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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El uso de los organismos modificados genéticamente (OMG) y su liberacion al medio
ambiente estan regulados especificamente mediante una legislacién comunitaria y espafiola
exhaustiva y rigurosa. El objetivo de estas normas es el de garantizar la seguridad para el
medio ambiente y la salud humana y animal, tanto para su utilizaciébn en etapas de
investigacién y desarrollo como para su comercializacién. Para ello, en la Unién Europea se
aplican procedimientos de autorizacién “paso a paso” y “caso por caso” basados en un
analisis de riesgo integrado, en el que la fase de evaluacién de los riesgos potenciales para
la salud y el medio ambiente, fundamentada en el conocimiento cientifico, es uno de los

pilares basicos de dicha regulacion.

En el caso de que un OMG concreto supere todos los controles de seguridad ambiental y
sanitaria y sea aprobado para su comercializacion en la Unién Europea, ademas estara sujeto
a los requisitos establecidos en la Directiva 2001/18/CE* o en el Reglamento (CE) n°
1829/2003 por los cuales los titulares de los organismos modificados genéticamente deberan
llevar a cabo Planes de Seguimiento sobre sus efectos medioambientales una vez que se

liberan al medio ambiente a escala comercial.

El objetivo de la ejecucién de estos planes de seguimiento es profundizar en el
conocimiento de los posibles efectos de los OMG sobre el medio ambiente y la salud con el
fin de conocer el impacto a medio y largo plazo, asi como implementar las medidas de

gestion del riesgo necesarias para cada caso.

Asi, segun el Anexo VII de la Directiva 2001/18/CE y las notas de orientacion
desarrolladas con posterioridad (Decision 2002/811/CE)®, los objetivos del plan de

seguimiento seran:

! Directiva 2001/18/CE del Parlamento Europeo y del Consejo relativa a la liberacién intencional en el medio
ambiente de organismos modificados genéticamente y por la que se deroga la Directiva 90/220/CEE (DOCE n°
L106, de 17.05.01).

2 Reglamento (CE) N° 1829/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo sobre alimentos y piensos modificados
9enéticamente (DOUE n° 268, de 18.10.03).

Decision 2002/811/CE del Consejo, de 3 de octubre de 2002, por la que se establecen unas notas de
orientaciéon complementarias al anexo VII de la Directiva 2001/18/CE del Parlamento Europeo y del Consejo
sobre la liberacion intencional en el medio ambiente de organismos modificados genéticamente y por la que se
deroga la Directiva 90/220/CEE del Consejo (DO L 280, de 18.10.2002, p. 27-36).



- “Confirmar cualquier hipotesis relativa a la posible aparicion y consecuencias de los
efectos adversos potenciales del OMG o de su uso identificados en la evaluacién del
riesgo para el medio ambiente (ERMA), e

- Identificar si se producen otros efectos adversos del OMG o de su uso en la salud

humana o el medio ambiente que no se hubieran contemplado en la ERMA”.

En cuanto a los principios generales, dicho seguimiento tendra lugar desde el
momento de la autorizacion para comercializar un OMG. Cuando se observen cambios
relevantes en el medio ambiente, se debera realizar una nueva evaluacién que establezca
si son una consecuencia del uso de OMG o0 no, ya que podrian ser debidos a factores

medioambientales ajenos a éstos. El disefio del plan de seguimiento:

- Se desarrollard en cada caso, teniendo en cuenta la ERMA realizada con
anterioridad, y en funcién de las caracteristicas del OMG y la escala de su uso
previsto y la gama méas completa posible de las condiciones medioambientales
donde se espera que se libere el OMG.

- Incluird una vigilancia general para detectar los efectos adversos imprevistos asi
como, en caso necesario, un control especifico centrado en los posibles efectos
adversos identificados en la ERMA (son los llamados estudios de casos
especificos).

- Se determinara un plazo de duracién suficiente para detectar los efectos inmediatos
y directos, asi como, si procede, los efectos diferidos e indirectos que se hayan
identificado en la ERMA.

- Se utilizaran, siempre que sea posible, redes de vigilancia existentes (supervisiéon de
los cultivos agricolas, la proteccion fitosanitaria o de medicamentos de uso humano
y veterinario).

- Se facilitara la observacion, de manera sistematica, de la liberacion de un OMG en
el entorno receptor y la interpretacion de dichas observaciones en lo que se refiere a
la seguridad de la salud humana o del medio ambiente.

- Se determinara la responsabilidad para llevar a cabo las diversas tareas que
requiere el plan de seguimiento, y se asegurara un canal que permita que el titular
de la autorizacion y la Autoridad competente estén informados sobre cualquier
efecto adverso que se observe en la salud humana y el medio ambiente, asi como
permitir que el titular de la autorizacion o la Autoridad competente, en su caso,

tomen las medidas necesarias para proteger la salud humana y el medio ambiente.



Una vez diferenciados conceptualmente los casos especificos y la vigilancia
general, deben establecerse marcos y fijar estrategias para desarrollar los planes de
seguimiento. Mientras que para los casos especificos es necesario desarrollar métodos y
protocolos cientificos estandarizados para cada tipo de OMG, para la vigilancia general
sera muy util emplear las redes de vigilancia existentes, u otras herramientas de estudio y
prospeccion con el fin de concentrar esfuerzos en aquello que debe ser preservado en el
entorno, centrandose principalmente en los objetivos de proteccion establecidos en la

normativa espafiola y comunitaria y en determinadas especies indicadoras.

1.2. Iniciativas de planes de seguimiento de plantas modificadas genéticamente

en Espaia

Los planes de seguimiento comenzaron a ser un requisito obligatorio a raiz de la
entrada en vigor de la Directiva 2001/18/CE en abril de 2001. Sin embargo, cabe enfatizar
qgue en Espafia se comenz0 a desarrollar y aplicar un Plan de Seguimiento para el cultivo
de maiz modificado genéticamente desde el afio 1998 cuando fueron aprobadas las
primeras variedades comerciales procedentes del evento de transformacion Bt176, que
expresan la proteina insecticida CrylAb, y cuyo objetivo es contribuir al control selectivo de
dos importantes plagas que afectan a este cultivo: los taladros del maiz Ostrinia nubilalis y
Sesamia nonagrioides. Es decir, las Autoridades competentes en Espafa, tomando en
consideracion el Principio de Precaucion, exigieron un plan de seguimiento para estas
variedades de maiz Bt desde su inclusién en el Registro Espafiol de Variedades

Comerciales (Orden de 23 de marzo de 1998)*.

Durante los 6 afios posteriores a la aprobacion de esta modificacién genética se llevo
a cabo un Plan de seguimiento post-comercializacion (1998-2005) de variedades de maiz
Bt176 resistentes a taladros de la empresa Syngenta. Un segundo plan de seguimiento
para variedades de maiz del evento de transformacion MONB810, igualmente resistente a
taladros y de la empresa Monsanto, se inici6 en 2003 y sigue actualmente en curso, para
todas las variedades actualmente en el Registro de Variedades Comerciales del Ministerio
de Medioambiente, y Medio Rural y Marino (MARM).

Estos planes fueron disefiados conjuntamente por el titular del evento de

transformacion y los expertos de la Comision Nacional de Bioseguridad, que emitié los

* BOE num. 73, de 26.03.1998, p. 10193.
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correspondientes informes favorables sobre los protocolos y estudios incluidos en dichos

planes. Las variedades comerciales que contienen el evento de transformacién fueron

aprobadas finalmente por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) con las

correspondientes Ordenes ministeriales para el registro de variedades comerciales®.

1.2.1. Planes de seguimiento financiados por las empresas

Los planes de seguimiento para las variedades de maiz que contienen las

transformaciones genéticas resistentes a insectos (eventos Btl76 o MON810) que se han

llevado a cabo bajo responsabilidad de las empresas en cumplimiento con los requisitos

establecidos en la legislacion, incluyeron los siguientes estudios:

- Evaluacién de la efectividad del caracter insecticida de la modificacion introducida

en estas variedades.

Estudio de la posible aparicion de resistencias a la toxina Cry1lAb en las poblaciones
de las 2 especies mencionadas de taladros del maiz.

Posibles efectos sobre la entomofauna y sobre los microorganismos del suelo en las
parcelas cultivadas con estas variedades.

Posibles efectos sobre la evolucion de las poblaciones bacterianas de la flora
digestiva de los animales que consumen este maiz y en especial en lo que
concierne a la resistencia a la ampicilina®.

Impacto sobre ciclos biogeoquimicos: medicibn de pardmetros quimicos
(metabolismos del C y N) y biolégicos (caracterizacion de microorganismos
asociados a la rizosfera y variacién poblacional a lo largo del periodo de duracion

del plan).

Ademas, los planes de seguimiento incluyen los siguientes requisitos:

Indicacion de la superficie que debera sembrarse con variedades convencionales en
relacion con la superficie sembrada con variedades transgénicas, al objeto de que
sirvan de refugio al taladro.

Programas de informacion a los agricultores, recomendando practicas culturales

para el control de plantas adventicias, asi como de la necesidad de la siembra de

° Reglamento general del Registro de variedades Comerciales, Orden de 23 de marzo de 1998 y sucesivas

Ordenes APA y ARM (www.boe.es).

® Este estudio sélo se realiz6 para el maiz Bt176, que contiene el gen marcador de resistencia a ampicilina.
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una banda con una variedad convencional de maiz con la anchura y caracteristicas

adecuadas en cada caso.

Los resultados de estos estudios realizados tanto por instituciones cientificas publicas
como privadas han sido incorporados en los informes elaborados por las empresas
Syngenta y Monsanto (Informe del Plan de Seguimiento maiz Bt176, 2005, e Informes del
Plan de Seguimiento del MON810, 2006, 2007 y 2008) y alguno de ellos publicado en
revistas cientificas reconocidas. Dichos informes anuales son remitidos por las empresas a
la Comisién Europea y a los Estados miembros para su consideracion y si procede, para su

revision y adaptacion, siendo, ademas, accesibles al publico.

1.2.2. Planes de seguimiento financiados por la Administracion Central

Desde 1998 y mediante convenios de colaboracion con Centros Publicos de
Investigacion, se estan llevando a cabo estudios cientificos encaminados a evaluar posibles
efectos ambientales, directos e indirectos y a largo plazo derivados del cultivo de las
variedades de maiz modificadas genéticamente resistentes a insectos (eventos Btl76 y
MONS810). Estos estudios de investigacion han sido promovidos por la Comision Nacional
de Bioseguridad, financiados por el Gobierno Central y llevados a cabo por dos Centros del
CSIC de reconocido prestigio cientifico, el Centro de Investigaciones Biologicas (CIB-CSIC)

y el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC).

Con el proposito de desarrollar métodos y protocolos adecuados para el
establecimiento de planes de seguimiento para aquellos cultivos que estan en fase de
aprobacién, en el afio 2007 comenzaron otros estudios relacionados con el impacto
ambiental de maiz tolerante a herbicidas y de algodén, también tolerante a un herbicida en
2009. En relacion con estos ultimos, los resultados serdn publicados en cuanto estén

disponibles.

Los estudios que se han efectuado o se estan llevando a cabo por Centros publicos

de investigacion son los siguientes:

- Evaluacion de los efectos potenciales de maiz Bt resistente a insectos sobre

organismos diana y fauna auxiliar. Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC).
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- Evaluacion de los efectos potenciales de las plantas modificadas genéticamente
sobre los microorganismos del suelo: transferencia genética del maiz transgénico a
las poblaciones bacterianas en el suelo de cultivo (CNB-CSIC).

- Evaluacién cientifica del impacto ecoldgico sobre la biodiversidad del maiz tolerante
a herbicida: evaluacion de los efectos potenciales de los herbicidas sobre los

microorganismos del suelo (CNB-CSIC)’.

En los capitulos sucesivos se presentan de forma detallada los principales resultados
obtenidos de estos estudios financiados por el Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural

y Marino, y llevados a cabo por las instituciones cientificas mencionadas.

" Aunque hasta la fecha no se ha autorizado para el cultivo comercial ningin maiz tolerante a herbicida, sin
embargo se ha iniciado este tipo de estudios anticipAndose a un posible futuro cultivo utilizando material de un
ensayo experimental autorizado.
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2. EVALUACION DE LOS EFECTOS POTENCIALES DEL MAIiZ Bt SOBRE
ORGANISMOS DIANA.
Félix Ortego, Gema P. Farino6s, Pedro Castafiera
Departamento de Biologia Medioambiental, Centro de Investigaciones Biologicas,
CsIC
Ramiro de Maeztu 9, Madrid 28040

2.1. Introduccién

Existe un amplio consenso en cuanto a que los taladros o barrenadores del maiz,
Ostrinia nubilalis (Lepidoptera, Crambidae) y Sesamia nonagrioides (Lepidoptera,
Noctuidae), son las plagas de mayor importancia econdémica del cultivo del maiz en
Espafia. Las larvas penetran en el tallo de las plantas de maiz excavando largas galerias.
Estos dafios causan notables pérdidas de rendimiento debidas a la disminucion en la
disponibilidad de asimilados en la planta y al debilitamiento de su estructura (Figura 1), lo
gue incrementa aun mas las pérdidas por la caida de plantas al impedir su cosecha. Este
comportamiento larvario enddfito limita notablemente la utilidad de las practicas de control
bioldgico y quimico. Las cafias del maiz actian como una barrera de proteccion dificultando

la accidon de depredadores y parasitoides, asi como la de los insecticidas convencionales.

