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Es coneixen com a plantes transgeniques aquelles a les quals se’ls ha modificat el
genoma mitjancant I'enginyeria geneética, ja sigui per introduir gens nous o per
canviar la funcié d’'un gen propi. Aquesta modificacio es pot produir per diversos
metodes, entre els quals destaquen el metode biolistic o la transferencia genica

horitzontal, a través d'Agrobacterium tumefaciens, portador del gen seleccionat.

L'objectiu pel qual es creen aquestes plantes és el de conferir una série
d’avantatges, com la millora en el seu contingut nutritiu, I'allargament del seu
periode d’'emmagatzematge o la resistencia a plagues, a herbicides, a malalties o
la tolerancia a estressos com la sequera, la salinitat o la falta de nitrogen, entre

altres.

Encara que I'’ADN (Acid Desoxiribonucleic) d’altres espécies pot ser integrat
dins el genoma d’'una planta per processos naturals, habitualment ens referim a
plantes transgéniques com aquelles que han estat creades al laboratori. Les
varietats creades per millora classica a través d’hibridacions forcades,
interespecifiques o intergéniques, amb la intenci6 de desenvolupar varietats
resistents a malalties també serien estrictament plantes transgéeniques, tot i que

no s’hi consideren per no ser creades mitjancant tecniques d’ADN recombinant.

El primer transgénic recombinant aprovat per a la seva comercialitzacio als
Estats Units, el 1994, fou la tomata Flavr Savr™ (Redenbaugh et al., 1994), la
gual estava millorada per alentir el seu procés de maduracio, i per tant, allargar
el seu periode demmagatzematge. En realitat pero, la primera planta transgénica
creada per cientifics de la que se’n té constancia fou un hibrid entre blat i ségol,
generat el 1875 per Wilson (Wilson, 1875).

Avui dia practicament totes les especies vegetals d’interes es poden
transformar i algunes estan comercialitzades, entre les quals destaquen la soja,

el blat de moro, el coté o la colza, per la seva importancia a nivell mundial.

El blat de moro (Zea mays L.) és una planta anual de la familia de les

graminies, de metabolisme C4, amb una alta taxa fotosintética i per tant, molt
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productiva. Es tracta d'una planta amb un ampli sistema radicular fibros,
d’aproximadament 1,5 o 2 metres de profunditat segons la varietat. Es monoica,
és a dir, que produeix flors unisexuals separades dins del mateix peu. Les
masculines apareixen a la part superior de la planta, formades per uns plomalls
que durant el periode de reproduccié donen lloc a les anteres, que dispersen el
pol-len anemofilament; la femenina es troba a la part mitja de la planta,
concretament a l'axil-la d’'una de les fulles, essent I'alcada d’aquesta un caracter
varietal. Aquesta inflorescencia donara lloc a la panotxa, des d’on surten els estils
que a la punta es bifurquen en dos estigmes. Els estils son filiformes d’'uns 20 cm
de llarg, els estigmes son bifids de 3 cm de llarg. Aquests estils reben el nom de
sedes, i actuen com a receptores de pol-len. En ser pol-linitzada cadascuna
d’aquestes sedes, donara lloc a la maduracié d’'un gra individual de la panotxa. La
panotxa esta recoberta d'unes bractees molt gruixudes que dificulten la
disseminaciéo del blat de moro, per la qual cosa es tracta d'una espécie

intimament lligada a I'activitat humana (Kiesselbach, 1999).

L'origen del blat de moro és confus, pero la majoria de cientifics I'associen
a la domesticacio del seu parent silvestre, el teosinte del mateix génere Zea,
d’origen mexica (Eubanks, 2001). Es considera que el blat de moro fou una de
les primeres plantes cultivades, fa entre 7000 i 10000 anys. L'evidéncia més
antiga del blat de moro com a aliment huma prové dalguns jaciments
arqueologics de Mexic, on es trobaren panotxes de blat de moro estimades en
més de 5000 anys d’antiguitat (Wilkes, 1979; Wilkes, 1985).

Des de mitjans del segle passat, el procés d’obtencié de noves varietats de
blat de moro per al cultiu es fa mitjancant els hibrids obtinguts a través del
creuament de dues linies pures (Figura 1). Per obtenir les linies pures de blat de
moro es requereixen diverses generacions d’autofecundacio, al llarg de les quals
el blat de moro es va empobrint i debilitant, generant plantes petites, amb poc
rendiment productiu del gra; pero quan es creuen dues linies pures es recupera

amb escreix el vigor en la llavor resultant, i s'incrementa notablement la collita de
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les plantes generades a partir d’aquestes llavors. Aquest fenomen es coneix com
a vigor hibrid, i es dona com a consequeéencia de la interaccio entre grups de gens
de les dues linies pures creuades. Aixi, I'expressié de gens perjudicials d'una de
les linies pures és reprimida per altres caracters més beneficiosos de laltre
parental creuat. Aquest fenomen es coneix com a heterosi i s’ha explotat per al
desenvolupament de varietats hibrides actuals, molt utilitzades pels agricultors.
Les principals caracteristiques del blat de moro hibrid s6n una gran uniformitat
d’aspecte; el vigor, que el fa competitiu contra les males herbes i un alt

rendiment de collita (http://knowledgebank.cimmyt.org).

X

Parental Masculi Parental Femeni
l (sense anteres)

O

Llavor hibrida (obtinguda del
parental femeni)

Figura 1. Procés d'obtencio de blat de moro hibrid. (1/-lustracio: M. Palaudelmas)

Gracies a aquest procés de creacié de noves varietats hibrides, el blat de
moro €s, juntament amb I'arros i el blat, un dels cereals més importants del mén
guant a produccio, i ocupa la primera posicié pel que fa a rendiment en gra per
hectarea (ha). L'any 2008 es conrearen 158 milions d’ha a tot el mén
(http://faostat.fao.orq).




http://faostat.fao.org/
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Actualment, les diferents varietats de blat de moro, siguin transgeniques o
convencionals, es classifiqguen en funcio de la seva precocitat, és a dir, dels dies
gue passen entre la germinacid i maduresa fisiologica a la zona anomenada com
a cinturd del blat de moro, als Estats Units d’América (EUA) (Figura 2). Aquesta
classificacio va ser establerta el 1952 per I'Organitzaci6 pels Aliments i
I'Agricultura (FAO) en cicles, que van del 100 al 1000. A les zones productores
del nostres pais se sembren principalment cicles 500, 600 i 700. Normalment els
avantatges dels cicles llargs son un major rendiment productiu mentre que els
cicles curts proporcionen un avancament de la recol-leccio, estalvi en el procés
d’assecat, menors riscos de caiguda de plantes i panotxes, menor incidéncia de
certs parasits i deixar el terreny lliure abans (Fernandez de Gorostiza et al.,
1990).

Dies entre germinacio i maduresa
Cicle FAO Denominacio fisiologica al cinturé del Blat de
Moro (EUA)

100 Ultraprecog < 80

200 Molt precocg 80 -90

300 Precog 90 - 100

400 Semiprecog¢ 100 — 105

500 Semiprecog 105 - 110

600 Cicle Mig 120 - 125

700 Semitardana 125 -130

800 Tardana 130 — 140

900 Molt Tardana 140 — 150

1000 Ultratardana > 155

Figura 2. Classificacio de varietats en funcio de la seva precocitat. (Fernandez de Gorostiza
et al., 1990).
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El blat de moro és una de les espécies amb una aplicaci6 més extensa de la
tecnologia transgenica. Concretament, el blat de moro transgénic es cultiva a
EUA des de 1996, i a Espanya des de 1998, i la superficie de conreu transgenic

creix cada any (Figura 3).

150
5 Soja
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90
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Figura 3. Grafiques amb l'evolucio del nombre d'hectarees transgéniques conreades a nivell mundial

al llarg dels anys pels principals cultius. (James, 2008)

A nivell mundial, el 24% dels 158 milions d’hectarees de blat de moro
sembrat el 2008 fou transgenic (James, 2008). A Espanya, es conrearen 363 mil
ha de blat de moro durant I'any 2008 (Ministeri de Medi Ambient i Medi Rural i

Mari, www.marm.es), de les quals gairebé un 22% foren GM (Geneticament

Modificades). En el mateix periode, a Catalunya aquesta proporcié augmenta fins
arribar al 87,95% de superficie de blat de moro modificat genéticament segons
dades provisionals facilitades pel Ministeri de Medi Ambient i Medi Rural i Mari del

govern espanyol a la seva pagina web (www.marm.es), o al 48% segons dades

també provisionals del Departament d’Agricultura, Alimentacio i Accioé Rural de la

Generalitat de Catalunya (www.gencat.cat).

L'Unic event de blat de moro transgenic autoritzat per al cultiu a la Unio
Europea (UE) és el Mon 810. Aquest event confereix resistencia a certes especies
de lepidopters, entre les quals es troben Sesamia nonagrioides (Lefébvre) i

Ostrinia nubilalis (Hibner) (Figura 4), conegudes com a barrinadors europeus de



http://www.marm.es/

http://www.marm.es/

http://www20.gencat.cat/portal/site/DAR/menuitem.eeeb8984508dc53053b88e10b031e1a0/?vgnextoid=f17cd246401e3110VgnVCM1000000b131e0aRCRD&vgnextchannel=f17cd246401e3110VgnVCM1000000b131e0aRCRD&vgnextfmt=default
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blat de moro. En la seva etapa d'oruga, aquests lepidopters s'alimenten de la
medul-la de la canya, disminuint la capacitat de produccio de les plantes i fent-
les molt sensibles al tombament per pluja o vent, amb pérdues de la collita que
s'agreugen si I'atac es produeix en les fases primerenques de desenvolupament
de la planta, i amb deteriorament de collita si I'atac s’efectua a panotxes, ja que

augmenta el nivell de micotoxines a la produccio.

