6. Penacho rudimentario de un rebrote. Al lado, plan-
tas sembradas durante la campafia con un penacho normal.

tran densidades tan altas. La conclusion es,
pues, que la densidad de rebrotes es variable
y depende de muchos factores, como las con-
diciones climaticas en el invierno e inicios de
primavera, las practicas culturales aplicadas al
campo, la distribucién espacial de los rebrotes,
y relacionado con esta Ultima, su capacidad
para llegar a producir polen. Aun asi, se ha de-
tectado un cierto grado de polinizacion cruzada
que indica el contenido global de transgénico
de forma moderada.

Los rebrotes no parecen un motivo suficiente
por si solos, para llegar al umbral de etique-
tado del 0,9% establecido por las regulacio-
nes europeas, sobre todo cuando se habla de
densidades inferiores a 1.000 rebrotes/ha, pero
no pueden ser subestimados cuando se encuen-
tran en densidades muy altas. Con respecto a la
problematica de la coexistencia, la importancia
de los rebrotes es muy relativa, puesto que nor-
malmente el propietario de la parcela es quien
sembro transgénico el ano anterior.

NUEVAS VARIEDADES Y NUEVOS ASPECTOS EN EL CULTIVO DE MAiz
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Figura 7. Porcentaje de rebrotes que producen polen en funcion de la densidad de rebrotes en los campos trabajados o no trabajados.
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Método Rebrotes/ha Tasa de Floracion Rebrotes con %Polinizacién

Parcela de riego después de trabajar +se (%) Flor (RF)/ha cruzada = se

1 Gravedad 97.0+96.9 T 89.5 86.75

2 Gravedad 192+ 144 ¢t 89.5 17.18

3 Pivot 7111.4 £ 949.0 49.4 3513.47 0.16 + 0.29

4 Pivot 5886.3 + 1349.4 8.5 3147.99

S Gravedad 126.6 + 57.4 t 74.2 93.95

6 Aspersion 8728.3 + 1807.4 75.2 6568.01 0.89 + 1.24

7 Aspersion 1600 + 401.9 82.3 1316.74

8 Gravedad 154.6 £42.2 t 66.1 102.20 0.34 + 0.50

9 Gravedad 62.9+£59.2t 78.7 49.52

10 Gravedad 1504.7 £+ 745.6 * 751 1129.42 0.30 + 0.48

11 Gravedad 267.3 +267.3 * 5185 142.96

12 Gravedad 10471 ¢ 89.5 9.34

Tabla 3. Desarrollo de los rebrotes a lo largo del tiempo. Método de riego y densidad de rebrotes por hectarea estimada para cada parcela. Para parcelas con irrigacion por gravedad, la densidad
final fue calculada por observacion visual(*) o considerando que el 70% del area total del campo que fue trabajada. Para las parcelas regadas por pivot o aspersion, el niumero de rebrotes observados
inicialmente no se alterd. La tasa de floracion indica el porcentaje de rebrotes que desarrollaron penachos, calculado por la media del porcentaje de plantas en floracion y ponderando cada tipo por su
frecuencia en la parcela. La columna de la polinizacion cruzada indica el porcentaje de transgénico obtenido de las tres mazorcas mas proximas al rebrote transgénico.
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