Figura 1.- Adultos y larvas de los taladros del maiz Sesamia nonagrioides y Ostrinia
nubilalis.
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La utilizacion de variedades que expresan caracteres fisicos y/o quimicos de
resistencia, obtenidas por mejora genética, ha sido durante décadas la estrategia de control
mas comun y efectiva para la proteccion del maiz contra ambas especies de taladros. Una
limitacion de esta estrategia ha sido el escaso numero de genes transferibles y el tiempo
necesario para la obtencibn de variedades resistentes. El desarrollo de plantas
transgénicas que expresan proteinas insecticidas ha permitido una via mas rapida y flexible
para conseguir plantas de maiz con altos niveles intrinsecos de resistencia a las dos

especies de taladro.

La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) ha sido una fuente inagotable de toxinas
especificas para el control de insectos, que expresadas en distintas plantas cultivadas han
dado lugar a lo que se conoce genéricamente como plantas Bt (Sanchis y Bourguet, 2008).
Entre ellas se encuentran diversas variedades de maiz modificado genéticamente (maiz
Bt), altamente eficaces para el control de los taladros del maiz. Hasta la fecha, la Unién
Europea ha aprobado para su cultivo dos eventos de maiz Bt que expresan la toxina
CrylAb: Evento 176 (Syngenta) y MON810 (Monsanto). En Espafia, el cultivo del maiz Bt
se inicio en 1998 con la aprobacion de la variedad Compa CB (Evento 176) de Syngenta.
La superficie cultivada con esta variedad se mantuvo en torno a las 20.000 hectéreas, hasta
su retirada del mercado en el afio 2005. A partir del afio 2003 comenzaron a
comercializarse variedades derivadas del evento MONB810 por distintas empresas de
semillas. Su superficie ha ido en aumento hasta alcanzar las 79.000 ha en la campafa
2008, lo que representa un 22% del total de la superficie de maiz cultivado en Espafia
(Figura 2). Actualmente, el nUmero de variedades registradas de maiz Bt es superior a 120,

lo que permite su cultivo en distintas zonas agro-ecolégicas.

La legislacién europea en materia de plantas transgénicas exige la realizacion de
estudios exhaustivos para determinar que su liberacién no supone ningun tipo de riesgo
sobre la salud humana o el medio ambiente (Evaluacion de Riesgos Ambientales, ERA).
Asimismo, contempla la posibilidad de implementar programas de seguimiento que
permitan evaluar el impacto ecolégico de su cultivo a gran escala. Estos planes de
seguimiento s6lo son requeridos a nivel europeo desde el afio 2001 pero, ateniéndose al
principio de precaucion, las autoridades espafiolas exigen la realizacién de planes de
seguimiento para el maiz Bt desde el afio 1998. Como parte del plan de seguimiento se
establecié un Convenio de colaboracién entre el entonces Ministerio de Medio Ambiente
(MMA) y el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), a través del Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB), para evaluar los potenciales riesgos ecolégicos derivados

del cultivo a gran escala del maiz Bt (Castafiera y Ortego, 2000; Bartsch et al., 2006;
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Ortego et al., 2009). Entre los diferentes aspectos que se contemplan, hay uno de especial
relevancia en relacion a la interaccion del cultivo con las plagas diana. Esto es, la posible
aparicion de poblaciones de taladros resistentes a la toxina CrylAb, expresada en el maiz

Bt, debido a una alta exposicidén continuada a la toxina.
Figura 2.- Superficie cultivada con variedades de maiz Bt, procedentes de los eventos

Btl76 y MONS810, entre los afios 1998 y 2009 en Espafa. Fuente: MARM:

http://lwww.mapa.es/es/agricultura/pags/semillas/estadisticas.htm.
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2.2. Resistencia de los taladros al maiz Bt y manejo de la resistencia

Los niveles de toxina expresados en el maiz Bt suponen una elevada presion de
seleccién para ambas especies de taladro, por lo que su cultivo a gran escala podria
favorecer un rapido proceso de seleccién de resistencia. El desarrollo de resistencia es un
fenébmeno complejo, ligado a la interaccion de factores genéticos y ambientales, y esta
considerado como uno de los riesgos principales del uso comercial de plantas Bt
(Tabashnik et al., 2009). Para poder mantener la eficacia del maiz Bt a largo plazo es
necesario detectar cambios en la susceptibilidad de los taladros a la toxina, asi como la
utilizacion de estrategias de manejo de la resistencia que permitan prevenir o retrasar la
aparicion de poblaciones resistentes. En Espafia, al igual que en otros paises donde se
cultiva el maiz Bt, la estrategia mayoritariamente recomendada para el manejo de la
resistencia en campo se basa en el uso de variedades con un alto grado de expresion de la

toxina en la planta, junto con el establecimiento de campos adyacentes no transgenicos
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(20% de la superficie) que actien como reservorio para poblaciones susceptibles a las
toxinas (Figura 3). Esta estrategia es conocida como de “dosis alta / refugio” (Bravo y
Soberén, 2008). Para que dicha estrategia sea efectiva, se requieren tres requisitos
esenciales: una baja frecuencia de alelos de resistencia para que el numero de
homaocigotos resistentes sea muy reducido; que los insectos resistentes que provienen de
los campos de maiz Bt se crucen con los insectos susceptibles que se preservan en los
refugios; y que la resistencia sea funcionalmente recesiva para que los descendientes
heterocigotos no sobrevivan. Todos estos aspectos han sido estudiados de forma
exhaustiva en S. nonagrioides, por ser la plaga diana de mayor importancia econémica en
nuestras condiciones y por no disponer de datos previos. Estudios similares se han
realizado en otros paises Europeos y en Estados Unidos con O. nubilalis, por su mayor

importancia como plaga en estos paises (Bourguet et al., 2003; Leniaud et al., 2006).

Figura 3.- La siembra de zonas de maiz convencional denominadas “refugios”, proximas a
los campos de maiz Bt, posibilita que los escasos individuos resistentes (RR) que
sobrevivan en el campo con maiz Bt puedan aparearse con los individuos susceptibles

(SS), procedentes de los refugios, para dar descendientes (RS) sensibles.

Los estudios dirigidos a determinar la frecuencia de alelos de resistencia en
poblaciones de campo de S. nonagrioides se han realizado mediante la técnica
denominada “F, screen”. Por este procedimiento se pueden estimar las frecuencias de los
alelos de resistencia de una poblacién, exponiendo la generacién F,, descendiente de

parentales capturados en campo, a una dosis discriminante de toxina. Estos estudios han
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contado con la colaboracion de los grupos del Dr. Andow (University of Minnesota) y la Dra.
Savopoulou-Soultani (University of Thessaloniki), dentro del marco de un proyecto Europeo
en el que se han abordado distintos aspectos relacionados con la resistencia. Los
resultados muestran una frecuencia de alelos resistentes < 8.6 x 10 para las poblaciones
espafiolas y < 9.7 x 107 para las griegas, valores compatibles con la estrategia de “dosis
alta / refugio” (Andreadis et al., 2007).

Otro aspecto muy importante para un correcto manejo de la resistencia es la
determinacion del flujo génico entre poblaciones de taladros. En este sentido, se han
analizado la estructura genética de poblaciones de S. nonagrioides procedentes de Espafia,
Francia, Italia, Grecia y Turquia (De la Poza et al., 2006, 2008). Los resultados obtenidos
son indicativos de poblaciones genéticamente diferenciadas, con unos niveles moderados,

pero significativos, de flujo génico entre poblaciones.

Asimismo, se han realizado estudios sobre las enzimas digestivas en S. nonagrioides
y su interaccion con la toxina Cry1lAb, expresada en el maiz Bt, por su papel fundamental
en la activacion proteolitica de la toxinas y porque pueden ser responsables de su
degradaciéon (Diaz-Mendoza, 2006; Diaz-Mendoza et al., 2005, 2007). Estos estudios
permitiran identificar potenciales mecanismos de resistencia mediados por proteasas que

se pudieran desarrollar en poblaciones de campo.

2.3. Seguimiento de la evolucién de resistencia de taladros al maiz Bt

La deteccion precoz de insectos resistentes en poblaciones naturales de taladros es
de enorme utilidad para el manejo de la resistencia. Por consiguiente, el seguimiento de la
resistencia debe realizarse de forma regular en aquellas zonas donde existe un mayor
riesgo, de forma que ésta pueda detectarse cuanto antes y asi poder aplicar de forma
rapida las medidas de manejo oportunas. Por otra parte, es preciso contar con una
metodologia fiable y repetitva que permita discriminar entre las variaciones
interpoblacionales y la adquisicion de resistencia moderada o baja, puesto que se han
encontrado grandes diferencias en la susceptibilidad de poblaciones naturales en ambas

especies de taladros.
Coincidiendo con el inicio del cultivo del maiz Bt en Espafia en 1998, se puso en
marcha el programa de seguimiento de la resistencia en taladros, como una parte del

Convenio de Colaboracion entre el MMA y el CIB-CSIC (Farings et al., 2001, 2004a). Los
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objetivos establecidos en el mismo son: a) determinar las areas agro-ecologicas de interés;
b) establecer la susceptibilidad basal de las poblaciones de taladros en estas &reas; y c)
realizar un seguimiento sistematico de la susceptibilidad para detectar la aparicion de

poblaciones resistentes.

2.3.1. Muestreos en areas agro-ecoldgicas de interés

Se espera que la resistencia al maiz Bt se desarrolle mas rapidamente en aquellas
zonas donde la presion de seleccién sea mayor, lo que se corresponde con las zonas con
mayor superficie sembrada de este cultivo. Considerando los niveles de infestacién de las
dos especies de taladros en las diferentes zonas maiceras y la evolucién de las superficies
sembradas con maiz Bt, se establecieron tres areas agro-ecoldgicas de interés para el
seguimiento de la resistencia: Suroeste (Andalucia y Extremadura), Centro (Castilla-La
Mancha y Madrid) y Ebro (Aragon y Catalufia). La superficie sembrada con maiz Bt en
estas zonas representa el 94% del total del maiz Bt en Espafia en el afio 2009. Ademas, se
ha realizado, en determinados afios, un seguimiento de poblaciones procedentes de
Galicia, por tratarse de una de las zonas de Espafa donde hasta la fecha no se ha

cultivado maiz Bt.

El método de muestreo establecido consiste en recoger anualmente, en otofio, entre
300 y 500 larvas, procedentes de dos o tres campos comerciales distintos, en cada una de
las areas agro-ecologicas (Figura 4). La eleccion de los campos a muestrear ha variado
dependiendo de las variedades transgénicas cultivadas. Cuando las poblaciones de
taladros se recogian en campos de la variedad Compa CB (evento Btl76), que expresa
concentraciones subletales de la toxina a partir de la maduracion del grano, los muestreos
se realizaban dentro del propio campo de maiz Bt. Sin embargo, cuando éstas proceden de
campos cultivados con variedades procedentes del evento MON810, los muestreos se
realizan en los refugios adyacentes a estos campos, ya que la alta expresién de la toxina
durante todo el ciclo de la planta, impide la supervivencia de larvas dentro del propio

campo.

En el momento de la recogida, si las larvas no se encuentran en diapausa (periodo de
crecimiento o desarrollo suspendido) se les induce en el laboratorio para sincronizar su
ciclo bioldgico y facilitar su manejo. Una vez pupan, se sexan y se disponen en ponederos

donde emergen los adultos.
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Figura 4.- Recogida de taladros en campos comerciales de maiz.

2.3.2. Bioensayos de susceptibilidad a la toxina Cry1Ab

Los bioensayos para determinar la evolucion de la susceptibilidad de los taladros a la
toxina han de ajustarse a una metodologia consistente para que sean comparables entre
afos y entre laboratorios. Es necesario, pues, estandarizar la toxina, la forma de
administracion y la determinacion de la mortalidad. Esto ha sido posible mediante el uso del
protocolo elaborado conjuntamente con un grupo de expertos de la Union Europea. Los
bioensayos se realizan con larvas neonatas descendientes de las recogidas en campo, que
son expuestas a la toxina mediante la técnica de tratamiento en superficie (Castafiera et al.,
2004). Basicamente, la técnica consiste en dispensar la dieta semisintética usada para la
cria de cada especie en bandejas de ensayo con 128 celdas (1 ml/celda) y tratar en
superficie con la toxina CrylAb, utilizando entre 7 y 9 concentraciones. Sobre cada celda se
deposita una larva neonata (<24 h) que se confina con una pelicula de plastico adherente
(Figura 5). Para cada dosis se utiliza un total de 3-4 repeticiones de 16-32 larvas tomadas
al azar de cada una de las jaulas de oviposicién, para garantizar la maxima variabilidad de
las poblaciones recogidas. Las larvas se mantienen a 25 + 0,3°C, 70 £ 5 % r.h., y oscuridad
constante, evaludndose la mortalidad a los 7 dias. Para cada poblacion, los datos de
mortalidad permiten determinar la susceptibilidad a la toxina (CL5p0 y CLgo,
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concentraciones de la toxina que matan al 50 y 90% de las larvas, respectivamente)

mediante la realizacion de un analisis probit.

Figura 5.- Bandejas de 128 celdas utilizadas para los bioensayos de susceptibilidad a la

toxina CrylAb. En cada celda se deposita una larva neonata (ver detalle) que se confina

con una pelicula de plastico transparente

2.3.3. Seguimiento de la susceptibilidad durante 10 afios en poblaciones de

campo

La susceptibilidad basal a la toxina CrylAb en poblaciones espafiolas de S.
nonagrioides y O. nubilalis se establecido en 1998 y 1999, con poblaciones recogidas en
campos sembrados con maiz no transgénico (Gonzéalez-Nufiez et al., 2000). Los resultados
de este estudio mostraron que para las dos especies de taladros existian diferencias de
susceptibilidad entre poblaciones procedentes de diferentes areas geograficas (Suroeste,
Centro, Ebro y Galicia). Estas diferencias deben atribuirse a variaciones naturales, puesto
gue estas poblaciones no habian estado previamente expuestas a insecticidas Bt v,
ademas, todas ellas se recogieron en campos de maiz distantes de aquellos en los que se

cultivé por primera vez maiz Bt en 1998.