Les micotoxines s6n metabolits secundaris produits per certs fongs presents
a aliments pel consum huma i dels animals, com ara farratge, cereals, fruits secs,
cafe, cervesa, mongetes, tomaquets, carn, llet i ous. Les especies de fongs
toxicogénics més importants pertanyen a tres generes: Aspergillus, Penicillium i
Fusarium, i les micotoxines més conegudes son les aflatoxines, I'ocratoxina, la
patulina, la fumonisina, els tricotecens i la zerealona. En el cas del blat de moro,
les més frequents sén fumonisines i aflatoxines, produides per diverses espécies
del génere Fusarium i Aspergillus, respectivament. Des del punt de vista sanitari,
resulta més important la possible toxicitat cronica que l'aguda, ja que poden
provocar efectes toxics i carcinogens en humans i animals. No es poden eliminar
completament perdo si mantenir-les a uns nivells minims en els aliments i els
pinsos per tal que I'exposicio de la poblacié a través dels aliments no suposi un
risc (Wu, 2006). Diversos estudis mostren que el blat de moro transgenic
resistent a barrinador (Bt) conté uns nivells de micotoxines significativament
inferiors al panis convencional (Bakan et al., 2002; Kershen, 2006; Papst et al.,
2005; Wu, 2006). Aquest fet es deu basicament a la reduccid, en el cas de les
varietats transgeniques, de ferides causades pel barrinador. Aquestes ferides,
molt més abundants en el cas de varietats convencionals, son la principal via
d'entrada de fongs a la planta, deixant una collita molt més vulnerable a

malalties i susceptible de desenvolupar nivells més alts de micotoxines.

La resistencia al barrinador europeu és adquirida per part de la planta de
blat de moro Mon 810 gracies a la incorporacid, pel metode biolistic, del gen de
la proteina Cry | Ab, de Bacillus thuringensis (Bt). Aquesta proteina s’'uneix als

receptors especifics del sistema digestiu del barrinador al ingerir aquest una
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planta transgénica, provocant-li la lisis de les cel.lules de la paret de lintesti i
finalment la mort. Aixi pero, aquesta proteina és innocua per mamifers i per la

resta d’'insectes, ja que no tenen aquests receptors.

Figura 4. Fase larvaria (dalt) i fase adulta (baix) d’Ostrinia nubilalis (esquerre) i Sesamia

nonagrioides (dreta). Es mostren femella (esquerre) i mascle (dreta) d’Ostrinia nubilalis.
(Fotos: INRA)

La linia de blat de moro Mon 810 es va desenvolupar utilitzant el plasmidi
PV-ZMBKOQ7 (Figura 5) i teixit embriogénic de blat de moro. Aquest plasmidi conté
la sequiéncia del gen cry /I Ab, que codifica per la proteina Cry | Ab, amb activitat
insecticida. La sequencia codificant de Cry | Ab, procedent de Bacillus
thuringiensis subsp. HD-1 (Fischhoff et al., 1987), va ser modificada per
optimitzar els nivells d’expressio de la proteina Cry | Ab en planta. EI promotor
35S millorat, procedent del virus del mosaic de la coliflor (CaMV) (Kay et al.,
1987; Odell et al., 1985) i I'intré del blat de moro Hsp70 (Rochester et al., 1986)
regulen I'expressio de la sequéncia codificant de Cry | Ab. La regi6é no traduida 3’
del gen de la nopalina sintasa (NOS), aillada del plasmid Ti d’Agrobacterium
tumefaciens, acaba la transcripcié i dirigeix la poliadenilacié de 'ARN missatger
(ARNm) (Fraley et al., 1983). El plasmid també conté la seqiiéncia codificant de
la neomicina fosfotransferasa (npt//) (Beck et al., 1982), que codifica un
marcador bacteria de seleccio, utilitzat per identificar les cél-lules de blat de moro
transformades, durant el procés de desenvolupament. La sequiéencia codificant de

nptll no es va integrar durant la transformacio, i per tant, aquest event no té cap
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gen de resistencia a antibiotic. Es va comprovar que la sequencia codificant de
cry 1 Ab té una heréencia de tipus mendelia, i es transmet a través del pol-len, fet

gue demostra la seva integraci6 estable en '’ADN del nucli.

MNcol 1609

Figura 5. Plasmid utilitzat per produir 'event de transformacio Mon 810

(Font: Monsanto, 2006)

Les varietats transgéniques comercials son totes hibrides. El transgén no
s'incorpora directament a aquest hibrid siné que s’introdueix a un dels parentals,

mitjancant un programa de retrocreuaments amb la varietat portadora del

transgén (Figura 6).

0;0 0
010 ==

() Varietat portackra
dal ransgen GH
() Parental da Mibrid
(O Perental de hibwid 0 Procks i
() Hbrid comvenciona i de Mhibrid

() torid raneginic

Figura 6. Procés d’obtencio d'hibrids convencionals i transgéenics d’interés comercial.

(Font: M. Palaudelmas)
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Totes les varietats cultivades actualment a Europa sén portadores de I'event
de transformacié Mon 810, propietat de Monsanto, que es distribueix a les
diferents empreses productores de llavor incorporat a una varietat de blat de
moro d'escas valor agronomic. Es aixi com moltes empreses productores de
llavors tenen unes varietats transgéniques propies, i les seves varietats
“isogéniques” convencionals corresponents, que no son geneticament identiques
perd tenen un comportament molt similar en el camp, perque el parental
transgenic és molt similar al parental convencional. Respecte a aquesta
comparativa entre varietats transgéniques i isogeniques convencionals, a I'estudi
realitzat per Coll et al. (2008), es demostra, mitjancant un estudi dels patrons
d’expressié de diversos gens per la técnica de microarrays, que les diferéncies
entre una varietat transgenica i la isogenica corresponent s6n menors que
aquelles existents entre dues varietats convencionals o entre dues varietats

transgeniques.

A partir de l'augment considerable de la superficie de cultius transgenics
d’aquests Ultims deu anys sorgi el concepte de coexisténcia, que és el dret que
tenen els agricultors de poder escollir entre la produccio de cultius convencionals,
ecologics o modificats geneticament (transgenics), sempre que compleixin amb

les obligacions legals que marquen les normatives sobre etiquetatge i tracabilitat.

Diverses normatives europees (Commission Regulation (EC) No0.49/2000,
2000; Commission Regulation (EC) No0.50/2000, 2000; Commission Regulation
(EC) 1829/2003, 2003; Commission Regulation (EC) 1830/2003, 2003) obliguen a
etiquetar els productes que contenen més dun 0,9 % de transgeénic,
percentatge maxim considerat com a preséncia adventicia d'OGM (Organismes
Genéticament Modificats). Tot i aix0, el Parlament Europeu transmet a cada pais
la responsabilitat de crear una normativa basada en resultats cientifics, que
regeixi el cultiu daquestes varietats (EU Recomendation 2003/556/CE). A

Espanya, aquesta normativa encara no existeix.
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1. Introduccié

Son diversos els factors que poden intervenir en la preséncia adventicia de
transgenic en una collita de blat de moro convencional, entre els quals destaquen
la impuresa de la llavor amb qué se sembra, la maquinaria i les practiques de
sembra utilitzades, la pol-linitzaci6 creuada entre camps transgenics i
convencionals, els renadius o la barreja del producte durant el procés de collita,

transport i emmagatzematge.

De tots aquests factors, el que ha estat més extensament estudiat, per ser
també el menys controlable, és la pol-linitzacié creuada. Com ja hem dit, el blat
de moro presenta pol-linitzacid anemofila, i per tant el seu pol-len presenta certa
dispersié, podent donar lloc a pol-linitzacions creuades. Son nombrosos els
assajos de camp dissenyats amb I'objectiu d’estudiar aquesta pol-linitzacié
creuada (Brookes i Barfoot, 2004; Devos et al., 2005; Emberlin et al., 1999; Treu
i Emberlin, 2000). Tots ells mostren que tot i que el pol-len de blat de moro és
gran i pesat, pot arribar a viatjar llargues distancies en condicions
climatologiques favorables, per tant, un cert grau de flux genic és inevitable.
Aquest flux génic entre camps pot ser més o menys abundant en funcié de la
viabilitat del pol-len, la coincidéncia de la floracié entre camps i la concentracié
relativa de pol-len en els camps donador i receptor. Molts estudis proposen I'is
de distancies de seguretat per tal de minimitzar aquesta dispersiéo genica
(Bannert, 2006; Bénétrix i Bloc, 2003; Brookes et al., 2004; Della Porta et al.,
2006; Henry et al., 2003; Ma et al., 2004; Melé et al., 2004; Ortega Molina,
2006; Pla et al., 2006; Sanvido et al., 2005; Weber et al., 2007), pero pocs son
els que hagin proposat altres parametres per disminuir aquest flux. Tampoc sén

frequents els estudis en condicions reals de coexistencia.

Donada aquesta panoramica, la idea d’aquesta tesi és presentar els treballs
fets per l'equip en relacio amb el flux genic, realitzats per tal d’estudiar els
principals parametres que poden influir, tant en camps d'assaig com en
situacions reals, en la pol-linitzacié creuada. Alguns dels factors estudiats son la

coincidencia de floracio, la distancia entre els camps transgenic i convencional i la
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mida dels mateixos, la preséncia de barreres fisiques o els renadius. Per aixo0, es
presenten dos estudis previs, on d’'una banda s’estableix i es valida el métode
d’analisi més fiable per quantificar la preséncia de transgénic en un camp,
realitzant un estudi comparatiu entre la quantificacié de transgenic relacionada
amb el nombre de grans de blat de moro o bé amb la massa dels mateixos. Aixi
mateix, aquest estudi també representa les corbes de distribucio del flux de gens
transgenics sobre camps convencionals, i estudia la importancia de les barreres
fisiques en la distribuci6 daquest flux (Pla et al., 2006). ElI segon article
introductori déna una visio de la distribucid del flux génic en condicions reals de
camp i en dues zones climaticament diferenciades del nostre pais, com sén Lleida
i el prelitoral de Girona. Aquest estudi destaca la coincidencia en la floracio i la
distancia com a factors basics per a la regulacio del flux i, mitjancant aquests dos
parametres, estableix un index predictiu per saber, abans de la collita, quins
camps estan més exposats al flux. A més, permet descobrir la importancia
d’altres factors diferents que també contribueixen en el flux genic (Messeguer et
al., 2006).