Para el seguimiento de la resistencia, se han realizado muestreos anuales (1999-
2009) de las dos especies de taladros en campos de maiz Bt en las areas agro-ecoldgicas
mencionadas (Suroeste, Centro y Ebro), con objeto de comparar la evolucion de la

susceptibilidad a la toxina a lo largo del tiempo y en relacion al nivel basal de
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susceptibilidad. Hasta la fecha no se ha obtenido un aumento significativo de la tolerancia
de las poblaciones de O. nubilalis y S. nonagrioides a la toxina CrylAb en ninguna de las
regiones muestreadas, aunque se han observado oscilaciones entre afios en algunas de
éstas (De la Poza, 2004; Farinos et al., 2004b; Castariera et al., 2005). Sin embargo, estas
variaciones no indican cambios en la susceptibilidad de las poblaciones a lo largo del
tiempo, por estar dentro del rango de las diferencias poblacionales dentro de un mismo afo.
Estos resultados demuestran la enorme importancia de utilizar toxinas cuya actividad
permanezca estable en el tiempo, asi como de disponer de poblaciones de referencia de

laboratorio que nos permitan estandarizar los resultados obtenidos.

2.3.4. Seleccién de resistencia en condiciones de laboratorio

Un método para evaluar el potencial de una plaga para desarrollar resistencia es la
selecciéon de resistencia en laboratorio. La comparacién de la susceptibilidad entre las
poblaciones seleccionadas, después de varias generaciones de seleccion, y las de
referencia no-seleccionadas permite evaluar anticipadamente el riesgo de aparicion de
resistencia. Las larvas de las poblaciones seleccionadas se alimentan en una dieta de cria
sobre la que se dispensa una concentracién de toxina CrylAb capaz de matar el 80% de

los individuos (CLgQp). Para cada generacién de seleccion se utilizaron unas 2000 larvas

neonatas de O. nubilalis y unas 1500 de S. nonagrioides. El proceso de seleccién se repite

en cada generacion, y la comparacion de la CLgg entre las poblaciones seleccionadas y de

referencia se efectla cada cuatro generaciones mediante andlisis probit. Los resultados
obtenidos muestran un aumento de la tolerancia a la toxina después de tan solo ocho
generaciones de seleccion (21 veces mas tolerante en el caso de S. nonagrioides y 10
veces para O. nubilalis), lo que indica una respuesta a la presién selectiva en ambas
especies de taladros (Farindés et al., 2004b). Sin embargo, estos resultados no han
supuesto una disminucion de la efectividad del maiz Bt, puesto que ninguna de las larvas
procedentes de las lineas seleccionadas fue capaz de completar su ciclo sobre plantas de
maiz Bt. Ademas, cada dos generaciones las pupas procedentes de las poblaciones
sometidas a seleccién y de las de referencia, son pesadas y sexadas para determinar los
posibles costes bioldgicos asociados al proceso de seleccién para resistencia. No se han
detectado cambios significativos en la proporcion sexual o el peso de las pupas en ninguna

de las dos especies.
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2.4. Conclusiones

El convenio de colaboracion entre el MMA y el CIB-CSIC ha permitido realizar un

seguimiento de la aparicion temprana de lineas de taladros resistentes en las zonas de

cultivo de maiz Bt y ha contribuido a validar la estrategia de manejo de la resistencia

adopt

Las a

a)

b)

c)

d)

ada de forma obligatoria en nuestras condiciones.

portaciones mas relevantes en relacién al seguimiento de la resistencia son:

Se ha desarrollado conjuntamente con grupos de trabajo europeos un método
estandar habiéndose validado mediante la comparacion de la evolucion de la
resistencia de los taladros a toxinas expresadas en la planta de maiz en distintas

zonas agro-ecoldgicas de Espafiay de la UE.

La seleccion de resistencia en condiciones de laboratorio sugiere que las
poblaciones de ambas especies de taladros tienen el potencial de desarrollar niveles
moderados de tolerancia a la toxina CrylAb, aunque insuficiente para sobrevivir en

maiz Bt.

El seguimiento de la evolucién de la resistencia en poblaciones de campo permite
concluir que las poblaciones de taladros no han desarrollado resistencia a la toxina
CrylAb después de 12 afios de cultivo continuado del maiz Bt en grandes éreas,
puesto que actualmente el maiz Bt representa el 20-22% de la superficie total de

maiz cultivado en Espafia.

La existencia de un flujo génico limitado pero suficiente, junto con la baja frecuencia
de alelos de resistencia encontrada en poblaciones de Sesamia nonagrioides es

compatible con la aplicacion de la estrategia de dosis alta / refugio.

No obstante, el cultivo a gran escala del maiz Bt implica un riesgo de apariciéon de

resistencia, por lo que es obligado continuar con los trabajos de investigacion contemplados

en el

programa de seguimiento en curso, realizados por el CIB-CSIC y financiados por el

Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino (MARM).
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3. EVALUACION DE LOS EFECTOS POTENCIALES DEL MAIZ Bt SOBRE LA FAUNA
NO DIANA

Gema P. Farings, Félix Ortego y Pedro Castarfiera
Departamento de Biologia Medioambiental, Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC
Ramiro de Maeztu 9, 28040 Madrid

3.1. Introduccién

El maiz transgénico resistente a insectos (maiz Bt) cultivado en Espafia expresa una
toxina insecticida, CrylAb, procedente de la bacteria del suelo Bacillus thuringiensis. Esta
toxina posee una alta especificidad hacia dos plagas de lepidopteros, Sesamia
nonagrioides Lefebvre y Ostrinia nubilalis Hibner, que penetran en el tallo del maiz
originando importantes pérdidas de rendimiento y a las que se denomina comuinmente
taladros del maiz. Sin embargo, los cultivos no solo albergan a insectos plaga. Una diversa
fauna de artrépodos habita también estos agroecosistemas, en los cuales se refugian, se
reproducen y se alimentan. A los artropodos que se alimentan de las plagas se les conoce
con el nombre de enemigos naturales, denominacién que engloba a depredadores y
parasitoides. Los depredadores, tanto larvas como adultos, se alimentan de otras especies
animales o presas, a las que matan para completar su desarrollo, y pueden encontrarse en
muchos oOrdenes de insectos o incluso en otros grupos, como arafias y acaros. Los
parasitoides son insectos, generalmente himendpteros y dipteros, cuyos estados inmaduros
se desarrollan en un solo huésped al que habitualmente matan antes de la emergencia del
adulto. Esta biodiversidad asociada al cultivo cumple un importante papel, ya que
contribuyen de forma significativa a mantener el equilibrio en el ecosistema agricola,
jugando, ademas, un importante papel en la regulacion de las poblaciones de plagas
(Kromp, 1999; Nyffeler y Sunderland, 2003).

Una de las primeras razones para el desarrollo de plantas transgénicas resistentes a
insectos plaga es reducir la dependencia actual de plaguicidas convencionales. Esto
supondria una gran ventaja para la conservacion de los enemigos naturales, ya que a la
reduccion del uso de insecticidas habria que afiadir la especificidad de la toxina hacia las
plagas a las que esta destinada, lo cual deberia traducirse en una mayor abundancia de la
fauna asociada al cultivo (Castafiera y Ortego, 2000). Sin embargo, la complejidad de las
interacciones entre los distintos niveles troficos de la cadena alimenticia (la planta, las

plagas asociadas, sus enemigos naturales y otros artrépodos no diana) hace necesario
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evaluar caso por caso los efectos potenciales directos o indirectos de los cultivos Bt y
contar con un gran numero de datos obtenidos en distintos agroecosistemas con una
metodologia semejante (Romeis et al., 2006; Icoz y Stotzky, 2008; Perry et al., 2010). Se
han descrito tres vias principales mediante las cuales la fauna no diana puede entrar en
contacto con la toxina insecticida que expresa el maiz Bt: ingiriendo la toxina directamente
al alimentarse de polen o materia vegetal, alimentandose de insectos que han ingerido la
toxina o por la liberacién de las toxinas a través de los exudados de la raiz, acumulandose
en el suelo hasta alcanzar niveles tdxicos para los organismos que viven en él (Saxena et
al., 1999; Groot y Dicke, 2002). Asimismo, los efectos del Bt sobre la fauna no diana
pueden ser de dos tipos: a) directos, debidos a la toxicidad de la proteina insecticida
adquirida directamente o a través de la presa y b) indirectos, al disminuir la cantidad o la
calidad de las presas ingeridas. En este contexto se enmarca el Convenio de Colaboracion
suscrito en el afio 2000 entre el entonces Ministerio de Medio Ambiente (MMA) y el Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Como parte del plan de seguimiento, desde
el afio 2000 se han realizado estudios para determinar experimentalmente los posibles
efectos adversos del cultivo del maiz Bt sobre la fauna de artropodos depredadores que

forman parte del cultivo (Ortego et al., 2009).

Con el fin de determinar los posibles efectos a corto y medio plazo que puede tener el
cultivo continuado del maiz Bt en Espafia sobre los depredadores que coinciden espacial y
temporalmente con el cultivo, se han llevado a cabo distintas aproximaciones mediante
estudios de campo y de laboratorio. En primer lugar se ha realizado un estudio a gran
escala en campos comerciales de maiz durante varios afios con el propésito de obtener
datos suficientes que nos permitan evaluar la fauna habitual presente en campos de maiz
Bt con respecto al no Bt. Una vez conocidas las especies de artrépodos depredadores mas
representativas del cultivo se han analizado sus niveles de exposicién a la toxina durante
distintos estados fenoldgicos del cultivo. Por Ultimo, se han llevado a cabo experimentos en
el laboratorio en condiciones controladas para estudiar los efectos potenciales de la toxina
adquirida a través de la presa sobre dos de las especies de artrépodos depredadores mas

abundantes.

3.2. Métodos para cuantificar las poblaciones de artrépodos en el cultivo del

maiz Bt

La eleccion del método mas adecuado para estudiar los artrépodos presentes en el

cultivo del maiz fue una de las primeras cuestiones que se plantearon al abordar el estudio
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de los efectos del maiz Bt sobre la fauna no diana. El objetivo era conocer las poblaciones
de artropodos depredadores del cultivo de maiz, tanto especialistas como generalistas, de
la planta y del suelo. Teniendo en cuenta las caracteristicas del cultivo se estimé que la
mejor forma de llevar a cabo este estudio era mediante el uso de trampas para los
depredadores del suelo y del conteo directo de los artrépodos sobre la planta (Castafiera et
al., 2004).

Las trampas de gravedad o caida (“pitfall”) consisten basicamente en un recipiente
gue se entierra, cuya abertura queda a ras de suelo, al que caen los artrépodos y del que
no pueden salir (Figura 1a). Esta técnica de captura se halla ampliamente extendida en los
estudios de ritmos de actividad estacionales, patrones de distribuciébn espacial y
comparacion de abundancias relativas. Los datos procedentes de estas trampas se basan
no solo en la densidad de la poblacién, sino también en su actividad, asi como en el
comportamiento (en sentido amplio) de cada especie y su probabilidad de encontrar una
trampa. Por ello, a la estima de abundancia relativa de una poblacién obtenida con este
método se la denomina “actividad-densidad”. Hasta el momento estas trampas son el
método mejor conocido y mas ampliamente utilizado en el estudio de poblaciones de

artrépodos del suelo en los ecosistemas agricolas (Duelli et al., 1999).

El conteo visual de los artrépodos sobre las plantas es un método de muestreo
absoluto mediante el cual se obtienen estimas precisas de la fauna existente sobre la
planta. Para llevarlo a cabo es necesario elegir la unidad de muestreo adecuada a cada
caso (arbol, rama, fruto, etc.). En el caso del maiz la unidad de muestreo era la planta
completa. EI muestreo se realiza observando detalladamente las hojas, el tallo, la
inflorescencia masculina y las espatas que recubren la mazorca y anotando todos los
artrépodos y su estado de desarrollo (adultos, pupas, ninfas o larvas) encontrados sobre

cada planta (Figura 1b).

Con ambas metodologias se obtienen datos que permiten cuantificar la fauna y
compararla en parcelas de cultivo con distintas caracteristicas (Bt vs. no Bt). Sin embargo,
el estudio de comunidades de insectos basado solo en la abundancia puede dar lugar a
imprecisiones, ya que la abundancia de artropodos se puede ver afectada por otros muchos
factores. Por ello es necesario estudiar otros indices, tales como la riqueza y la diversidad
de especies, que han demostrado ser eficaces para su uso en la evaluacion de cambios en
la estructura de comunidades de insectos. El estudio de estos parametros solo es posible

en el caso de conocer las especies que integran cada uno de los grupos encontrados. De
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este modo sélo se llevé a cabo con los grupos de artropodos del suelo mas abundantes de

los maizales del centro peninsular: arafias, carabidos y estafilinidos (De la Poza, 2004).

Figura 1. Métodos de muestreo utilizados para determinar las especies de depredadores

mas abundantes en los maizales.

a) Trampas de gravedad b) Conteo visual

3.3. Estudios de campo para determinar los posibles efectos del maiz Bt

sobre los artropodos depredadores

El estudio de los efectos que las variedades transgénicas pueden tener sobre los
depredadores presentes en el cultivo requiere estudios de campo para determinar los
efectos a corto 0 medio plazo (Ortego et al., 2009). Con este fin nuestro grupo (CIB, CSIC)
realizé simultaneamente un estudio coordinado con el grupo del Dr. Ramén Albajes de la
UdL-IRTA, en parcelas comerciales y en dos localidades con distintas caracteristicas
agroecoldgicas: uno en la zona Centro (Madrid) y otro situado en el Valle del Ebro (Lérida),
siguiendo la misma metodologia. Se establecieron tres tratamientos: maiz Bt (variedad
Compa CB®) y la variedad isogénica Dracma®, con y sin el insecticida imidacloprid
(Gaucho®) incorporado en su semilla. El estudio se llevé a cabo en parcelas de gran
tamafo (= 0.6 ha) con tres repeticiones de cada tratamiento, dispuestas en bloques al azar.
De esta forma se puede comparar el efecto de los tres sistemas de produccién sobre la
abundancia y diversidad de artrépodos (De la Poza et al., 2005).

El ensayo de la zona Centro se realizé6 en un campo comercial en Estremera (Madrid),
entre 2000 y 2002. Un ensayo similar se repitio en el afilo 2005 en los mismos campos con
el fin de ver los efectos a medio plazo. Entre 2000 y 2002, la Unica variedad de maiz Bt

cultivada en Espafia fue Compa CB (evento Btl76), cuya concentracion de toxina

30



disminuye progresivamente a partir de la maduracion del grano y mantiene altas
concentraciones en el polen, mientras que el estudio del afio 2005 incluia variedades
derivadas de los eventos Bt176 y MON810. Este Ultimo expresa la toxina a lo largo de todo
el ciclo, pero su concentracion en el polen es muy baja. Desde junio a septiembre se
practicaron dos métodos de muestreo, trampas de caida y conteos visuales, para conocer
la abundancia y diversidad de artrépodos no diana asociados al cultivo de maiz. Los
artrépodos del suelo se capturaron en cinco trampas de caida instaladas en la diagonal de
cada parcela, y los muestreos visuales se realizaron cada dos semanas en un total de 48

plantas por tratamiento.

Los carabidos y las arafias fueron los grupos de depredadores polifagos mas
abundantes encontrados en los suelos de maiz Bt y no Bt en los 3 afios consecutivos de
muestreo, representando el 44 y 39% del total de las capturas, respectivamente, seguidos
por los estafilinidos con un 8% (Figura 2) (De la Poza et al., 2005). Tres especies (Poecilus
cupreus, Pseudophonus rufipes y Pseudophonus griseus) representaron el 93% del total de
especimenes de cardbidos capturados en las trampas de caida. Analogamente, seis
especies constituyeron el 96% del total de las capturas de arafias, siendo Pardosa
occidentalis la especie mas abundante con el 86%. Sin embargo, en el caso de los
estafilinidos no hubo una especie claramente dominante. Otros artropodos capturados en
este muestreo fueron miriapodos (Lithobiomorpha: Lithobiidae), tijeretas de la especie
Labidura riparia (Dermaptera: Labiduridae) y opiliones (Opiliones: Phalangiidae) (Farinds et
al., 2008a, 2008b).

En el muestreo visual sobre las plantas de maiz se capturaron artropodos
depredadores que se alimentan de otros depredadores o de herbivoros que consumen
maiz. Fueron mayoritarios tres grupos de artropodos: las arafias (Araneae), las chinches
del género Orius (Heteroptera: Anthocoridae), representadas por las especies O.
majusculus y O. laevigatus, y el coccinélido Stethorus punctillum (Coleoptera:
Coccinellidae) que representé el 45% de las capturas en el afio 2002 (Figura 3) debido a los
altos niveles de infestacion de arafa roja ese afio. Otros depredadores encontrados en los
muestreos fueron larvas de Chrysoperla carnea (Neuroptera: Chrysopidae), adultos de
Coccinella septempunctata y Adonia variegata (Coleoptera: Coccinellidae), ninfas y adultos
de Nabis sp. (Heteroptera: Nabidae), larvas de Feltiella acarisuga (Diptera: Cecidomyiidae)
y larvas de Episyrphus balteatus (Diptera: Syrphidae) (Farinds et al., 2008a, 2008b).

No se observaron diferencias en la composicion de la fauna entre las parcelas con

maiz Bt o0 maiz no Bt entre los afios 2000 y 2002. Asimismo, el analisis de fenologia de
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estos grupos reveld que no existian diferencias en las curvas de actividad-densidad entre
parcelas con maiz Bt o con su linea isogénica. Ademas, distintos parametros indicadores
del estado de las poblaciones (fundamentalmente riqueza y diversidad de especies)
mostraron que el maiz transgénico no afecté a los grupos y especies de artrépodos
depredadores mas importantes del cultivo (De la Poza et al., 2005). Los resultados en 2005
mostraron una composicion de la fauna similar a la encontrada en los tres afios de
muestreo anteriores. De igual forma, no se encontraron diferencias significativas en la
rigueza de especies ni en las curvas de actividad-densidad de las principales especies

entre las parcelas con maiz Bty no Bt.

Figura 2. Artrépodos depredadores mas abundantes capturados en las trampas de caida
en Madrid entre 2000 y 2002.
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Figura 3. Artrépodos depredadores mas abundantes detectados en el muestreo visual de
Madrid entre 2000 y 2002.
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Diversos autores han estimado la exposicion de distintas especies de insectos
depredadores a las toxinas Bt, detectandose la toxina CrylAb en especies depredadoras
pertenecientes al orden Araneae y las familias Carabidae, Coccinellidae y Nabidae que
habian sido recogidas en campos de maiz transgénico (Harwood et al., 2005, 2007;
Zwahlen y Andow, 2005). Sus resultados demostraban la transferencia de la toxina a través
de la cadena trofica. Sin embargo, se desconocia el grado de exposicion a la toxina de
algunas de las especies de depredadores mas representativas del cultivo en Espafia. Por
ello se capturaron las especies mas abundantes del suelo y sobre la planta de maiz en un
campo comercial de maiz transgénico en tres momentos diferentes del cultivo (antes,
durante y después del momento de la polinizacién) y se calculé la cantidad de toxina
insecticida que habia en sus cuerpos. Los resultados obtenidos mostraron que la toxina

expresada en el maiz Bt se podia detectar en especies de los tres grupos mas abundantes
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de depredadores del suelo: arafias, carabidos y estafilinidos, aunque la cantidad varié en
funcion del momento del cultivo. De los depredadores capturados sobre la planta de maiz,
la toxina se detecté en S. punctillum, la chinche Orius sp. y larvas de C. carnea. Sin
embargo, en ningun caso se pudo detectar la toxina en los depredadores capturados en el

suelo o en la planta de campos no transgénicos (Alvarez-Alfageme, 2007).

3.4. Ensayos de laboratorio con especies indicadoras

Estudios previos de laboratorio han sugerido que las toxinas Bt adquiridas a través
de la presa pueden tener un efecto negativo sobre los enemigos naturales. Por este motivo
se llevaron a cabo experimentos en el laboratorio con especies pertenecientes a distintos
grupos funcionales que se pueden ver afectados al adquirir la toxina a través de la presa y
gue son muy abundantes en los maizales de la zona centro de Espafia. Estos organismos
constituyen una parte fundamental en la cadena tréfica del cultivo, y al ser uno de los
eslabones superiores pueden poner de manifiesto posibles perturbaciones que se

produzcan en los inferiores.

Para llevar a cabo los estudios de laboratorio se escogieron tres especies de
coleodpteros. Las dos primeras fueron el cardbido P. cupreus, depredador generalista que
habita en el suelo y el coccinélido S. punctillum, depredador especialista de &caros
tetraniquidos, que vive sobre la planta de maiz. Ambas especies tienen una alta exposicion
potencial a la toxina CrylAb expresada en el maiz Bt y son muy frecuentes en los maizales
del centro de Espafia (De la Poza et al., 2005; Farinés et al., 2008a). La tercera especie,
Atheta coriaria, que se utiliza como agente de control biolégico de larvas de dipteros, es el
unico estafilinido disponible de forma comercial. Esta especie pertenece a la subfamilia
Aleocharinae, presente de forma habitual en distintos cultivos, entre los que se encuentra el
maiz (Farinds et al., 2008), y su manipulacion en el laboratorio es relativamente sencilla.
Estos requisitos la hacen apropiada para su utilizacibn como especie bioindicadora. La
forma mas habitual que tendrian estas especies de entrar en contacto con la toxina CrylAb
es mediante la ingestion de presas que se alimentan directamente del maiz Bt, y sus
efectos pueden ser directos, debidos a la toxicidad de las proteinas Bt, o indirectos,
causados por una disminucion de la cantidad o de la calidad nutritiva de las presas de las
que se alimentan, cuando éstas son susceptibles a la accién de las toxinas Bt. Los
experimentos se realizaron en condiciones que contemplan “el peor escenario posible”, es
decir, sometiendo a los depredadores a una exposicion continua a la toxina CrylAb vy

superior a la esperada en condiciones de campo (Alvarez-Alfageme, 2007).
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La toxina CrylAb se detect6 tanto en las larvas del depredador generalista P.
cupreus como en sus presas, pero el maiz Bt no tuvo ningun efecto significativo, en
comparacion con el control, sobre la mortalidad y tiempo de desarrollo de larvas y pupas del
carabido alimentadas con larvas del lepidéptero Spodoptera littoralis mantenidas en maiz Bt
(Alvarez-Alfageme et al., 2009). En el caso del depredador especialista S. punctillum, la
toxina se detectd en su presa, Tetranychus urticae, en cantidades superiores a las
detectadas en la propia planta de maiz Bt. Ademas, se ha comprobado que la toxina llega
al tubo digestivo del depredador manteniendo todo su potencial insecticida. Sin embargo,
no se ha visto ningun efecto negativo sobre su biologia (Alvarez-Alfageme et al., 2008). La
exposicion del estafilinido A. coriaria a la toxina CrylAb via T. urticae tampoco tuvo un
efecto negativo sobre su biologia y fisiologia digestiva. Ademas, la concentraciéon de la
toxina en el cuerpo de los adultos de A. coriaria descendié exponencialmente tras su
exposicién a la presa alimentada con maiz Bt (Garcia et al., 2010). Estos resultados
muestran que hay una transferencia de la toxina a través de la cadena tréfica, pero en
ninguno de los tres depredadores estudiados se ha observado que ésta tenga un efecto

perjudicial.

3.5. Conclusiones

Los estudios del plan de seguimiento realizado en Espafa en campos comerciales
de maiz han permitido determinar en un escenario real los efectos a corto y medio plazo
gue puede tener el cultivo continuado del maiz Bt sobre la fauna auxiliar que coincide
espacial y temporalmente con el cultivo, y aportan los conocimientos necesarios para una

toma de decisiones basada en datos cientificos:

a) Las especies de depredadores que podrian servir como bioindicadoras en los
programas de seguimiento del maiz Bt son: i) los generalistas Orius spp. y el
especialista S. punctillum en la parte aérea; ii) los carabidos generalistas P. cupreus,
P. rufipes y P. griseus, y la arafia P. occidentalis en la fauna del suelo; y iii) alguna

especie de estafilinido.

b) No hemos detectado efectos negativos sobre la abundancia, riqueza y diversidad de
artrépodos depredadores de las parcelas con maiz Bt en la zona Centro, a pesar de
que la toxina insecticida se detecta en la mayoria de las especies que han estado

expuestas a ella.

35



c) Los estudios de laboratorio, realizados en el peor escenario posible (exposicion
continua a toxina CrylAb a dosis superiores a la expresada en maiz Bt) con dos
depredadores generalistas presente en el suelo, P. cupreus y A. coriaria, y un
especialista de la parte aérea, S. puntillum, indican que el maiz Bt no tiene efectos

negativos en la supervivencia y desarrollo de estas especies.

En lineas generales, estos resultados coinciden con los encontrados en Lérida, asi
como con los obtenidos en ensayos realizados en paises de Europa central, lo que sugiere
gue el maiz Bt puede ser compatible con los enemigos naturales presentes en diferentes
zonas agroecolégicas de Europa. No obstante, se considera necesario realizar ensayos a
largo plazo para poder descartar posible efectos acumulativos de exposicion a la toxina
insecticida, estudios que estan en curso dentro del Convenio CIB-CSIC y financiados con el
Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino (MARM).
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4. EVALUACION DE LOS POTENCIALES EFECTOS DEL MAIZ MODIFICADOS
GENETICAMENTE SOBRE LOS MICROORGANISMOS DEL SUELO.

Gema Val, Silvia Marin y Rafael P. Mellado

Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC

Darwin 3, Campus de Cantoblanco, 28049 Madrid

4.1. Transferencia de genes de maiz Bt a la rizosfera de la planta y tipificacion

molecular de rizosfera

El objetivo general es explorar procedimientos que permitan evaluar la presencia de
material genético de posible riesgo ambiental en suelos donde se cultiven maices
transgénicos como paso previo a la evaluacion de la transferencia de ese material genético
desde maices transgénicos a la flora microbiolégica de esos suelos, a la vez que se evalta
la posibilidad de implementar la trazabilidad molecular de esos suelos, con el fin de estudiar
la utilidad de esos procedimientos para su eventual incorporacién en un protocolo de

seguimiento especifico.