A partir d'aquests dos articles introductoris en la problematica de la
coexistencia es comencen a tractar punt per punt els factors que influeixen més
en el flux génic. Aixi, al tercer article (Palaudelmas et al., 2008) s’incideix sobre la
importancia de la coincidencia de floracié en la pol-linitzacié creuada i s’estudien
les diferéncies en el flux genic correlacionant-les amb la integral térmica
acumulada per cada varietat per arribar a florir. Aixi mateix, s’estudia la
interaccié entre el decalatge de la floracié i la distancia respecte a la font
donadora de pol-len. Per altim, es valora el decalatge en les dates de sembra

com a estratégia a incloure en futures normatives de coexisténcia.

El quart article (Palaudelmas et al., 2009) estudia la importancia d’'un
fenomen forca frequent en les nostres condicions climatiques, com son els
renadius, és a dir, aquelles plantes que germinen en un camp procedents de la

llavor caiguda fortuitament durant la collita de I'any anterior. Poden provenir d’'un
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sol gra aillat, i donar lloc a una sola planta; o bé d’'una panotxa o un grup de
grans que, degut a la manca d’espai entre ells, donaran lloc a plantes petites i
amb floracions alterades, tot i que poden arribar a emetre pol-len. Si un camp
fou sembrat un any amb una varietat transgénica i a I'any segient amb una de

convencional, els renadius actuaran com a focus emissor de pol-len transgénic.

Per ultim, es presenta un estudi que esta pendent de publicacio, que pretén
mostrar la influencia de la mida del camp donador, del camp transgenic, sobre el
contingut de transgenic trobat en un camp convencional, i al mateix temps
estudiar com variaria el contingut de transgénic en el camp receptor en funcié de
la seva area. Aquest estudi s’ha realitzat combinant quatre varietats
transgéniques diferents i utilitzant microsatél-lits o SSR (Simple Sequence
Repeats) com a eina d’identificacio per a determinar I'origen del pol-len trobat i

aixi quantificar I'aportacio relativa de cada camp sobre el camp d’assaig.

Els microsatél-lits sén segments curts d’ADN que es troben normalment a
regions no codificants del genoma i tenen una sequencia de dos o tres bases
nitrogenades que es repeteixen successivament. Varen ser descrits per primer
cop per Hamada et al. (1982). Aquesta sequéencia es pot trobar repetida un
nombre variable de vegades en cada copia del genoma, i en general, el grau de
polimorfisme augmenta amb la longitud total del microsatel-lit (Weber, 1990). El
primer Us dels microsatel-lits com a marcadors va ser en humans, per tal de
detectar polimorfismes que podrien influir en alteracions genétiques hereditaries
(Weber i May, 1989). Posteriorment, els microsatél-lits s’han utilitzat en diversos
tipus d’estudi. En plantes, s’han aplicat a la construccié de mapes geneétics (Chen
et al., 1997; Roder et al., 1998) i a la identificaci6 varietal (Rongwen et al.,
1995), particularment en espécies amb baixos nivells de polimorfisme. També
s’han utilitzat en avaluacié de puresa hibrida, estudis de diversitat i analisis de
QTLs (Quantitative Trait Loci), entre altres aplicacions. Els microsatel-lits son
marcadors codominants i altament reproduibles (Hamada et al., 1982). Aixi, en

organismes diploides, com el blat de moro, cada planta individual tindra dues
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copies de qualsevol microsatel-lit. Si per exemple, un parental té 83 i 102 (A)
repeticions per cadascuna de les copies del genoma, i I'altre en té 96 i 102 (B), la
descendéncia podra tenir diverses combinacions: 83 i 96 (C); 83 i 102 (D);
homozigot per 102 (E); o bé 96 i 102 (F) (Figura 7). A I'estudiar la descendencia
d’'una llista de pares candidats es pot arribar a coneixer quins son els progenitors

de cada planta.

831 102

A
96 1102

B

- 83, 9 ‘
C

83 | 102

D
102

E
F ) 96 102

Figura 7: Imatge dels resultats de I'amplificacio de SSR de diverses mostres per electroforesi
capil-lar mitjangant el seqiienciador Abi Prism 3130 xI DNA Analyzer (Applied Biosystems). A 1 B
corresponen a dos parentals i C, D, E i F son els possibles genotips dels descendents que

s'obtindrien. (Font: M. Palaudelmas)

Amb tots aquests estudis pretenem mostrar un compendi de factors
responsables del flux genic en blat de moro que influeixen, en major o menor
mesura, en el contingut final de transgénic dins d'un camp convencional;

avaluant la seva incidéncia en el flux génic i quantificant la contribucio relativa de
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cadascun en la preséncia adventicia de transgenic deguda a la pol-linitzacié

creuada.
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OBJECTIUS

L'objectiu general d’aquesta tesi és estudiar els parametres que influeixen en el
flux genic entre camps transgenics i convencionals de blat de moro, per aixo,
s'inclouen uns estudis preliminars I'objectiu dels quals son els seguents:
- Avaluar la fiabilitat de les tecniques d'analisi del contingut de
transgenic.
- L'establiment de la distancia minima entre cultius per respectar el
llindar d'etiquetatge fixat pel Parlament Europeu de presencia

adventicia de transgénic en un camp convencional.

Més concretament, els objectius centrals d’'aquesta tesi es desglossen en els
seguents punts:
- Detectar els factors més influents en la determinacio del flux génic de
blat de moro.
- Estudiar en profunditat la coincidencia de la floraci6 com a factor
determinant del flux genic entre conreus transgénics i convencionals.
- Avaluar la importancia dels renadius en el flux génic.
- Determinar la importancia de la mida del camp transgenic en flux
genic.
- Avaluar la importancia de la mida del camp convencional en la

determinacio del flux géenic en aquell camp.
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a) Factor d’impacte de les publicacions

Titol de la Tesi: Flux de gens entre blat de moro transgenic i convencional.
Autor: Montserrat Palaudelmas i Carles

Directors: Dr. Enric Melé i Dra. Joaquima Messeguer

La memoria de tesi doctoral presentada per Montserrat Palaudelmas i
Carles titulada “Flux de gens entre blat de moro transgénic i convencional”
ha estat dirigida conjuntament pel Dr. Enric Melé i la Dra. Joaquima
Messeguer, ambdds del Departament de Genética Vegetal del Centre de
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designats pels editors. A continuacio es detalla I'index d'impacte de les
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Publicaci6 4
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El compendi de publicacions mostrat en aquesta tesi déna una visié de
conjunt de la problematica del flux génic en blat de moro com un factor basic i
dificil de controlar per a la regulacié de la coexisténcia. Aquest recull de
publicacions mostra l'estudi realitzat per cadascuna de les variables que
influeixen en el flux génic, com son la distancia, la coincidéncia de la floracid,
els renadius o la mida relativa dels camps donador i receptor; i els situa en el

seu ordre d'importancia.

Per a la realitzacio de tres dels estudis presentats (Messeguer et al., 2006;
Palaudelmas et al., 2008; Palaudelmas et al., 2009) s’ha aprofitat I'efecte xenia
qgue mostra el blat de moro al sembrar varietats amb caracteristiques diferents,
com és el color del gra. Aixi, si es té en compte que el color de gra groc és un
caracter dominant que es presenta en homozigosi en les varietats comercials,
perd que el caracter transgenic es presenta en hemizigosi, tot el pol‘len produit
per aquestes plantes sera groc perd només la meitat sera transgenic. Aquesta
proporcid s’ha comprovat en tots els casos mitjancant metodes moleculars,
obtenint correlacions molt altes i aconseguint aixi la validacidé del métode
fenotipic per a l'estudi del flux genic. Cal afegir que aquest métode ha estat
utilitzat per diversos autors per tal de realitzar el mateix tipus de comprovacions
(Bannert et al., 2008; Della Porta et al., 2008; Halsey et al., 2005; Ma et al.,
2004).

A més, també ha calgut validar el métode molecular, ja que existeix certa
controversia en el protocol de quantificacié a seguir en les analisis per PCR. Es
per aixo que es va correlacionar el valor obtingut per cada mostra per metodes
moleculars amb el pes del gra analitzat i amb el nombre de grans analitzats (Pla
et al., 2006). Els resultats foren clarament millors per la correlacid amb el
nombre de grans que amb el pes. Aquest fet pot ser degut a les diferencies
entre varietats, ja que els grans grocs, més vitris, eren sistematicament més
pesats. A més, també cal tenir en compte que els grans de la part alta de la

panotxa solen ser més petits que aquells que es troben a la part baixa, sempre
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més plens i pesats perd amb una quantitat de material genétic molt semblant,
ja que el nombre de cél'lules que contenen uns i altres és molt similar i I'dnic
procés que han patit els grans de la part baixa de la panotxa és un augment del

volum d’amiloplasts i organuls de reserva (Kiesselbach, 1999).

Un altre aspecte que calgué estudiar fou I'assignacié d'un valor de
transgenic per al global del camp. Les analisis per PCR es realitzen a partir d'un
gram de farina de blat de moro, i donen un valor puntual de percentatge de GM
per aquella mostra concreta. A partir d'aquest valor és molt dificil fer una
extrapolacié al valor global de contingut de transgenic en un camp, ja que és
conegut que el flux genic s'acumula a les vores (veure taula 1 i figura 3 de
I'article Pla et al. (2006), la figura 2 de l'article Messeguer et al. (2006), taula 3
de Palaudelmas et al. (2008) o diversos autors com Bannert (2006); Bénétrix i
Bloc (2003); Brookes et al. (2004); Della Porta et al. (2008); Henry et al.
(2003); Ma et al. (2004); Melé et al. (2005); Ortega Molina (2006); Sanvido et
al. (2005); Weber et al. (2007) i per tant, pot donar resultats molt diferents
segons el punt don s'extregui la mostra per realitzar I'analisi. A més la
variabilitat entre panotxes també és molt gran. Es per aixd que el sistema
utilitzat en els nostres mostrejos consisteix sempre a recollir tres panotxes a
cada punt, que es trituren juntes i esdevenen una Unica mostra. A partir d'un
mostreig realitzat en 8 punts diferents repartits pel perimetre del camp a 0, 3 i
10 metres per cada punt, i 4 punts a linterior del camp, es creen unes
subzones del camp a les quals se’ls assigna un percentatge de transgenic que
es correspon amb el promig dels quatre punts de mostreig que conformen les
cantonades d'aquesta subarea. D’aquesta manera es dilueix encara més la
variabilitat deguda a les panotxes ja que es tenen en compte els resultats de 4
analitiques independents procedents de 12 panotxes d’aquella zona. A partir de
la mitjana del contingut de GM assignat a cadascuna d’aquestes subzones
ponderada per l'area relativa que ocupen respecte al total del camp, s'assigna

un contingut global de transgenic al camp.
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Una vegada fets tots aquests aclariments previs, ens podem endinsar en

I'analisi dels factors que intervenen en el flux genic pel seu ordre dimportancia.