El gen que determina la resistencia a ampicilina, codificando una beta-lactamasa, ha
sido utilizado como marcador en los procesos de ingenieria genética para la creacion de las
variedades transgénicas del maiz Bt176. Se ha puesto a punto un sistema de deteccion que
permite determinar especificamente la presencia de ese gen en suelos, asi como la de
secuencias de ADN promotoras de transcripcién (promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor) que controlan la expresion de los genes que confieren nuevas caracteristicas a los
maices transgénicos. Los resultados obtenidos hasta ahora, aunque siempre hay que
considerarlos provisionales, se han extendido por un periodo que ha comprendido tres
ciclos de siembra y cosecha. No se ha detectado presencia alguna de secuencias de ADN
especificas ni del gen de beta-lactamasa ni del promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor habiéndose utilizado en los correspondientes ensayos un exceso de como minimo

200 veces de ADN sobre el limite de deteccién experimental.

Los resultados obtenidos han permitido el disefio de sondas de ADN especificas de

bacterias Gram positivas de posible utilidad para la trazabilidad molecular de suelos.
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4.1.1. Bacterias cultivables en rizosferas de maiz transgénico y no transgénico.

De un campo donde se cultivaba maiz transgénico se extrajo ADN de rizosferas en
gue no se habia utilizado para el cultivo en los ultimos afios, de suelo adherido a cepellones
de maiz transgénico COMPA (Bt 176) y suelo adherido a cepellones de maiz DRACMA en
Abril, Julio y Noviembre de 2001, en Abril, Julio y Noviembre de 2002 y en Abril, Julio y
Noviembre de 2003, de fechas correspondientes a las fases de cosecha de 2001, 2002 y
2003 (Noviembre), aproximadamente al mes y medio de siembra (Abril) y floraciéon (Julio)

del maiz.

La presencia de bacterias resistentes a ampicilina se comprobd en todas las
muestras de rizosferas por crecimiento de diluciones seriadas de las muestras en placas
de agar suplementado con infusion de cerebro-corazén (BHI) en presencia de 20 pg/ml del
fungicida anfotericina B para minimizar el crecimiento de hongos contaminantes. Las
colonias resultantes se replicaron en placas en el mismo medio de crecimiento en presencia
de diferentes concentraciones de ampicilina (5 pg/ml, 20pg/ml y 100 pg/ml). En todos los
casos se pudo apreciar la presencia de un 70-80% de microorganismos cultivables
resistentes a la concentracibn mas baja del antibidtico, descendiendo el numero de
bacterias resistentes a aproximadamente un 50% en las dos concentraciones mas elevadas
del antibidtico. No se observaron diferencias entre rizosferas de maiz transgeénico y de maiz
no transgénico. Resultados parecidos se han obtenido en otros estudios independientes

basados en bacterias cultivables (Badosa, E. et al., 2004).

De las bacterias cuyo habitat natural es el suelo, son las que carecen de membrana
externa, algunas bacterias Gram positivas, las que pueden, de forma natural adquirir un
estado fisiolégico, conocido como “de competencia” que les permite incorporar ADN
exdgeno, sin necesidad de la existencia de transportadores estructurales (p.e. conjugacion),
lo que convierte a este tipo de bacterias en testigos idéneos para encontrar la posible
transferencia de un gen previamente no existente en su genoma. No se han detectado

bacterias viables Gram-positivas resistentes al antibidtico.

4.1.2. Disefio, validacion y especificidad de cebadores para el gen de beta-

lactamasa

Para el disefio de parejas de oligonuclettidos cebadores especificos para beta-

lactamasa, que confiere la resistencia al antibiético ampicilina, se construyeron éarboles
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filogenéticos, para identificar las beta-lactamasas evolutivamente mas proximas a la
codificada por el gen presente en las construcciones que se habian utilizado para la
obtencion del maiz transgénico (Fig.1). Cincuenta y ocho secuencias representativas se
agruparon en seis grupos diferentes de acuerdo a los porcentajes de identidad relativos
(Fig.1). Las secuencias para beta-lactamasas mas homélogas a la del gen presente en el
plasmido pUC19 (TEM-beta-lactamasa), que ha sido el utilizado en la construccion de las
variedades de maiz transgénico, se encuentran agrupadas en el Grupo 1, son secuencias
practicamente idénticas, principalmente porque provienen de aislados hospitalarios que
contienen todos el mismo gen. Los cebadores se disefiaron en base a diferencias tedricas
de esas secuencias con las agrupadas en el Grupo 2, el mas préximo evolutivamente, y
I6gicamente mas alejadas evolutivamente de las secuencias contenidas en el resto de los
Grupos.

AFO91319 X. campestri
UGTI24 M. sls.
AF123246 5. p
F156486 K. pneumonlae
AF1T4129 E coll

830 E. coll Grupo 4
Y17715 K oxy
| Y17714 K oxyt

~D37831 P. vuligaris
L p299sz P. vuigaris

AJO12256 P. mirabllis
EA?IW P. mirabllis

tm Lactamase (pUC19) fev
Grupo 1

¥13612 K. pneumoniae

¥13612 K. pneumoniae#2

 ABO23477 E. coll

AF124984 K. pneumonlae

AF148850 E. coll

AF148831 E. coll

AF227204 K. pneumonlae

L AF208796 K. pneumoniae

AF153200 S. thyphimurium
1546063 P. aeruginosa

_! —AF217648 V. harveyl

L AF217649 V. harveyl

r AF135373 A. calcoaceticus

L 013209 P. mirabllis

A. pleur

b AJOD73S0 A. 1

191564 P. aeruginosa
— x rev

ABO16812 E. cloacae
AED02036 D. rev

152397 M. phiel rev.
I_|_l M. fortultum rev -
AFO41061 M. Is rev Grupo 5
— L 152394 M. avium rev P
] AF132393 M. chel rev
AED01903 D. radiodurans
[AFZSS92T 5. flexner!
LAJ238349 E. coll
AJIT6031 A. hydrophila -
R. pickettil

Grupo 2

Grupo 3

AFO10416 E.coll

LAF133699 P. aeruginosa

AF033200 C. um
AJ239129 A,

L AJ132103 A. baumannii

AB016611 E. cloacae
D44476 E.
$‘——.—r— 013207 C. freundil Grupo 6
A 9A.

162284 C. meningosepticum
AF197943 5. fonticola
7 5. flexnerl
AF090141 C meningosepticum
‘l‘ U75371 B. fragilis

7865 5. aureus

Figura 1. Arbol filogenético obtenido a partir de los alineamientos de cincuenta y ocho
secuencias representativas de beta-lactamasas.
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Las cuatro parejas de cebadores posibles (1F-3R, 1F-4R, 2F-3R y 2F-4R) se utilizaron
en reacciones en cadena de la DNA-polimerasa (PCR) para la amplificacion del gen para
beta-lactamasa contenido en el plasmido pUC19, que se utilizé como molde en la reaccion.

Como control se realizaron las correspondientes reacciones en ausencia de molde.

La figura 2 muestra la amplificacion de los fragmentos de ADN esperados en cada
caso. La especificidad de las cuatro parejas de cebadores se comprobd en reacciones
separadas, utilizando como molde ADN de pUC19 y de los genomas de las bacterias
Bacillus subtilis 168, Bacillus cereus y Streptomyces lividans, todas ellas bacterias cuyo
habitat natural es el suelo y que estan alejadas evolutivamente de Escherichia coli. La
figura 2 muestra que mientras que las parejas de cebadores 1F-3R y 1F-4R, no daban lugar
la amplificacion inespecifica con los genomas de bacterias del género Bacillus, sélo la
pareja 1F-3R es capaz de amplificar especificamente el gen de beta-lactamasa presente en

el plasmido pUC109.

pUC19 B. subtilis168 B. cereus S. lividans
1 2341234123412 34

774 pb -

\_ . v . -
637 pb - . S o— dii
589 pb /— - -2 S
452 pb

Figura 2. Amplificacién por PCR del gen de beta-lactamasa por las cuatro parejas de
cebadores. Solo la pareja 1F-3R (1) es especifica para las secuencias contenidas en el
plasmido pUC19, produciéndose amplificaciones inespecificas con las otras tres parejas de
cebadores cunado se utiliza ADN genomico de las bacterias Bacillus subtilis, Bacillus

cereus o Streptomyces lividans.

4.1.3. Presencia del gen de la beta-lactamasa y del promotor 35S: Sensibilidad

de deteccién

La capacidad de amplificacion de la pareja de cebadores 1F-3R se determin6 en

presencia de diluciones crecientes de ADN molde del plasmido pUC19, conteniendo desde
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100 pg a 10 fg de ADN en condiciones donde se permitia la ocurrencia de dos rondas de
amplificacién secuenciales de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR secuencial). La
minima cantidad de DNA molde necesaria para la deteccion de material amplificado resultd
ser de 1 pg, disminuyendo a 100 fg cuando 0.1 pl de la solucion conteniendo el producto
amplificado se utilizaron como molde para una segunda ronda de amplificacion (Fig.3), que
siempre se realizaba con el ADN molde en presencia de 400 ng de ADN procedente de
suelo de uso agricola: En ningun caso se pudo detectar la presencia de secuencias
codificantes de beta-lactamasa por encima del limite de deteccién asi determinado que se

puede estimar en una molécula del gen para beta-lactamasa en 7,7 ug de rizosfera.

La pareja de cebadores 35SP-F y 35SP-R se disefid y utilizé para su utilizacion en la
amplificacién por PCR de secuencias conteniendo el promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor que controla la expresion de las secuencias génicas que confieren nuevas
propiedades a las variedades DRACMA y COMPA de maiz.

Figura 3. Amplificacion mediante PCR escalonada (19 ciclos en la primera ronda de
amplificacién y 15 ciclos en la segunda ronda de amplificacion) utilizando como molde
400ng de ADN extraido de suelo sin cultivo mezclado con 100 pg de pUC19 (1), 10 pg de
pUC19 (2), 1 pg de pUC19 (3), 100 fg de pUC19 (4), 400 ng de ADN de suelo sin cultivo (5)
y en ausencia de molde (6). El tamafio en pares de bases (pb) de los fragmentos se indica

en el lado izquierdo.

La capacidad de amplificacion de la pareja de cebadores 35S-F y 35S-R se determiné
en presencia de diluciones crecientes (conteniendo desde 1pg a 10 ag) de ADN molde del
plasmido pBI221. La minima cantidad de DNA molde necesaria para la deteccion de
material amplificado resulté ser de 100 fg, disminuyendo a 10 fg cuando 0.1 pl de la
solucién conteniendo el producto amplificado se utilizaron como molde para una segunda
ronda de amplificacion (Fig.4), que siempre se realizaba con el ADN molde en presencia de

400 ng de ADN procedente de suelo de uso agricola. En ningun caso se pudo detectar la
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presencia de secuencias conteniendo el promotor 35S por encima del limite de deteccién
asi determinado, que se puede estimar en una molécula de las secuencias que contienen el

promotor 35S por en 0,5 pg de rizosfera.

291pb

Figura 4. Amplificacibn mediante PCR escalonada (19 ciclos en la primera ronda de
amplificacién y 15 ciclos en la segunda ronda de amplificacion) utilizando como molde
400ng de ADN extraido de suelo sin cultivo mezclado con 100 fg de pBI211 (1) 10 fg de
pBI211 (2), 1fg de pBI211 (3), 0,1 fg de pBI211(4), 400 ng de ADN de suelo sin cultivo (5) y
en ausencia de molde (6). El tamafio en pares de bases (pb) de los fragmentos se indica
en el lado izquierdo.

4.2. Efecto estimulador de las bacterias del suelo Gram positivas en el

crecimiento de plantas

Los microorganismos que forman parte de la rizosfera son importantes para el
crecimiento de la planta. La composicion quimica de los suelos afecta a las poblaciones de
microorganismos que forman parte de la rizosfera, al punto de que alteraciones en la
composicion del suelo pueden causar cambios importantes en la microflora de las
rizosferas. Las comunidades microbiol6gicas presentes en la rizosfera fluctian con el

desarrollo de la planta y con la reutilizaciéon de suelos agricolas.

Entre las bacterias Gram positivas naturalmente presentes en la rizosfera, las del
género Bacillus y Streptomyces son, normalmente aceptadas como representativas,
habiéndose utilizado comercialmente como inoculantes que favorecen el crecimiento de
plantas (maiz entre ellas) y que en algun caso son aislados de rizosferas naturales (Wipat
and Hardwood, 1999). En nuestro laboratorio hemos escogido la estirpe Bacillus subtilis
168 como estirpe modelo, ya que su genoma ha sido secuenciado completamente (Kunst et

al.,, 1997) y se ha realizado un analisis funcional del mismo por dos consorcios europeos
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en los que nuestro laboratorio ha participado (Kunst et al., 1997; Kabayashi et al., 2003).
Se ha puesto a punto un sistema modelo para estudiar la interaccién de Bacillus subtilis con
semillas pregerminadas de trigo (cereal) y alfalfa (leguminosa), dos cosechas de cultivo
abierto, de crecimiento relativamente rapido y abordable en condiciones de laboratorio
(incubadores, invernadero) y de amplia utilizacion en alimentaciéon humana y/o animal,
como cosechas modelo, habiéndose obtenido resultados similares con ambos tipos de
plantas (Mellado, 2003). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5, donde se
puede apreciar claramente el efecto beneficioso de Bacillus subtilis 168 en el crecimiento
del trigo y en el de la alfalfa y, en este caso, tanto cuando las semillas se incuban con la
bacteria salvaje, como cuando se hace con un mutante en uno de los posibles genes de la
bacteria que podrian estar implicados en el proceso (Fig. 5). Las bacterias llegan a
interaccionar con la semilla como se puede observar cuando el experimento se realiza con
Bacillus subtilis que expresa en gen de la proteina fluorescente verde, que permite
visualizar en el microscopio de fluorescencia como las bacterias se sitian en la periferia de

la semilla sobreponiendo su fluorescencia a la verde natural de la planta (Fig.6).

Figura 5. Plantas de trigo (izquierda) y de alfalfa (derecha) crecidas en presencia de
B.subtilis 168 (+ w), de B.subtilis 168 (yjeA) (+m) o en ausencia de la bacteria (-). La mejora
del crecimiento se puede observar tanto en la parte aérea como en la radicular, si bien en el
caso de alfalfa, es menos manifiesta en plantas inoculadas con la bacteria mutante que en

las inoculadas con la bacteria salvaje.
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Figura 6. Bacillus subtilis expresando el gen de la proteina fluorescente verde (izquierda)
se incuba con la semilla de alfalfa y la preparacién se examina en el microscopio de

fluorescencia (derecha).

4.3. Caracterizacién microbiolégica de la rizosfera: Trazabilidad molecular de

rizosferas.

El apartado anterior claramente demuestra que la asociacion de los microorganismos
presentes en la rizosfera con las plantas existe y que esa presencia puede tener efectos
beneficiosos para el crecimiento de las mismas. Tan s6lo un reducido nimero de los
microorganismos presentes en el suelo es cultivable en el laboratorio (Torsvik et al., 1990),
de forma que la gran parte de los microorganismos presentes en las rizosferas son

desconocidos.

La sensibilidad obtenida en la estimacion de la presencia del gen de beta-lactamasa
o de las secuencias del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor en la rizosfera de
maices transgénicos, ha permitido el abordaje de la caracterizacion a nivel molecular de los
componentes de la rizosfera mediante el disefio de sondas (cebadores) de oligonucleétidos
apropiadas que permitiesen la amplificacion por la reaccion en cadena de la ADN
polimerasa de secuencias de ADN pertenecientes a microorganismos del suelo sin

necesidad de cultivarlos en el laboratorio.
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Las secuencias de rADN 16S de 74 bacterias diferentes se obtuvieron de las bases
de datos y se utilizaron para el disefio de sondas oligonucleotidicas de posible utilidad en la
trazabilidad molecular de suelos. Se han disefiado asi parejas de cebadores especificas
para al menos 9 géneros conocidos, otras tantas parejas de cebadores especificas para al
menos 40 especies conocidas y su capacidad para amplificar secuencias especificas de las
preparaciones de ADN de los diferentes suelos fue evaluada. Las sondas disefiadas fueron
previamente validadas utilizando para ello ADN de algunas de las 41 especies bacterianas
diferentes obtenidas de la American Type Culture Collection o pertenecientes a la coleccién

del laboratorio.

La figura 7 ilustra la capacidad de las parejas de cebadores SMC1-SMC2, SMC 3-
SMC4 y SMC5-SMC6 para amplificar fragmentos de ADN de tamafios definidos. Sin
embargo, los resultados no permitieron aumentar la sensibilidad de deteccién ya obtenida.

1 2 3 4 5 6
rETTTT
B -

=
AR et
C

Figura 7. Amplificacion mediante PCR utilizando, en cada caso, como molde 400 ng. de
ADN extraido de Streptomyces lividans (1), control negativo en ausencia de ADN (2), ADN
extraido de suelo donde se ha cultivado de la variedad COMPA (3), la variedad DRACMA
(4) o sin cultivar de dos localizaciones diferentes (5, 6) y como cebadores las parejas de
oligonucleétidos SMC1-SMC2 (A), SMC3-SMC4 (B) y SMC5-SMC6 (C).
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4.4. Trazabilidad molecular de rizosferas: Hacia la determinacion de un paisaje

genémico

4.4.1. Introduccioén

El objetivo general de los trabajos hasta ahora descritos en este capitulo ha sido
explorar procedimientos que permitan evaluar la presencia de material genético de posible
riesgo ambiental en suelos donde se cultiven maices transgénicos como paso previo a la
evaluacion de la transferencia de ese material genético desde maices transgénicos a la
flora microbiologica de esos suelos, a la vez que se evalla la posibilidad de implementar la
trazabilidad molecular de esos suelos, con el fin de estudiar la utilidad de esos

procedimientos para su eventual incorporacién en un protocolo de seguimiento especifico.

Los andlisis realizados utilizando la amplificacion de ADN por la reaccién en cadena
de la ADN polimerasa (PCR) con protocolos de trabajo especificos disefiados, permiten
concluir que la presencia de secuencias de ADN codificantes del gen de beta-lactamasa se
encuentra por debajo de los niveles de deteccion. La misma conclusiéon es aplicable a las
secuencias de ADN conteniendo el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. El
ADN del suelo empleado en las reacciones de amplificacion se encuentra en un exceso
aproximado de 259 (beta-lactamasa) y 4000 (promotor 35S) veces sobre los
correspondientes niveles de deteccidn, de forma que una secuencia codificante del gen de
beta-lactamasa podria detectarse si estuviera presente en 7.7 ug (0.77 pg ocasionalmente)
de tierra y una secuencia codificante del promotor S35 del virus del mosaico de la coliflor

seria detectable en tan sélo 0.5 pg de tierra.

Adicionalmente, en el afo 2004, se inici6 el disefio, validacion y estudio de
especificidad de cebadores que puedan permitir una la trazabilidad molecular de los suelos
donde se cultiven organismos modificados genéticamente. La comparacion de secuencias
de rADN 16S de 74 bacterias diferentes del suelo ha permitido el disefio de parejas de
cebadores que han mostrado ser Utiles para la amplificacion especifica de fragmentos de
ADN directamente de muestras del suelo, aunque no aumentaron la sensibilidad de

deteccion.

La utilizacion de micromatrices de ADN de genomas completos de rizobacterias
disponibles comercialmente ha permitido el disefio de nuevas estrategias y metodologias
asi como el desarrollo de protocolos de andlisis que permitan avanzar en la caracterizacion

molecular de las rizosferas de plantas genéticamente modificadas.
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4.4.2. Utilizacion de micromatrices de ADN de genomas bacterianos completos

La aplicacion de técnicas basadas en el uso de acidos nucleicos ha mostrado ser una
herramienta muy util en el avance de la caracterizacién de los microorganismos presentes
en habitats naturales (Ammann et al., 1995). Desde el punto de vista biolégico el suelo es
un medio ambiental particularmente complejo y variable. Los estreptomycetos son unas de
las bacterias del suelo mas numerosas y ubicuas, productores de complejos enziméaticos de
enzimas extracelulares que interaccionan con la planta (Hodgson, 2000). Cepas de Bacillus
subtilis se han detectado en las rizosferas como productoras de factores estimulantes del
crecimiento de plantas (Mellado, 2003) y existen comercialmente disponibles inoculantes de
semillas que contienen cepas de Bacillus para favorecer el crecimiento de las semillas una

vez germinadas.

Hemos adaptado micromatrices comercialmente disponibles de genomas completos
de Bacillus subtilis y Streptomyces coelicolor adaptando los mismos y evaluando su uso
para la monitorizacion de comunidades de rizobacerias de maiz transgénico productor de la
toxina Bt. Cultivares de COMPA CB, de dos variedades de MON 810 y de sus
correspondientes lineas isogénicas en tres localizaciones diferentes, Cabafas del Ebro
(Zaragoza), Malpica de Tajo (Toledo) y Yunquera de Henares (Guadalajara), fueron
recolectadas a diferentes estados del crecimiento y sus rizosferas analizadas. Los
experimentos realizados con Btl76 (Zaragoza) lo fueron durante 2005. Desde 2006 el
cultivo del maiz Btl176 dejoé de estar permitido en la UE. Las muestras del cultivar de

MONS810 de Toledo fueron recogidas en 2005 y las de Guadalajara en 2006.

4.4.2.1. Sensibilidad de deteccién

El mismo nimero de moléculas de ADN gendmico de Bacillus subtilis fueron marcadas en
reacciones independientes con un fluoréforos diferentes, conteniendo una de ellas
concentraciones crecientes de un gen especifico (csn). Las diferentes mezclas se
hibridaron con las micromatrices conteniendo el genoma completo de Bacillus subtilis y el
grado de deteccion del nimero de copias del gen csn determinado en cada caso. La figura
8A muestra que la presencia de soOlo 5 copias del gen csn permite su deteccion sin
ambigledad sobre el fondo de hibridacion homéloga; una sensibilidad que no difiere en
esencia de la que puede ofrecer la reaccion en cadena de la ADN polimerasa en tiempo
real (RT-PCR; Fig. 8B).
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Figura 8. Sensibilidad de deteccion. (A) Deteccion diferencial del gen csn de B. subtilis

hibridando en un exceso de 2, 5, 10 and 20 copias sobre la copia Unica presente en el

genoma de B. subtilis usando micromatrices de ADN de genoma completo de B. subtilis.

(B) Amplificacion diferencial por PCR en tiempo real cuando el gen csn y el genoma de B.

subtilis se mezclaron en las mismas proporciones que en (A). Los valores numéricos del

factor de cambio se indican en cada caso.
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4.4.2.2. Efecto de la toxina Bt en las rizobacterias del maiz

Las micromatrices de ADN conteniendo los genomas completos de S. coelicolor y B.
subtilis se utilizaron en andlisis de hibridacion diferenciales de ADN extraido de las
rizosferas de maiz transgénico y no transgénico de los distintos cultivares, marcados con
diferentes fluoroforos, en experimentos realizados por triplicado. No se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre las hibridaciones de ADN de rizosferas
transgénicas y no transgénicas (Fig. 9) lo que sugiere que la toxina Bt liberada en los
exudados de la raiz del maiz transgénico o resultante de la descomposicion de tejido de la

planta o de ambos, no afecta a las bacterias presentes en esa rizosfera.

Figura 9. Efecto de la toxina Bt en las rizobacterias del maiz. Hibridacion de ADN
procedente de rizosferas de plantas transgénicas y no transgénicas con el ADN genémico
completo contenido en las micromatrices de Bacillus subtilis (izquierda) o Streptomyces

coelicolor (derecha). No se detectaron diferencias significativas en ningn caso.
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4.4.2.3. Huella molecular de rizosferas

Las micromatrices de ADN de genoma completo de S. coelicolor y B. subtilis
contienen sondas especificas para las correspondientes 7.515 y 3.986 secuencias
codificantes respectivas. La hibridacion de ADN extraido de rizosferas marcado
fluorescentemente con el correspondiente ADN gendmico igualmente marcado con otro
fluoréforo produjo resultados diferenciales segun el campo de procedencia y el tipo de
micromatriz utilizada en los analisis, B. subtilis (Fig. 10) o S. coelicolor (Fig. 11) tomando
como valor significativo un cambio de 2 veces en sentido positivo o negativo en la deteccién
de la correspondiente hibridaciéon para cada gen en particular. Los resultados diferenciales
obtenidos se confirmaron cuando el ADN utilizado en los analisis provenia de muestras de
la correspondientes rizosferas enriquecidas en las bacterias cultivables de las mismas
(Tablas 2 y 3).

El bajo numero de coincidencias en los genes detectados provenientes de muestras
extraidas directamente de la rizosfera o de muestras enriquecidas en el laboratorio (tercera
columna de las Tablas 1y 2), denota que los resultados diferenciales son debidos en buena
parte a rizobacterias no cultivables. Las diferencias en nimero total de genes detectados en
las diferentes localizaciones se deben a la distinta composicion quimica de los suelos. Asi,
el contenidos en carbono de los campos de Guadalajara y Toledo son mas parecidos entre
si (2.13%, 2.22%, respectivamente) que el de Zaragoza (4.88%), al igual que en los
contenidos de hidrégeno, 0.48%, 0.50% y 0.67% y de nitrégeno, 0.14%, 0.10% y 0.18%
correspondientes a los campos de Guadalajara, Toledo y Zaragoza, respectivamente. De
tal manera que el numero de genes compartidos por las distintas rizosferas es
considerablemente mayor entre las localizaciones de Guadalajara y Toledo que entre

cualquiera de ellas y la de Zaragoza (Tablas 3y 4).
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Figura 10. Hibridacion diferencial utilizando micromatrices de genoma completo de Bacillus
subtilis. Las sondas de B. subtilis presentes en la micromatriz que son desplazadas en la
hibridacion por las secuencias de ADN del suelo se revelan en color rojo. Las sondas no
desplazadas en color verde. Sondas que hibridan con secuencias de ADN del suelo y con

secuencias de ADN de B. subtilis determinan la aparicion de color amarillo.
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Figura 11. Hibridacién diferencial utilizando micromatrices de genoma completo de

Streptomyces coelicolor. Las sondas de S. coelicolor presentes en la micromatriz que son
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desplazadas en la hibridacion por las secuencias de ADN del suelo se revelan en color
rojo. Las sondas no desplazadas en color verde. Sondas que hibridan con secuencias de
ADN del suelo y con secuencias de ADN de S.coelicolor determinan la aparicion de color

amarillo.

Tabla 1. Hibridacion diferencial de ADN de rizobacterias de las tres localizaciones con ADN

gendmico de B. subtilis usando micromatrices de genoma completo de ADN de B. subtilis.

Localizacion Factor de cambio  ADN rizobacterias ADN enriguecido Coincidencias

Guadalajara superior a 2 98 287 31
Inferior a -2 232 504 83
Zaragoza superior a 2 7 37 0
Inferior a -2 7 3 1
Toledo superior a 2 184 879 163
Inferior a -2 603 955 564

Numero de genes observado hibridando diferencialmente cuando preparaciones de
ADN de rizobacterias o de rizobacterias cultivadas (enriquecido) se hibridaron con ADN
gendmico de B. subtilis en cada una de las localizaciones indicadas. El nimero de genes

coincidentes se indica en la ultima columna.