El primer factor i més destacable de tots, és la coincidéncia de floracid, ja
que si un camp convencional és a tocar d’'un de transgenic pero la dispersio de
pol-len d'un i la receptivitat de les sedes de I'altre no sdn simultanies, el flux de
gens sera inexistent (Bassetti i Westgate, 1994; Uribelarrea et al., 2002;
Westgate et al., 2003). Aquest aspecte queda clarament demostrat a |‘article
Palaudelmas et al. (2008), on es veu que 20 dies de decalatge de floracid
repercuteixen en un 0.05% de contingut GM en una parcel’la convencional
situada a tocar de la font d’emissid de pol-len transgénic. Amb només 7 dies de
decalatge, el flux ja es manté a 0.26%, molt per sota del llindar del 0.9% de
GM gue marca la normativa europea com a preséncia adventicia maxima en un
camp convencional, sempre tenint en compte que es tracta de parcelles a
tocar de la font de transgéenic, molt petites, on I'efecte de la proteccié del camp
convencional per I'emissié d’'un navol de pol‘len propi queda esmorteit per la
poca profunditat de la parcel‘la. Com que I'acumulacié del flux genic a les vores
del camp és un fenomen conegut i abastament estudiat (Bannert, 2006;
Bénétrix i Bloc, 2003; Brookes et al., 2004; Della Porta et al., 2006; Henry et
al., 2003; Ma et al., 2004; Melé et al., 2005; Ortega Molina, 2006; Pla et al.,
2006; Sanvido et al., 2005; Weber et al., 2007), cal destacar que en aquest
assaig experimental es maximitza “|'efecte vora”, ja que les parcel‘les tenien
només sis metres de profunditat, i en la majoria dels casos, es trobaven
envoltades de transgénic per ambdds costats. Aixi doncs, els valors de
fertilitzacid creuada que es trobaren eren molt superior als que s’acostumen a
detectar en parcel‘les comercials, ja que no hi havia una part interna del camp

que compensés aquesta acumulacié de transgenic als limits de la parcel-la.
D'altra banda, com que aquests estudis es realitzaren en un camp

d'assaig, en condicions controlades i sense cap tipus d'estrés que pogués

alterar la sincronia de la floracio, les dades obtingudes han de ser adaptades a
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les condicions reals de coexisténcia, en parcel'les d‘agricultor on diversos
factors com el reg desigual al llarg de la parcel‘la o la presencia de zones amb
alts continguts de sals en el camp podrien alterar aquesta gran coincidéncia de
floracid entre plantes. Aixi doncs, tot i que 7 dies es consideren suficients en
condicions controlades, creiem que 10 dies son el temps necessari de decalatge

de la floracio en condicions reals de coexistencia.

Curiosament, essent aquest el principal factor a tenir en compte per tal de
disminuir el flux genic, es tracta d'un recurs mai utilitzat fins ara en les
normatives de coexisténcia. Es un factor dificil de regular degut a la variabilitat
entre zones i varietats que presenta el blat de moro per arribar a florir. Aix0 es
deu al fet que el blat de moro requereix acumular certa temperatura per
madurar fisioldgicament. Aquesta acumulacié de temperatura es coneix com a
Integral Termica, i es mesura en “Growing Degree Units” (GDU), o Graus-Dia
(GD). Depenent del cicle FAO al que pertany una varietat requerira més o
menys GD, aixi les varietats de cicle 500 requereixen molts menys GD que les
de cicle 700. En certes zones del nostre pais perd, se sembren varietats de cicle
curt, menys productives, darrera d‘altres conreus primerencs per aprofitar al

maxim la temporada de cultiu.

El resultat d'aquesta combinacié de cicles pot ser, en certes ocasions, el
solapament de floracions de cultius sembrats en dates molt diferents. Aixi, si se
sembra un blat de moro de cicle 700 en epoca primerenca i un de cicle 500 cap
a finals de juny, podrien arribar a coincidir en la floracid. Aquest és un dels
motius pels quals aquest factor es fa dificil de regular ja que a més del
decalatge en les sembres caldra tenir en compte el cicle de les varietats

sembrades.
En aquest tercer article presentat també es comenta la deteccid de cert

“soroll de fons” a I'assaig. Al realitzar el primer recompte del nombre de grans

grocs en panotxes blanques es veieren alguns resultats no esperats, amb valors
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de flux superiors als que calia esperar en relacid a la coincidencia de floracid
amb les parcelles veines. Quan s’analitzaren aquestes mostres per QPCR, es
veié que els valors d'OGM detectats eren clarament inferiors al nombre de
grans grocs recomptats. Aix0 va ser degut a la interferencia de pol-len groc
procedent de dues parcel‘les veines, sembrades amb varietats convencionals de

gra groc.

El seglient factor per ordre d'importancia és la distancia. Aixi, a la figura 5
del tercer article de la tesi ja es veuen, a distancies molt curtes, diferéncies
significatives de percentatges de transgenic entre les mostres situades a 0.75
metres o a 3 metres. Aquest factor ha estat ampliament estudiat en diversos
assajos (Bénétrix i Bloc, 2003; Henry et al., 2003; Ma et al., 2004). El nostre
equip, a l'assaig presentat a l'article de Pla et al. (2006) va realitzar un estudi
exhaustiu de les corbes d’extincié de transgenic al llarg del camp receptor. Tant
en els estudis citats com en el nostre, els resultats mostren que 20 metres son
una distancia suficient per mantenir la preséncia adventicia de transgenics
deguda al flux genic per sota del 0.9% marcat com a llindar per les normatives
europees d'etiquetatge. Son diversos els paisos de la Unié Europea que han
apostat per regulacions de la coexistencia amb distancies de seguretat entre
conreus molt més elevades. Aixi trobem paisos com Alemanya que proposa 150
m de distancia; Eslovaquia, Portugal i Dinamarca que en proposen 200; o
Luxemburg que requereix 800 metres entre conreus convencionals i
transgenics. Aquestes distancies, que es mostren clarament excessives per a
controlar el flux génic, solen ser utilitzades per a compensar altres factors que
podrien tenir efecte sobre el contingut final de transgénic en un camp, com son
la barreja de llavor comercial a I'hora de la sembra, o la collita amb maquinaria
que contingui restes de gra transgenic, aixi com barreges en el procés
d'emmagatzematge; tot i aixd, aquests factors poden arribar a aportar uns
percentatges de transgenic elevats, que dificilment son compensats per llargues
distancies entre camps. El problema perd, és que amb aquestes distancies

s'aconsegueix una moratdria de facto, ja que és practicament impossible
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mantenir aquestes distancies entre camps, i per tant, s’elimina el conreu
transgenic en aquelles zones on les parcel'les sén relativament petites, com
I'estudiada al Pla de Foixa, amb finques d’entre 1 i 4 hectarees, amb un promig

de 2 hectarees per camp.

A partir dels dos factors explicats fins ara, la coincidéncia de floracid i la
distancia, es desenvolupa un Index Global (GI) (Messeguer et al., 2006) que
permet predir, amb prou bona fiabilitat, el contingut de GM que es trobara en
un camp convencional al final de la seva collita. Aquest GI es basa en el calcul
de les Pol'linitzacions Creuades Esperades (ECP) entre el camp convencional
d’estudi i tots els possibles camps transgenics donadors de pol‘len. Aixi, a més
de saber quins soén els camps que poden afectar la collita del camp no GM,
podem quantificar la seva contribuci® en aquest flux. Es a dir, que es pot
conéixer el grau de “responsabilitat” de cada vei transgenic en el contingut
global d'OGM d’un camp convencional. La correlacié entre el GI i el contingut de
GM detectat fou de R?=0.9499 per n=16, la qual cosa indica que el GI esdevé
un molt bon index per a mesurar el risc de superacié del llindar del 0.9% de GM

en un camp convencional.

Respecte a la importancia de les barreres fisiques, a la figura 3 de Pla et
al. (2006) es dedueix com el percentatge de GM a 0 metres en el camp A és
clarament inferior al del camp B, tenint en compte que el punt 0 del camp A és
a 10 metres del camp transgenic. Per tant, al comparar aquest punt amb el de
10 metres del camp B, que son els veritablement equivalents, trobem uns
valors de GM molt superiors en el cas de camp A, mostrant aixi la utilitat de les
barreres fisiques (plantes de blat de moro, en aquest cas) existents en el camp

B per evitar el flux genic.
Aquest efecte de les barreres fisiques, al ser estudiat en condicions reals a

I'article Messeguer et al. (2006), es demostra que en algunes ocasions (camps

D i J) serveix com a proteccid per les primeres files del camp, i en canvi el
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contingut de GM incrementa a les files una mica més internes. Aquest fenomen
es deu al fet que les particules en suspensid en l'aire, a lI'impactar amb una
barrera a tocar del camp convencional, no cauen justament darrera la barrera
sind uns metres més enlla, descrivint una parabola que els empeny uns metres
endins del camp (Viaud et al., 2008).

En l'estudi de condicions reals de coexisténcia, es consideren els 150
metres com a distancia maxima que pot tenir una influéncia pel flux genic, ja
que en els estudis on s’han realitzat analisis mitjancant QPCR (Messeguer et al.
2006), s’ha demostrat que les parcel‘les allunyades més de 150 metres de

qualsevol donador potencial donen valors per sota del nivell de deteccid.