Tabla 2. Hibridacion diferencial de ADN de rizobacterias de las tres localizaciones con ADN
gendmico de S. coelicolor usando micromatrices de genoma completo de ADN de S.
coelicolor.

Localizacion Factor de cambio ADN rizobacterias ADN enriquecido Coincidencias
Guadalajara superior a 2 7 332 5
Inferior a -2 5 437 2
Zaragoza superior a 2 8 217 0
Inferior a -2 2 106 0
Toledo superior a 2 87 318 43
Inferior a -2 56 305 23

Numero de genes observado hibridando diferencialmente cuando preparaciones de

ADN de rizobacterias o de rizobacterias cultivadas (enriquecido) se hibridaron con ADN
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gendmico de S. coelicolor en cada una de las localizaciones indicadas. El numero de genes

coincidentes se indica en la ultima columna.

Tabla 3. NUmero de genes comunes en las diferentes localizaciones utilizando

micromatrices de ADN de genoma completo de B. subtilis.

ADN ADN rizobacterias ADN enriguecido
Factor de cambio  superiora2 Inferior a -2 superior a 2 Inferior a -2
Localizacion

G+Z+T 0 1 2 1
G+Z 0 1 9 2
G+T 20 106 228 459
Z+T 0 3 4 1

Coincidencias en las localizaciones de Guadalajara, Zaragoza y Toledo (G+Z+T),
Guadalajara y Zaragoza (G+Z), Guadalajara y Toledo (G+T) y Zaragoza y Toledo (Z+T)
cuando preparaciones de ADN de rizobacterias o de rizobacterias cultivadas (enriquecido)
se hibridaron con ADN gendémico de B. subrtilis en cada una de las localizaciones

indicadas.

Tabla 4. Numero de genes comunes en las diferentes localizaciones utilizando

micromatrices de ADN de genoma completo de S. coelicolor

ADN ADN rizobacterias ADN enriguecido
Factor de cambio superior a2 Inferior a -2 superior a 2 Inferior a -2
Localizacion

G+Z+T 1 0 47 25

G+Z 0 0 74 43

G+T 2 2 182 186

Z+T 3 0 65 32

Coincidencias en las localizaciones de Guadalajara, Zaragoza y Toledo (G+Z+T),
Guadalajara y Zaragoza (G+Z), Guadalajara y Toledo (G+T) y Zaragoza y Toledo (Z+T)
cuando preparaciones de ADN de rizobacterias o de rizobacterias cultivadas (enriquecido)

se hibridaron con ADN gendmico de S. coelicolor en cada una de las localizaciones

55



4.5. Conclusiones

La utilizacién de micromatrices de ADN de genoma completo de rizobacterias permite
detectar la presencia de secuencias de ADN en muestras del suelo relacionadas con los
cerca de 4.000 u 8.000 genes presentes en las respectivas micromatices de B. subtilis y S.
coelicolor, de los que los genes para el RNA ribosémico y de transferencia han sido
excluidos, con una sensibilidad razonable sobre el fondo de hibridacién (Val et al., 2009). El
uso combinado de micromatrices de genoma completo de éstos y otros microorganismos
del suelo bien caracterizados cuando estén comercialmente disponibles deberia
proporcionar un método sensible de monitorizacion molecular de rizosferas. La técnica de
micromatrices de genoma completo presenta algunas ventajas sobre otros métodos
disponibles. Asi, no esta sujeta a los sesgos sistematicos de los métodos que utilizan la
reaccion en cadena de la ADN polimerasa con sondas para la deteccién exclusiva de
secuencias de genes codificantes de ARN ribosémico, no requiere un secuenciador de
ADN y puede ser facilmente adaptada para su uso en cualquier laboratorio que pueda tener
acceso a un rastreador de micromatrices, cuyo uso esta cada vez méas extendido para
estudios de expresion génica en muchos organismos modelo. La extension del uso de
micromatrices de genoma completo a otros cultivares ademas del maiz, demostrara la
utilidad de esta técnica para monitorizar el impacto de la gestién de suelos agricolas a largo

plazo.
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5. ENSAYOS DE CAMPO CON CULTIVOS TRANSGENICOS TOLERANTES A
HERBICIDAS EN PROCESO DE APROBACION: EVALUACION DE LOS
POTENCIALES EFECTOS DE LOS HERBICIDAS SOBRE LOS
MICROORGANISMOS DEL SUELO.

Jorge Barriuso, Silvia Marin y Rafael P. Mellado
Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC.
Darwin 3, Campus de Cantoblanco, 28049 Madrid

5.1 Introduccioén

Las rizosferas contienen diversas comunidades microbianas que son responsables de
procesos metabodlicos que afectan directamente al crecimiento y a la viabilidad de las
plantas, dependiendo de los componentes nutricionales particulares presentes en los
suelos naturales. Una practica agricola corriente es el uso de compuestos quimicos
agresivos (herbicidas) para impedir el crecimiento de indeseables malas hierbas en los
cultivares. La comunidad bacteriana del suelo es un importante elemento que afecta a la
calidad del suelo, y, por lo tanto, la presencia del herbicida en el suelo agricola y su
potencial efecto es de particular relevancia. Las comunidades rizobacterianas pueden
potencialmente verse afectadas por la presencia de herbicidas rutinariamente utilizados en
cultivos extensivos y, en particular, cuando se utilizan herbicidas sistémicos de amplio
espectro, como es el caso del glifosato (2-(fosfonometil) glicina) utilizado para combatir la
proliferacion de malas hierbas en cultivos de maiz genéticamente modificado para ser

tolerante a este herbicida.

Las técnicas basadas en acidos nucleicos han demostrado ser herramientas muy
Utiles para avanzar en la caracterizacion de microorganismos en su habitat natural (Amann
et al., 1995). Entre ellas, la amplificacion por la reaccion en cadena de la ADN-polimerasa
(PCR) de genes que determinan la sintesis del ARN ribosémico (rADN) directamente de
muestras del suelo, combinada con electroforesis en geles desnaturalizantes en gradiente
(DGGE) y determinacion de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion
(TRFLP) se han utilizado extensivamente para estudiar cambios en la diversidad de las
comunidades microbianas (Anderson and Cairney, 2004). Las técnicas basadas en
hibridacion de micromatrices de ADN de genoma completo se han utilizado con éxito para
el andlisis de comunidades microbianas (Val et al., 2009, ver capitulo 4). Adicionalmente, se
ha utilizado la pirosecuenciacibn masiva de regiones hipervariables de subunidades de

genes que determinan la sintesis de rARN para estudiar la composicién y diversidad de
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comunidades microbianas presentes en diversas localizaciones, entre ellas bosques y

suelos naturales (Roesch et al., 2007).

Para determinar el efecto potencial que el uso de glifosato (Roundup®Plus; 360 g/l de
glifosato) aplicado en post-emergencia, pueda tener en el cultivo de la linea de maiz NK603
(que es tolerante a este herbicida por contener el gen la bacteria del suelo Agrobacterium
sp. que determina la sintesis del enzima EPSPS (5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato sintasa)
en comparacién con un herbicida potencialmente mas agresivo, aplicado en pre-
emergencia, como Harness®GTZ (450 g/l acetolcor, 214 g/l terbutilazina;) al que el maiz es
resistente de forma natural, hemos analizado las comunidades rizobacterianas por
secuenciacion de rADN que determina de la sintesis de rARN 16S de tamafio completo, por
hibridacion de micromatrices de ADN de genoma completo de Streptomyces coelicolor y por

pirosecuenciacidon masiva y paralela de la regién hipervariable V6 del rADN.

5.2 Estimacién somera del efecto de los herbicidas

Se construyeron genotecas de pequefio tamafio (45 clones) del rADN que determina,
la sintesis de rARN 16S de tamafio completo de rizosferas de maiz NK603 tolerante a
glifosato, tratado con glifosato, tratado con GTZ o sin tratar con herbicida. El rADN se
extrajo a tiempo final de crecimiento, justo antes de la recoleccion. El herbicida GTZ se
aplicé dos dias después de siembra y el glifosato se aplicé aproximadamente dos meses
después. Los campos tratados y el campo sin tratar se dividieron en nueve subparcelas de
las que se colectaron tres muestras en cada tiempo de extraccion, de forma que para la
extraccion de ADN en cada caso se agruparon cantidades iguales de las veintisiete
muestras extraidas. EI ADN obtenido se amplific6 con oligonucleétidos cebadores
parcialmente degenerados que permitieron amplificar por triplicado fragmentos de ADN de
aproximadamente 1.5 kb de longitud que contenian las secuencias codificantes del rRNA
16S de tamafio completo. Las genotecas reconstruyeron insertando el ADN amplificado en
el plasmido pGEM-T® para su propagaciéon en Escherichia coli. Las bacterias conteniendo
los plasmidos recombinantes se lisaron, el ADN del plasmido de extrajo y los fragmentos de

ADN insertados se secuenciaron en un secuenciador automatico ABI-PRISM® 3700.

La figura 1 muestra una distribucion taxonémica de los fila més relevantes de cada
suelo. Las rizobacterias mas abundantes parecen ser Actinobacteria y Proteobacteria en el
suelo no tratado con herbicida (68%). La cantidad relativa de Proteobacteria presente en la

rizosfera de maiz no tratado (47%) no parece disminuir en las rizosferas de maiz tratado
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con glifosato (53%) o con GTZ (52%), sin embargo, la cantidad relativa de Actinobacteria
disminuye en el maiz tratado con glifosato o con GTZ, donde desciende del 21% al 4% en
ambos casos.
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Figura 1. Distribucion taxonomica de los fila mas relevantes de los tres suelos. Los

(%£5) euapegosiold

porcentajes de Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Gammaproteobacteria y Actinobacteria estan indicados. EI porcentaje total de

Proteobacteria de cada suelo se indica en el margen derecho.
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5.3. Huella molecular de rizosferas

Las actinobacterias parecen estar particularmente afectadas por el tratamiento con
cualquiera de los dos herbicidas, por ello se han utilizado micromatrices de ADN de
genoma completo de Streptomyces coelicolor (una actinobacteria del suelo) para evaluar la
capacidad de las muestras de ADN, extraidas de las rizosferas de los suelos tratados con
los herbicidas y del suelo no tratado a tiempo final de crecimiento de la planta, para
desplazar al ADN cromosémico de S. coelicolor en la hibridacién utilizando las
micromatrices de genoma completo. La Tabla 1 sumariza los resultados de hibridacion

obtenidos para los tres suelos.

Tabla 1. Niamero de genes coincidentes en los diferentes suelos utilizando micromatrices

de genoma completo de Streptomyces coelicolor.

Factor de cambio superior a 2.5 inferior a -2.5
Total no tratado 337 775
Total tratado con glifosato 871 1071
Total tratado con GTZ 736 1068
No tratado+Glifosato+GTZ 126 550
No tratado+Glifosato 77 70
No tratado+GTZ 42 82
Glifosato+GTZ 185 219
No tratado solo 92 73
Glifosato solo 483 232
GTZ solo 383 217

Se indica el nimero de genes que hibridan diferencialmente y las coincidencia de
hibridacion observadas cuando el ADN de las rizobacterias se hibridé son el ADN genémico

de S. coelicolor.

El patron de hibridacién fue ampliamente coincidente entre suelos tratados y no
tratados (37.38% y 70.96% por encima o por debajo de los valores definidos como factores
de cambio superior o inferior, respectivamente). Las coincidencias aumentan gradualmente
cuando los suelos se comparan de dos en dos, de forma que 60.23% de genes por encima
del factor de cambio superior y 80.0% de genes por debajo del facto de cambio inferior
coincidian entre el suelo sin tratar y el suelo tratado con glifosato, mientras que 49.85% vy

81.54% eran los valores correspondientes de coincidencia entre el suelo sin tratar y el suelo
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tratado con GTZ.

Ademas, el tratamiento con herbicida provoca cambios en el patron de hibridacion,
donde juegos de genes aparecen o desaparecen segun el herbicida con que se haya
tratado. Un numero significativamente mayor de genes mostré hibridaciéon diferencial por
encima o por debajo de los valores definidos como factores de cambio superior o inferior en
los suelos tratados con los diferentes herbicidas en comparacion con el suelo no tratado, lo
qgue refleja y refuerza el hallazgo de que el tratamiento con herbicidas modifica
aparentemente la composicidon de actinobacterias en este suelo, como se deduce de la

secuenciacion de las genotecas de genes para el rARN 16S (ver 5.2).

5.4. Pirosecuenciacion de laregion V6 del rARN 16S

Para caracterizar mejor el efecto de los herbicidas en las comunidades
rizobacterianas del maiz, El ADN extraido de suelo no tratado, de suelo tratado con
glifosato o de suelo tratado con GTZ y que codifica la region V6 del rARN, se amplificé y se
secuencio por pirosecuenciacion. Las secuencias obtenidas tuvieron un tamafio medio de
101 nucleétidos y se agruparon utilizando el programa MEGAN vy la taxonomia NCBI para
generar arboles taxondmicos. EI ADN se extrajo de los suelos una semana después de la
aplicacion de glifosato (primer tiempo de muestreo) y a tiempo final de crecimiento (tiempo

de muestreo final).

La parte superior de la figura 2 muestra los arboles taxonémicos resultantes de la
secuenciacion de la regién V6 del rADN 16S de cada suelo en el primer tiempo de
muestreo y la parte inferior de la figura 2 muestra los arboles correspondientes al tiempo
final de muestreo. De las 3467 secuencias analizadas del suelo no tratado en el primer
tiempo de muestreo, 551 (15.8%) no fueron asignadas, 549 (15.8%) pertenecen a
Proteobacteria, 842 (24.8%) son Actinobacteria y 1529 (44.12%) pertenecen a otros taxa.
Esta distribucién se conserva parcialmente en las 5025 secuencias analizadas del suelo
tratado con glifosato, donde la cantidad de Proteobacteria parece aumentar ligeramente
(17.07%), aunque el numero relativo de Actinobacteria disminuye apreciablemente
(17.01%) y 12.47% de las secuencias no pudieron asignarse a ningun grupo taxonémico.
Las Proteobacteria disminuyen ligeramente en el suelo tratado con GTZ (13.16%), donde
las Actinobacteria disminuyen dramaticamente (9.5%), permaneciendo 8.9% de las
secuencias sin asignar. En el tiempo de muestreo final, las Proteobacteria representan

18.19% de la composicion rizobacteriana reflejada en las 1814 secuencias analizadas del
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suelo no tratado y las Actinobacteria aumentan hasta un 31.25%, con un 6.45% de
secuencias no asignadas. Estos valores fueron similares en el suelo tratado con glifosato
(20.43% Proteobacteria y 27.39% Actinobacteria) con 8.12% de secuencias no asignadas,
pero difieren marcadamente de los valores del suelo tratado con GTZ, donde
Proteobacteria representan 34.07% de la poblacion rizobacteriana y el porcentaje de
Actinobacteria desciende hasta 16.12% con un 5% de secuencias sin asignar. Estos
resultados son en lineas generales similares a los obtenidos cuando se secuencié el rADN

16S de tamafio completo de los tres suelos en el muestreo a tiempo final (ver 5. 2).
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Figura 2. Arboles taxonémicos resultantes de la pirosecuenciacion de la region V6 del
rADN 16S en cada suelo en el primer tiempo de extraccion (parte superior) y en el tiempo
de extraccion final (parte inferior). Los porcentajes relativos de Proteobacteria,
Actinobacteria y taxa no asignados se indican entre paréntesis. Eukariota indica rARN 16S
de cloroplastos. El tamafio de los circulos refleja la cantidad relativa de taxa asignados a

cada nodo particular.
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La composicion rizobacteriana general cambi6 en todos los suelos desde el primer
tiempo de muestreo al tiempo de muestreo final, lo que probablemente refleja los cambios
debidos al crecimiento de la planta, junto con una recuperacion gradual del tratamiento con
el herbicida, recuperacion que es aparentemente menos efectiva en el suelo tratado con

GTZ que en el suelo tratado con glifosato.

La comparacion del analisis a nivel de especie del arbol taxonémico generado para el
suelo sin tratar con los generados para los suelos tratados con glifosato o con GTZ revela
una composicion de Proteobacteria y Actinobacteria distinta en los diferentes suelos (Fig.3).
Asi, en las muestras recolectadas en el primer tiempo de muestreo, Alphaproteobacteria y
Deltaproteobacteria eran mas abundantes en el suelo no tratado que en el suelo tratado
con glifosato, mientras que Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria eran mas
abundantes en el suelo tratado con glifosato (Fig.3 parte superior). Actinobacteria eran
siempre mas prominentes en el suelo no tratado que en suelo tratado con herbicidas. En las
muestras recolectadas en el Ultimo tiempo de muestreo, Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria y Deltaproteobacteria parecen estar presentes en cantidades casi
iguales en el suelo no tratado y en el suelo tratado con glifosato, siendo
Gammaproteobacteria mas abundante en el suelo tratado con el herbicida (Fig.3 parte
inferior). Esta distribucion esta en marcado contraste con la que resulta de la comparacion
del suelo no tratado y el suelo tratado con GTZ, donde todos los tipos de Proteobacteria
son mas abundantes en el suelo tratado con el herbicida (Fig.3, parte inferior). Aunque la
distribucién de Actinobacteria parece similar en el suelo no tratado y en el suelo tratado con
glifosato, algunos taxa de Actinobacteria aparecen exclusivamente en el suelo no tratado.
La cantidad de Actinobacteria presente en el suelo no tratado supera considerablemente la
cantidad presente en el suelo tratado con GTZ y, de nuevo, varios taxa aparecen

exclusivamente representados en el suelo no tratado.

65



Suelo sin tratar - Suelo tratado con glifosato Suelo sin tratar - Suelo tratado con GTZ

Proteobacteria Actinobacteria Proteobacteria Actinobacteria
®irthrobacte:
= . - [ Ir—— " ”
g rspassa " #enmenreragos
3 1 F— Sttt e T T—
= Myntacymomss Mpestacieninige
E FRarhe e Siarthononaace L ER T
@ . Azincrmypcelaken
2 e’ T — M § - [
- et . f—
H L] e ] T —— ] srenasin @
-] #iicomaraspoaces
g Detspnnis | © Susitiaes pacoiss b Brvermeia wmu & B
E L] *— st
& B Datsgripachscmin | S g
R — Fhan P P Ratrotachraias
]
I o— PR
Suelo sin tratar — Suelo tratado con glifosato Suelo sin tratar — Suelo tratado con GTZ
Proteobacteria Actinobacteria Proteobacteria Actinobacteria
, @ Wyootacterum PO
Hyshanisrisiin [ To—
A':ex:l:luew.y-... hﬁ\:'.‘:—d\\')m. A
E . & @lecandicides P PR
&
o Acfinmycetales incmysiae
E FEsberiona ol . . OP8 U0 n0canl v .y SraToneradae L " . WOupudongcanda chid
W o
g : >
E * PO [ ] [ | ] L RER——
") Actnoacten [Cass) PR Aptiakaciers (i)
=
E ] Cetpmtsaaris
g |
= @ e T Y- Bercsas i Suscuhied by
& B g L e T P A——
| Y—

Figura 3. Andlisis a nivel de especie de los arboles taxonémicos generados comparando
suelo no tratado con suelos tratado con herbicidas. La parte superior muestra los resultados
obtenidos en el primer tiempo de muestreo y la parte inferior los resultados obtenidos en el
tiempo de muestreo final. Los colores en cada nodo reflejan la proporcion relativa de taxa
asignados a cada nodo. Los circulos rojos representan suelo no tratado, los circulos verdes,

suelo tratado con glifosato y los circulos azules, suelo tratado con GTZ.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos cuando la rigueza de especies se
determinoé utilizando los estimadores ACE y Chaol (Tabla 2), donde la reduccion en riqgueza
de especies en el suelo tratado con GTZ en el primer tiempo de muestreo parece mas

evidente y la recuperacion relativa parece alin mas pobre.
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Tabla 2. Estimaciones de riqueza de especies basadas en la similitud de unidades
taxondmicas operacionales (OTUs)

Distancia de agrupamiento
3% 5% 10%
Muestra N° sec. OTUs Ace Chao OTUs Ace Chaol OTUs Ace Chaol
Una semana después del tratamiento con glifosato
No tratado 3467 1802 3989.26 3656.6 O 1520 2941.87 2731.72 1074 1666.90 1610.07
Glifosato 5025 2100  4526.63 4060.62 1749 3126.25 2858.37 1201 1691.76 1666.03

GTzZ 3843 1291 2575.61 2168.75 999 474.38 1363.02 580 646.23 639.58
Estado final de crecimiento de la planta

No tratado 1814 1196 3897.21  3408.66 1048 2640.40 2314.12 817 1509.31 1319.69
Glifosato 1796 1116 3222.74 341791 943 2141.86 2213.58 692 1168.89 1234.65
GTzZ 1526 952 2521.66  2365.30 823 1809.24 1700.30 634 1078.15 1003.50

Las estimaciones de riqgueza de especies se determinaron usando el programa
DOTUR. Las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion del suelo no tratado se

compararon con las del suelo tratado con glifosato y el suelo tratado con GTZ.

Los analisis de rarefaccion de las distintas muestras para OTUs con diferencias que
no excedian el 3%, 5% o 10%, mostraron pendientes que indican la necesidad de muestreo
adicional para poder determinar toda la biodiversidad potencial de las comunidades
rizobacterianas, incluso cuando distancias relativamente grandes (5% o0 10%) se utilizan
para definir grupos de similitud. La figura 4 muestra las curvas de rarefaccion
correspondientes a las muestras de suelo no tratado en el primer tiempo de muestreo. Las

curvas del resto de muestras presentan pendientes similares (no mostrado).
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Figura 4. Analisis de rarefaccion de las muestras del suelo no tratado en el primer tiempo
del muestreo (una semana después de la adicion de glifosato). Se muestra la rarefaccion

para OTUS con disimilitudes que no exceden 3%, 5% o 10%.

5.5 Conclusiones

En conjunto los resultados obtenidos muestran claramente que los tratamientos con
herbicidas afectan a las comunidades bacterianas presentes en la rizosfera del maiz.
También indican con claridad que el glifosato es considerablemente menos agresivo que
GTZ en las condiciones experimentales utilizadas. Las enzimas EPSPS de la clase | de
plantas y bacterias son sensibles a glifosato (Funke et al., 2006; Funke et al., 2009), de
forma que la potencial presién selectiva temporalmente causada por la adicion del herbicida
puede provocar un descenso temporal en los niveles de algunas especies bacterianas;
niveles que pueden recobrarse cuando el herbicida resulta inactivado de forma natural. Asi,
al final del crecimiento de la planta, la comunidad de rizobacterias del maiz tolerante a
glifosato muestra una casi total recuperacion del efecto negativo que tuvo la adicion del
herbicida poco después de la emergencia de la planta, a juzgar por la comparacién con la
composicion rizobacteriana del maiz no tratado con ningldn herbicida. Este nivel de baja

agresividad del glifosato se ha descrito también para otras plantas ademas de maiz
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(Lupwayi et al., 2007; Mijangos et al., 2009) y seguramente es debido a su fuerte capacidad
de unién al suelo (mayor coeficiente de distribucién suelo/solucion que el de los
componentes activos presentes en GTZ), lo que determina un grado de penetrabilidad bajo
para el herbicida. La adicion de GTZ en preemergencia tiene un efecto negativo en la
composicion de Actinobacteria, efecto negativo que no parece corregirse en el tiempo final
de muestreo, donde la cantidad relativa de Proteobacteria aumenta como si se compensase
la reduccién de Actinobacteria. La reduccién de Actinobacteria puede ser relevante, ya que
el papel de los los actinomicetos como promotores del crecimiento de plantas y
antagonistas del crecimiento de hongos patégenos estd bien establecido (El-Tarabily and
Sivasithamparamb, 2006). Las alteraciones detectadas no significan necesariamente que la
capacidad del suelo agricola como tal haya disminuido, simplemente pueden reflejar que
debido a la presién ambiental ejercida por el herbicida, las comunidades bacterianas han
reaccionado dinamicamente y se han ajustado ellas mismas a la nueva situacion ambiental,
desarrolldndose de acuerdo a esa situacion en cada caso y, eventualmente compensando

las potenciales deficiencias.

Los resultados obtenidos muestran ademas que las tres aproximaciones
experimentales utilizadas: clonaje y secuenciacion de genes completos para el rARN 16S,
hibridacion de micromatrices de ADN de genoma completo y pirosecuenciacion masiva de
la region variable V6 del rARN 16S pueden, con diferentes grados de exactitud y coste,
permitir la deteccion de efectos medioambientales derivados del uso de herbicidas en
diferentes cultivares (Barriuso et al., 2010). De forma que estas técnicas pueden facilmente
formar parte de programas de monitorizacion (planes de seguimiento) para determinar el
riesgo medioambiental asociado al cultivo extensivo de plantas tolerantes a herbicidas y

otras plantas transformadas genéticamente durante periodos de tiempo prolongados.

Debido a la naturaleza de los resultados obtenidos, se ha considerado necesario
extender los mismos a otras especies vegetales, transformadas genéticamente, tolerantes
al herbicida glifosato, asi como realizar estudios a largo plazo para evaluar posibles efectos
acumulativos en las comunidades de rizobacterias por exposicidn a éste u otros herbicidas.
Algunos de estos estudios estan siendo actualmente realizados dentro de la Encomienda
de Gestion CNB-CSIC, financiada por el Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y
Marino (MARM).
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6. CONCLUSIONES DE LOS PLANES

Los resultados de estos estudios realizados bajo los planes de seguimiento del maiz
Bt resistente a insectos lepidépteros y promovidos por el Ministerio de Medio Ambiente, y
Medio Rural y Marino (MARM), y una vez transcurridos doce afios desde el inicio de su
cultivo comercial en Espafia, indican que no se han detectado efectos negativos sobre los
artrépodos no diana ni sobre los microorganismos del suelo. Tampoco se ha evidenciado

un incremento en el nivel de resistencia del taladro del maiz a la toxina Bt.

Por lo que respecta a los estudios realizados hasta el momento con el maiz tolerante
a glifosato, los resultados muestran con claridad que los herbicidas afectan a las
comunidades bacterianas presentes en la rizosfera del maiz y que el glifosato es

considerablemente menos agresivo que los herbicidas con los que se compard.

Los resultados alcanzados, financiados en su totalidad o en parte por el MARM, han
dado lugar a 31 publicaciones cientificas, 2 capitulos en libros, 5 articulos de divulgacion, 3
tesis doctorales, 25 presentaciones en congresos nacionales e internacionales y 33

ponencias invitadas, asi como apoyo técnico en la evaluacion de riesgo de los OMG.
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