L'altre parametre a tenir en compte, amb molta menys importancia que
els dos anteriors, és la forma i la mida dels camps, tant del donador com del
receptor (Ingram, 2000; Meier-Bethke i Schiemann, 2003; Novotny i Perdang,
2002). Aixi, el flux genic és clarament superior en camp receptors allargats i
amb poca profunditat que en camps de la mateixa mida perd forma més
rectangular; sobretot si esta orientat amb el costat llarg encarat a la font de
transgenic. En camps amb aquesta forma, com per exemple els camps I i E de
Messeguer et al. (2006), el GI sobrevalora el contingut de transgenic, ja que el
camp donador es troba al costat estret del convencional, i tot i que esta a tocar,
es troba molt lluny de la major part del camp receptor. Si dividim el camp llarg

en dos de més curts, el GI donara una idea molt més real del flux génic.

Quant a la mida del camp, a I'Ultim article presentat s’estudia la influencia
d’aquest parametre en el flux génic entre el camp transgenic i el convencional, i
es valora tant el tamany del camp donador com el del receptor. Aquest estudi
és molt novedds ja que utilitza la técnica dels microsatel'lits per detectar
I'origen del pollen que ha fecundat cada gra groc analitzat. Els SSR s’han

utilitzat molt per a la realitzacié de mapes genétics o per a identificacié varietal
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(Aranzana et al., 2003; Monforte et al., 2003) pero no hi ha treballs publicats

sobre aquesta tecnica aplicada per a la identificacié de I'origen del flux.

Mitjangant un particular disseny experimental que permet |'acoblament de
quatre camps de diverses mides sembrats amb varietats transgeniques
diferents i formant arees rectangulars creixents, s’ha estudiat |'efecte
acumulatiu de cadascuna d’aquestes varietats en el flux génic. Les correlacions
entre el logaritme de la mida del camp donador i el contingut final d'OGM per
cadascuna de les mides de camp receptor estudiades han resultat significatives

(95% de confianca) en tots els casos.

A partir d'aquest estudi es dedueix que caldria practicament multiplicar per
16 la mida del camp transgénic per arribar a duplicar la preséncia adventicia de
GM dins d'un camp convencional. Quant al camp receptor, una reduccié del
25% de la seva superficie provoca una duplicacié en el contingut de transgénic,

dins del rang de mides estudiats a I'assaig.

Aixi, amb tots els factors analitzats fins ara, i a partir de les publicacions
presentades en aquesta tesi, es podria fer una estima de quant hauria de variar
cadascun d’aquests factors per tal de duplicar el contingut de transgenic d'un
camp convencional. La distancia hauria de variar 1.41"! vegades, o el que és el
mateix, la inversa de V2, que és el nombre que sorgeix al calcular la nova
distancia necessaria entre el camp donador i el receptor al duplicar el contingut
de transgenic assignat per I'ECP (Pol‘linitzaci6 Creuada Esperada) publicat al
segon article d’aquesta tesi. L'ECP contempla l'invers del quadrat de la distancia
a la seva férmula (ECP= CF/DI%), essent CF la coincidéncia de la floracié i DI la
distancia entre els camps estudiats. Per tant, si dupliquem I'ECP i busquem la
nova distancia DI’, aquesta distancia sera 1/v2. El seglient factor més
important a I'hora de quantificar el flux seria la coincidencia de floracid, que
segons la mateixa formula de I'ECP és proporcional al contingut de transgenic, i

per tant, caldria doblar-la per tal de duplicar la presencia adventicia de
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transgenic en un camp convencional. Cal destacar que el fet que petites
variacions en la distancia tinguin un major impacte sobre el contingut global de
transgenic no significa que es tracti del factor més important ja que, tal i com
s’ha dit, si no hi ha coincidencia en la floracio, és irrellevant la distancia a la que

es trobin els camps.

Un altre factor que també pot ser quantificat és el camp receptor, que
com ja s’ha comentat anteriorment, a través de les correlacions obtingudes a
I"GItim article de la tesi s'aprecia que caldria reduir un 25% la seva superficie

per duplicar el flux génic; o el que és el mateix, hauria de variar 4* vegades.

L'dltim factor que es podria quantificar en xifres a partir dels articles
presentats en aquesta tesi és el camp donador. En aquest ultim article també
s'inclouen les correlacions experimentals que mostren la necessitat de
multiplicar per 16 la mida del camp transgénic per arribar a duplicar la
presencia adventicia de transgenic dins d'un camp convencional. Aixi doncs

aquest Ultim factor tindria un impacte molt baix.

Per Gltim, un factor que un cop estudiat s’ha demostrat que presenta una
importancia relativa molt baixa sén els renadius (Palaudelmas et al., 2009). Es
tracta d'un fenomen forca habitual en zones de clima temperat i en anys de
tardor seca i primavera plujosa, que no havia estat estudiat i calia, doncs,
quantificar la seva importancia en el flux génic. Les temporades en que la
tardor ha estat plujosa, els renadius germinen i moren posteriorment amb les
glagades d'hivern. Aix0 explicaria perqué es tracta d'un fenomen tan variable
entre anys, ja que esta estrictament lligat a la climatologia; i la seva abséencia

en zones fredes del centre i nord d’Europa.
A l'estudi presentat en aquesta tesi es mostra la variabilitat de renadius

entre camps. Son molts els factors que intervenen en aquesta diferéncia de

densitats. Els renadius son conseqiiencia de perdues de gra abans o durant la
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collita. Abans de la collita aquestes pérdues poden ser produides per danys
ocasionats a les plantes pel vent, fent caure les panotxes per sota del nivell de
collita de la maquinaria. Aquest factor esta relacionat amb la varietat de blat de
moro sembrada, la incidéncia dels barrinadors Sesamia nonagrioides i Ostrinia
nubilalis, i la freqliiéncia i intensitat del vent. Durant la collita, les pérdues
també depenen del tipus i de I'eficiencia de la maquinaria utilitzada per collitar.
A més, algunes collitadores descarten la part apical de la panotxa, no
desgranant-la i expulsant-la al sol. Si bé no sén importants per la produccié del
camp, aquests grans poden tenir, en molts casos, capacitat germinativa. Durant
la temporada segient, l'agricultor treballa el camp en una época o altra
depenent de la varietat a sembrar, de les condicions climatiques i de la
disponibilitat de la maquinaria, que sovint és de lloguer. Aixi, al treballar el
camp per una sembra tardana, s'eliminen la major part dels renadius, que ja
hauran germinat; mentre que si el camp es prepara per fer-hi una sembra

primerenca, els renadius s’hi desenvoluparan normalment.

La influencia dels renadius en el flux génic depen del nombre i vigor dels
exemplars trobats. En general, pero, els renadius mostren menys vigor que les
plantes de la temporada, no arribant a produir panotxa en la majoria dels casos
i desenvolupant una flor masculina molt pobre, pero productora d’un pol*len de
quantitats i viabilitat diverses entre els diferents tipus de renadius. Aquesta
perdua de vigor pot ser deguda a diversos factors com les dures condicions
ambientals que ha hagut de suportar la llavor durant I'hivern, la profunditat a la
que ha quedat enterrada la llavor o la manca d’espai en cas de les plantes
apinyades i els grups de renadius. El factor més important és, pero, la perdua
del vigor hibrid. La competéncia entre plantes germinades a poca distancia és
també un factor determinant a I'hora d‘arribar a floracid. Aixi, la probabilitat
d’arribar a produir pol‘len en un renadiu aillat és molt més alta que per un grup
de plantes apinyades. Altres factors que poden influir en el flux génic entre
renadius i plantes de la temporada son la distancia del plomall a les sedes

receptores; o la compatibilitat i la coincidencia en la floracid entre el renadiu i la
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planta a pol‘linitzar. A més, cal tenir en compte que els renadius provinent de
plantes transgéniques poden ser convencionals (25%), hemizigots (50%) o
homozigots (25%), per tant, la proporcié de pol-len transgenic que produiran

també sera diferent.

Generalment els renadius no es consideren un problema ja que els
agricultors solen treballar el camp per tal d'eliminar-los en els casos en qué
podrien arribar a ser potencialment perillosos, és a dir, quan representen

aproximadament un 10% del total de les plantes de la parcel‘la.

La conclusié és doncs, que la densitat de renadius és variable i depén de
molts factors, com les condicions climatiques a I'hivern i inicis de primavera, les
practiques culturals aplicades al camp, la distribucié espacial dels renadius, i
relacionat amb aquesta Ultima, la seva capacitat per arribar a produir pol-len.
Tot i aixi, s’ha detectat un cert grau de pol-linitzacié creuada que incideix en el

contingut global de transgenic de forma moderada.

Amb aquests factors s’explica un ampli percentatge del flux genic pero
queda encara un factor que ha estat ampliament debatut per la dificultat que

representa el seu estudi i per la importancia relativa que pugui tenir: el vent.

Segons diversos autors, (Halsey et al., 2005; Henry et al., 2003; Ma et al.,
2004; Weber et al., 2007) el vent pot arribar a ser un factor important en
alguns casos, per exemple en situacions on el camp transgénic es troba en la
direccio del vent dominant i té una forma particularment allargada que produeix
un nuvol de pol-len sobre el camp convencional, perd per norma general estan
d’acord en que es tracta d'un aspecte de dificil estudi, ja que al ser un factor
discontinu, de direccid i forca variables, és molt dificil de generalitzar la seva
influéncia i probablement requereix un estudi per cada territori i per cada
temporada de floracié. Tot i aix0, aquestes mateixes caracteristiques que el fan

dificil d'estudiar son les que fan relativitzar la seva importancia; doncs si la
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reparticid dels camps transgénics i convencionals en una zona determinada és a
I'atzar, i el vent una variable de direccidé no fixada, el pollen que arriba a un
camp convencional pot ser convencional unes hores i transgénic les seglents,

minimitzant aixi la influencia d’un tipus de pol-len en concret.

Amb aquest estudi es mostren els principals factors que poden influir en el
flux genic d'una de les especies més cultivades mundialment, i per aixd mateix
també ampliament estudiada. Donat que, com s’ha dit repetidament, el flux
genic és un factor molt dificil de controlar en la coexisténcia, i el fet que cada
especie té unes caracteristiques propies en la reproduccio i dispersid de pol‘len,
aquests resultats sdbn només valids per blat de moro, perd caldria avaluar el flux
genic per cada tipus de conreu en cas d'autoritzar nous cultius al nostre pais.
Tot i aix0, els assajos i la metodologia presentats en aquesta tesi son totalment
valids i extrapolables a d‘altres espécies en cas que algun dia se n’hagués

d’estudiar la dinamica del flux genic.
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CONCLUSIONS

Quant als objectius preliminars d’aquest estudi, les conclusions a les quals s’ha

arribat son les seguents:

1. La millor unitat de mesura per relacionar el blat de moro amb el
contingut de transgenic detectat en les analisis per QPCR és el
nombre de grans.

2. La distancia minima per mantenir la preséncia adventicia deguda
al flux genic de blat de moro transgénic en un camp convencional
per sota del llindar d’etiquetatge fixat pel Parlament Europeu en el

0.9% és de 20 metres.

A partir d’aguests objectius preliminars i dels estudis desenvolupats més

ampliament en aquesta tesi, les principals conclusions d’aquest treball son:

1. Els factors principals a tenir en compte en I'estudi del flux de gens
entre blat de moro convencional i transgenic sén la coincidéncia
de la floracio i la distancia.

2. 10 dies sbn el temps de decalatge de floracié necessari per reduir
el flux genic entre camps GM i convencionals a nivells gairebé
inquantificables per QPCR.

3. Les dimensions del camp receptor s’haurien de reduir un 25% per
tal de duplicar el seu contingut global d’ OGM degut al flux génic.

4. Quant a la mida del camp donador, per duplicar el flux génic entre
el camp transgénic i el convencional, caldria practicament
multiplicar per 16 la mida del camp transgeénic.

5. Els renadius no semblen un motiu suficient per ells sols per arribar
al llindar d'etiquetatge del 0,9% establert per les regulacions

europees, sobretot quan es parla de densitats inferiors a 1000
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renadius/ha, perd no poden ser menystinguts quan es troben a

densitats molt altes.
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Avaluacio dels metodes basats en la PCR a temps real per a la quantificacié del
flux genic mediat per pol-len de camps de blat de moro GM a camps

convencionals en un estudi de camp.

El blat de moro és un dels principals conreus arreu del mén i es cultiven i
comercialitzen un nombre creixent de varietats genéticament modificades (GM)
de blat de moro paral-lelament als conreus convencionals. Donades les
normatives d’etiquetatge establertes, per exemple, a la Unié Europea i la
coexistencia necessaria entre cultius GM i no GM, és important determinar I'abast
de la disseminacio del pol-len de blat de moro transgénic a altres cultivars sota
condicions de camp. Els métodes més ampliament utilitzats per a la deteccio
guantitativa d’OGM es basen en la PCR a temps real, fet que implica que els
resultats siguin expressats en percentatge de genoma (en contrast a

percentatges de llavor o gra). El nostre objectiu fou avaluar la precisié dels
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assajos basats en PCR a temps real per quantificar acuradament els continguts
de gra transgénic a camps no GM en comparacié amb la taxa real de fertilitzacio
creuada determinada per analisis fenotipiques. Es va realitzar aquest estudi en
una regié on es conreen normalment ambdoés tipus de blat de moro, GM i
convencional, i s'utilitza el blat de moro transgénic predominant, Mon810,
combinant-lo amb una varietat de blat de moro convencional que té la
caracteristica de tenir grans blancs (permetent aixi la quantificaci6é de la
pol-linitzacié creuada com a percentatge de grans grocs). Els nostres resultats
indicaren una correlacié excel-lent entre els resultats de PCR a temps real i el
namero de grans fruit de fertilitzacié creuada per Mon810 a nivells entre 0.1 i
10%. Per contra, el percentatge de Mon810 estimat per pes de grans dona
resultats menys acurats. Finalment, es presenta i discuteix el patr6 de flux de
gens degut al pol-len en condicions de camp i s’estableix la importancia de les

barreres fisiques en aquest flux.
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3.2 Flux genic
mediat per pol-len en blat de moro en situacions reals

de coexistencia.
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Flux génic mediat per pol-len en blat de moro en situacions reals de coexisténcia.

Es presenta el primer estudi en fecundacio creuada entre blat de moro Bt i
convencional en situacions reals de coexisténcia en dues regions on es cultivaven
blat de moro Bt i convencional. Es dissenya un mapa i s’'identificaren els diferents
cultius, aixi com les dates de sembra i floracié en el cas de camps de blat de
moro Bt i convencionals. A partir d’aquestes dades s’escolliren els camps no
transgenics per al mostreig. Les mostres s'analitzaren pel sistema de
guantificacié de la reaccié en cadena de la polimerasa a temps real (RTQ-PCR).
En general, la taxa de fecundacié creuada fou superior a les vores i, en la majoria
dels casos, decreixia cap al centre del camp. Nou camps tenien valors de DNA
modificat geneticament respecte a DNA total més baixos de 0.9%, mentre que
en tres la taxa fou superior. Es trobaren algunes diferéncies al comparar els
nostres resultats amb aquells obtinguts fins ara en camps d'assaig. En condicions

reals de coexisténcia i en zones de conreu amb camps petits, els principals
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factors que determinen la pol-linitzacié creuada sén la sincronia de la floracié i les
distancies entre el camp donador i el receptor. Mitjancant I'establiment d'un
index basat en aquestes dues variables, es pot predir la taxa de preséncia
adventicia de blat de moro modificat genéticament, aixi com la influencia d’'altres
factors. Mitjancant l'aplicacid d’'aquest index, i en cas de plena sincronia en el
temps de floracié, una distancia de seguretat d’'uns 20 metres entre camps
transgenics i convencionals hauria de ser suficient per mantenir la preséncia
adventicia d'organismes modificats geneticament com a resultat del flux de

pol-len per sota del llindar del 0.9% al total de la collita del camp.
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3.3 El decalatge
en la sembra i la floracio poden ser una estrategia
eficient per millorar la coexistencia entre blat de moro

geneticament modificat i convencional.
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El Decalatge en la Sembra i la Floracid6 poden ser una Estrategia Eficient per
Millorar la Coexistéencia entre Blat de Moro Geneticament Modificat i

Convencional.

La coexistencia entre camps blat de moro (Zea Mays L.) geneticament modificat i
no GM esta subjecta a regulacié en diversos paisos. Es va avaluar una estrategia
per reduir la pol-linitzaci6 creuada de camps GM a no GM basant-se en la
reduccié de la coincidéncia de la floraci6 mitjancant sembres a temps separats.
L'assaig estava format per camps estrets on el blat de moro transgénic se
sembra abans, simultaniament i després dels camps adjacents de blat de moro
no GM. Un decalatge de tres setmanes entre dates de sembra GM i no GM
resultaren en retards en la floracié inferiors a 5 dies per sembres primerenques,

perd fins a 10-15 dies per sembres tardanes. La pol-linitzacié creuada va ser
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controlada per I'efecte xénia i validada per PCR a temps real. S'avalua I'efecte
combinat de retards de floraci6 i distancia respecte a la font emissora de pol-len.
La pol-linitzacioé creuada va decréixer drasticament amb la distancia entre la font
de pol-len i el receptor. El decalatge de la floracié interacciona amb la distancia
respecte a la font donadora de pol-len i a més redui el flux de pol-len GM en tots
els casos. A més, actua com a factor regulador. Un decalatge de floracié de 92.9
graus dia (7 dies en les nostres condicions experimentals) fou suficient per reduir
la preséncia adventicia de grans GM en parcel-les de blat de moro no GM fins a
valors residuals. Aquest estudi il-lustra la possibilitat de millorar la coexistencia
mitjancant separacio temporal de dates de floraci6 basades en els decalatges

apropiats de les dates de sembra.
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3.4 Efecte dels

renadius en el flux genic de blat de moro.
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Efecte dels renadius en el flux génic de blat de moro.

L'aprovacio de reglaments per a l'alliberament deliberat d’events GM de blat de
moro al medi ha conduit a situacions reals de coexisténcia entre camps GM i no
GM, amb alguns camps que es cultiven amb varietats GM i convencionals en
temporades successives. Donada la frequient presencia de renadius en camps
de blat de moro en zones temperades, es va investigar I'impacte real dels
renadius GM en la collita de 12 parcel-les d’agricultor no GM. La densitat de
renadius variava de valors residuals fins a valors al voltant del 10% del total de
les plantes del camp, i es veié reduit drasticament utilitzant certes practiques
agriculturals. El vigor de les plantes era baix, rarament feien panotxes i
produiren pol-len que fertilitza plantes veines només a nivells baixos pero
variables. En el pitjor cas possible, el contingut estimat d'OGM fou 0.16%. La

influencia dels renadius GM no és suficient per arribar al llindar del 0.9% de
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preséncia adventicia de GM, pero pot contribuir potencialment als nivells de GM
adventicis, especialment a densitats inicials altes (aixo és, sobre 1000 renadius

/ha).
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3.5 Avaluaci6
de la influéncia de la mida del camp en el flux genic

de blat de moro mitjancant un analisi per SSR.
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Avaluacio de la influéncia de la mida del camp en el flux génic de blat de moro

mitjancant un analisi per SSR.

La taxa de fertilitzacié creuada entre camps de blat de moro depen de la
concentracio relativa i de la viabilitat del pol-len fora. Tot i que s’han realitzat
assajos en camps aillats de diferents mides, no es té constancia de cap estudi
realitzat utilitzant, de manera simultania, camps de diferents mides per a estudiar
la taxa de fertilitzacié creuada d’un camp determinat.

La idea principal d’aquest assaig fou la de dissenyar una distribucié espaial de

guatre varietats de blat de moro transgeniques de gra groc la combinacio de les
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quals generés camps de diverses mides, envoltats tots ells per blat de moro
convencional de gra blanc. Es recolliren mostres de la fertilitzacié creuada
resultant entre les varietats grogues i la blanca, és a dir, els grans grocs de les
panotxes blanques, a diferents distancies (0, 2, 5, 10, 20, 40, 80 i 120 metres)
del transsecte tracat en la direccid del vent dominant. Se sembraren els grans
grocs en hivernacle i s'extragué el DNA de les fulles de les plantes resultants. A
partir d'aquest DNA es realitza un analisi per SSR amb I'objectiu d’identificar
I'origen del pol-len.

Basant-nos en els resultats de les analisis, calcularem I'efecte dels diferents
camps OGM de mides creixents sobre el camp convencional ja que, mitjan¢ant la
identificacié de l'origen del pol-len, es pogué atribuir la fertilitzacié creuada a
cada varietat GM. Encara que la mida del camp donador influeix clarament en el
% d’OGM detectat, aquest efecte és moderat. Aquest estudi demostra que per tal
de doblar el contingut de transgénic detectat en un camp receptor, cal
incrementar la mida del camp donador 16 vegades. Per ultim, també s’estudia

I'efecte combinat de la mida dels camps receptor i donador i la distancia.
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Abstract

The rate of cross-fertilization between maize fields depends on the relative
concentration and viability of the foreign pollen. While field trials have been
carried out on isolated fields of different sizes, there are no reports of fields of
different sizes being used simultaneously to study cross-fertilization rate in a

given field.

We designed a spatial distribution of four varieties of yellow GM maize to
generate different size fields, surrounded by conventional white kernel maize.
Samples of cross-fertilization between transgenic and conventional cultivars,
yellow kernels in white cobs, were collected along 0, 2, 5, 10, 20, 40, 80 and 120
m of a transect traced in the dominant down wind direction. Yellow kernels were
sown in greenhouse conditions, and the DNA isolated from ground leaves used

for SSR analysis to identify the origin of the pollen.
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Based on the results, we calculated the effect of GMO fields of increasing sizes
on a conventional field, as, by identifying the pollen origin, cross-fertilization
could be attributed to each GM variety. While changes in the size of the donor
field clearly influence the percentage of GMO detected, this effect is moderate.
This study demonstrates that a 16-fold increase in the size of the donor field is
necessary to double the %GMO detected in the receptor field in the size range
studied. The combined effect of the size of the receptor and donor fields and the

distance is also discussed.

Introduction

The rapid adoption of GM technology could give rise to landscapes with a high
quantity of GM plots that may generate great pressure on conventional plots.
According to Palaudelmas et a/. (2008), the main factors that determine the
adventitious presence of GM material in a conventional field are accidental seed
impurity, sowing equipment and practices, cross-fertilization between GM and
non-GM crops, the presence of volunteers or product mixtures occurring during
harvesting, and transport and storage processes. Of these, cross-fertilization is
the major potential biological source of on-farm mixing in maize (Devos et al.
2008).

The maize plant is monoecious and diclinous, with male and female flowers born
separately on the same plant. Maize is also protandrous, with pollen being shed
before the silks are receptive but, as there is some overlap, up to five per cent
self-pollination may occur (Purseglove 1972). Numerous trials have investigated
maize pollen dispersal (for a review, see Brookes et a/. 2004; Devos et a/. 2005;
Emberlin et al. 1999; Treu & Emberlin 2000). These studies clearly show that,
even though maize pollen is relatively large and heavy, it can travel long
distances on the airflow when suitable meteorological conditions occur. Some

degree of cross-fertilization is therefore almost inevitable. The rate of cross-
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fertilization between fields depends on pollen viability, flowering synchronicity,
climate conditions and the relative concentration of GM / non-GM pollen in
receptor plots, which may depend on the distance between fields and on the

relative size of pollen donor and receptor fields.

In recent years, several studies have sought to estimate the utility of using
separation distances to control or minimize the adventitious presence of GM
maize due to cross-fertilization (Bannert 2006; Bénétrix & Bloc 2003; Brookes et
al. 2004; Della Porta et al. 2006; Henry et al. 2003; Ma et al. 2004; Melé et al.
2004; Ortega Molina 2006; Pla et al. 2006; Sanvido et al. 2005; Weber et al.
2007). From these studies it can be concluded that a separation distance of 20 —
25 m is generally enough to maintain the GM content below the 0.9% threshold
in the yield of neighboring fields of non-GM maize. Occasionally, particularly in
the case of small fields of less than 0.5 ha and/or long, narrow fields that are
located downwind from a larger GM maize field, the isolation distance may need
to be extended to 50 m or more (Devos et a/, 2005; Hisken et a/. 2007; Messéan
et al. 2006). However, these separation distances can be reduced if the GM crop
in question is surrounded by a buffer of non-GM maize plants, as the effect of
cross-fertilization is reduced much more effectively by a pollen barrier than by an
isolation distance of bare ground of the same width (Della Porta et a/. 2008; Pla
et al. 2006).

Synchronization of pollen dispersal and silking is crucial to achieving high levels
of out-crossing in maize, as demonstrated by several authors (Bassetti &
Westgate 1994; Uribelarrea et al. 2002; Westgate et a/. 2003). For maize grown
in a temperate area, a difference in sowing date resulted in a difference in
flowering time that limited cross-fertilization. This strategy could be effective in

improving coexistence (Messeguer et a/. 2006; Palaudelmas et a/. 2008).

Another factor that may influence the rate of cross-fertilization is the size of the

transgenic pollen donor field in relation to the receptor one, but few studies have
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as yet been published to demonstrate to what extent the size of the donor field
may influence the GMO content of a conventional maize field. Melé et al. (2004)
showed that with a Bt pollen donor field of 0.25 ha, the levels of cross-
fertilization decreased from 1.77 to 0.83% when the size of the recipient field
was increased from 0.25 to 1 ha. Weber et a/. (2007) undertook a coexistence
study in Germany, where 27 sites were sown with transgenic Bt Mon810 fields
surrounded by near isogenic conventional maize. The planting scheme included
maize fields of very different sizes (from 0.3 to 23 ha). No relationship between
Bt maize field size and the percentage of GM DNA was found. Based on the xenia
effect, Bannert et a/ (2008) found that, in small field environments, widely
varying ratios of donor to receptor field size (around 4:1-1:8) did not influence
the cross-pollination rate at distances of 0-20 m from the pollen donor. It seems
clear that the larger the recipient field, the more its own pollen mass acts as a
competitor for incoming pollen, but more studies are needed to identify to what
extent the size of a donor transgenic field may influence the GMO content of a

conventional one.

We present here a field trial aimed at establishing the effect of insect resistant
GMO maize (Bt) fields of increasing sizes on gene flow rate (from Bt to
conventional maize) through simple sequence repeats (SSR) analysis. The
identification of commercial genotypes has practical applications in plant
breeding. Molecular markers allow genotype analysis of polymorphism level.

Microsatellites or simple sequence repeats (SSR) are highly polymorphic, co-
dominant markers, that contain a short nucleotide sequence (1 to 3 bp) repeated
in tandem (Hamada et a/. 1982). Microsatellite markers have proven useful in
parentage analysis and in genetic characterization of cultivars, and have been
used as genetic markers for varietal identification or to construct genetic maps in
plants such as Arabidopsis (Depeiges et al/. 1995), melon (Oliver et al. 2001),
Fragaria (Sargent et a/. 2006), wheat (Plaschke et a/. 1995) or maize (Senior &
Heun 1993; Smith et al. 1997). Many different electrophoresis techniques are

used to separate SSR alleles. The method currently accepted is based on PCR
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with dye-labeled primers, with the fragments analyzed by capillary

electrophoresis in automatic sequencers.

Here, polymorphic microsatellites (SSR) were used to identify the origin of maize
pollen from a neighboring field. Four varieties of yellow GM maize were spatially
distributed to give different size fields. The origin of yellow kernels in
conventional cultivars as a result of cross-pollination was analyzed and attributed

to demonstrate the influence of field size.

Material and methods

Plant material

Samples were obtained from a field trial conducted in Pla de Foixa, Girona
(Spain) during the 2004 growing season. Four different Bt yellow kernel
commercial hybrids derived from event Mon810 (Monsanto Co) were sown in the
center of the field, on an axis situated in the dominant wind direction and
forming regular areas. These areas were sown progressively, occupying the
following areas: Aristis Bt (Nickerson-Senasa) about 0.25 hectares (ha); DKC6575
(Monsanto Co) about 0.75 ha; PR33P67 and PR32P76 (Pioneer Hi Bred) about
1.25 and 1.75 ha respectively. Non-transgenic maize white kernel hybrid
PR32Y52 (Pioneer Hi Bred) was sown in the surroundings to fill a total area of

approximately 27 ha (Figure 1).
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Figure 1: The assay system. The white kernel variety surrounding the four yellow kernel varieties
and their relative surfaces are shown. Different sampling methods are indicated. The main wind
direction and the relative position of the field of conventional yellow kernel variety Eleonora are

also shown.

All GM varieties were sown on 23" April, while the surrounding conventional
varieties were sown from 24" to 26" April. The fields were worked following
normal agricultural practices in the zone. During the initial growing stages,
occasional volunteers in the whole field were pulled out by hand.

During the flowering stage, male flowering was visually evaluated for 150 plants
at 7 different points for each variety.

An automated weather station (Weather Wizard III, Davis Instruments, Hayward,
CA) in the experimental field recorded temperature, wind strength and wind
direction during the flowering period. The software WeatherLink for Windows V

5.4 (Davis Instruments, Hayward, CA) was used to transfer the data to the
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computer. Daily rainfall data were acquired from the National Environmental

Services Station close to the experimental site.

A systematic sampling approach was used to determine the GMO adventitious
content produced by transgenic fields considered as a whole (Figure 1). Three
cobs were collected at each sampling point, along a 10x10 m grid on the wind
influence area of the conventional field, complemented with samples collected at
0, 2 and 5 m from the border of the same field, besides the transgenic nucleus.
For the SSR analysis, cobs were also collected along different distances (0, 2, 5,
10, 20, 40, 80 and 120 m) of the axis traced in the dominant wind direction, from
the north-western corner of the GM plot to the northern part of the conventional
field, as shown in Figure 1. This sampling method was called Diagonal Sampling.
As this field was separated from the GM field by a 10 m wide field road, samples
at position 0 m were 10 m from the transgenic field. The number of cobs
harvested at each point depended on the distance and the cross-fertilization rate,
which was recorded by counting the number of yellow grains in white cobs
(phenotypic determination). Since GM plants are homozygous for the dominant
allele responsible for the yellow color, all pollen grains were expected to harbor
the yellow kernel character. For sufficient yellow kernels, the number of sampled
cobs/sampling point was increased with distance, ranging from 15 at 0 m to 120
cobs at 120 m.

Northern Border sampling was also performed, collecting white cobs from the
border between the northern part of the GM field and the conventional one (see
Figure 1). Thirty cobs per variety were collected. After harvesting, samples were
stored in an empty greenhouse (20-35°C) for 3 months, until dry, when yellow
kernels were threshed by hand and grown individually in a greenhouse for a two

week period.
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DNA isolation and quantification

Each plant grown in the greenhouse was frozen in liquid nitrogen when an early
vegetative stage was reached (about 15 days after sowing). Maize genomic DNA
was subsequently isolated from green ground leaves using a CTAB based
protocol (Doyle & Doyle 1990).

DNA concentration was quantified using the spectrophotometer GeneQuant
RNA/DNA Calculator (Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg,
Germany). Concentrations were further checked by agarose gel electrophoresis

and ethidium bromide staining.

Microsatellite marker analysis

The SSRs used in this study were obtained from various sources (Bonamico et al.
2004; Enoki et al. 2002; Gethi et al. 2002; Kozhukhova & Sivolap 2004; Legesse
et al. 2007; Liu et al. 2003; Reif et al. 2006; Salgado et al. 2006; Smith et al.
1997), as shown in Table 1.

Marker References Bin* Repeat Size
Name Sequence Range
Gethi et al. 2002;
Kozhukhova et al. 2004;
Reif et al. 2006;
Smith et al. 1997
Enoki et al. 2002;
phi056 Gethi et al. 2002; 1.01 CCG 237-254

Smith et al. 1997
Enoki et al. 2002;
Gethi et al. 2002;
phi072 Liu et al. 2003; 4.01 AAAC 130-161
Reif et al. 2006;
Smith et al. 1997
Gethi et al. 2002;
phi085 Legesse et al. 2007; 5.06 AACGC 234-257
Smith et al. 1997
Bonamico et al. 2004;
phi073 Gethi et al. 2002; 3.05 AGC 186-192
Smith et al. 1997

phi015 8.08 AAAC 83-102
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Table 1: Selected markers used to detect the origin of yellow grains. Reference articles, bin
segment of linkage group (*from www.maizegdb.org), repeat sequence and size range of the

amplified segment are shown.

Primers to discriminate among parentals were verified by polymorphism analysis

using silver stained acrylamide sequencing gels.

Selected primers were used for PCR amplification of all DNA samples. PCR
reactions were performed in 10.5 pl final volume containing 1X LAB buffer, 0.3
units of AmpliTaq DNA polymerase (Roche Diagnostics), 0.15 mM MgCl,, 0.02 mM
of each dNTP, 0.002 nM of each primer and 100 ng of genomic DNA. The
reaction consisted of 2 min denaturation at 95°C, 35 cycles of 1 min at 95°C, 30
sec at 59 - 659°C, 30 sec at 72°C, and a final extension step of 7 min at 72°C.

Each sample was diluted 1:4 and 1 pl of this dilution was analyzed with 12 pl of
Formamide Hi-Di (Applied Biosystems) using 0.4 ul of ROX (Applied Biosystems)
as a passive reference. Samples were run on an Abi Prism 3130 xI DNA Analyzer
(Applied Biosystems), and the results analyzed by Gene Mapper Version 4.0
software (Applied Biosystems). Microsatellite profiles were scored visually for

presence/absence of each band.

Statistic analyses

Statistical analysis was carried out using the REG procedure from SAS/STATTM
software (SAS Institute Inc. Release 8.2 for Windows).

The genetic software used to create the dendrogram was PowerMarker v3.25.

Results

To achieve the aim of the field trial, good flowering synchrony of all maize
varieties was necessary. For this reason, the development dynamics from

varieties chosen for the assay was similar to that demonstrated to be effective in
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previous years in the same zone. Figure 2 shows the flowering dynamics for all

varieties.

% Flowering plants

100

—— PR32P76
---+-- PR33P67
—— DKC6575
--a-- Aristis Bt
—o=— PR32Y52

Wind run (Km)
From 5 to 25 july

= Night

= Total
15 20 25
July (days)

Figure 2. Flowering dynamics of the trial varieties. Percentage of flowering plants was evaluated
by visual assessment of the emergence of the male stem on 60 plants. Wind run during the
flowering period of the cultured varieties was recorded by the weather station in the center of the
field trial.

The flowering date for each variety corresponded to the moment at which 50%
of the evaluated plants entered the flowering stage. Flowering coincidence was
very high among all varieties, with a maximum delay of one day compared to the
white kernel maize PR32Y52.

The assay design took into account the predominant wind direction in this region

for the wind effect (Figure 1). The field trial was situated a few kilometers from

the sea, on the plain of the Ter river mouth. During the flowering period, at
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midday, a sea wind is fairly usual, due to differential heat accumulation between

sea and land.

The wind register during the flowering period (from 5" to 25" July 2004),
measured by the weather station in the center of the transgenic field, is shown in
Figure 2. Wind measure is expressed in wind run values (Km), which takes into

account the speed and frequency of the wind in each direction.

During this period, some gusts coming from the north are occasionally registered.
In 2004, however, the northern wind had a very low frequency and mainly blew
at night (see Figure 2). The prevailing ESE wind was similar to other years, along

which the main diagonal of the assay axis was oriented (Figure 1).

The assessment of gene flow was carried out by counting yellow kernels in white
cobs. As the transgenic varieties are homozygous for the dominant allele
responsible for yellow color but hemizygous for the transgene (inserted in a
single site and displaying Mendelian inheritance, www.agbios.com), it was
expected that all pollen grains would be yellow but only half transgenic. All
calculations of the assay have been made considering the yellow kernel trait
transmission rather than the GM Bt trait. Percentage GMO is only used when
evaluating the field size effects, in order to compare the results with similar

studies.

Table 2 shows the gene flow values from the three sampling methods used in
this field trial. In the Diagonal sampling, values were obtained from samples
collected for the SSR analysis. As gene flow decreases dramatically with distance,
the number of cobs needed from each sampling point for a representative
number of yellow kernels was very variable. The percentage of cross-fertilization
was very high at a 10 m distance, in the field border, whereas it decreased

dramatically towards the center of the field.
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(a) Diagonal Sampling (b) Receptor Field Sampling

distance n® cobs  %cross SE plot n® cobs %cross SE
10 15 4.85 0.60 al 18 0.07 0.02

12 20 1.30 0.12 a2 18 0.02 0.01

15 44 0.79 0.21 a3 18 0.06 0.02

20 46 0.50 0.05 a4 24 0.09 0.02

30 69 0.35 0.04 b1l 18 0.01 0.00

50 86 0.29 0.02 b2 18 0.04 0.01

90 470 0.10 0.03 b3 18 0.05 0.02
130 374 0.14  0.10 b4 24 0.14 0.07
cl 18 0.03 0.02

c2 18 0.08 0.02

( ¢ ) Northern Border Sampling c3 18 0.09 0.04
variety n° Cobs %cross SE c4 24 0.18 0.05
Aristis Bt 30 22.85b 3.18 di 18 0.06 0.04
DKC6575 30 2046b 2.61 d2 18 0.09 0.03
PR33P67 30 29.77a 3.43 d3 18 0.11 0.02
PR32P76 30 16.20c 1.53 d4 24 0.40 0.17

Table 2. Cross-fertilization estimated by the percentage of yellow kernels found in the cobs. Cob
[s considered as the experimental unit for calculating the standard error (SE). The three
independent sampling procedures were:

a.: Diagonal Sampling: gene flow and standard error of the samples at different distances from
the donor fields taken over the main diagonal following the prevalent wind direction. b: Receptor
Field Sampling: percentage cross-fertilization of the sub areas of the receptor field and the
standard error. All the values are the average of six sampling points (3 cobs each) except for
plots a4, b4, ¢4 and d4, near the path where 5 points were sampled. c: Northern Border
Sampling: percentage of yellow grains in the samples from the first row of conventional white
maize at the northern border of the transgenic field, facing each of the cultured varieties, and the
standard error. Letters indicate significant differences between varieties at P< 0.05 by Fisher’s

least significant differences test.

Measurements to assess the percentage of cross-fertilization over the receptor
field are shown in Table 2b for each subdivided area of 600 m? (Figure 1). Higher
values were found in the zone nearest the GM donor field, d4, with the values

decreasing with increasing distance, as would be expected.

Another independent sampling method was performed in the first maize row on
the north border of the GM field (Figure 1). At these sampling points, GM and

conventional plants were less than 1 m apart, initially designed as a measure for
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interpretation of cross-pollination data in the field trial, in the case of flowering
dynamics not being simultaneous between varieties. As receptor plants from the
white variety were so near the GM varieties, cross-fertilization was mainly by the
neighboring variety, and the data was used to estimate effective pollination
between both varieties (Table 2c). There were no significant differences for this
sampling method between values in Aristis Bt and DKC 6575 zones whereas
significant differences were found between these two varieties and PR33P67,
which gave sensibly higher values and PR32P76, which presented lower

fertilization values.

From the 14 SSRs analyzed in parental lines, 5 were selected (phi015, phi056,
phi072, phi085 and phi073) to identify each line independently. Figure 3 shows
the silver stained acrylamide gel and dendrogram. Selected SSRs (Table 1) were
used to identify, in order of robustness, parental lines for each of the 934 yellow

kernels analyzed.

Ly PHIOT5 phi 056 phi072 phi 085 phi073
a
y : ' L . .
- . ' " :'.. : . 1
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L ARSTISBT
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—
005

Figure 3. a: Silver stained acrylamide sequencing gel showing polymorphism for each primer used
to identify parental line candidates. Primers are shown in order of robustness, from left to right,
(phi015, phi056, phi072, phi085, phi073). Samples are, from left to right, and for each primer,
PR32Y52, PR33P67, Aristis Bt, Eleonora, DKC6575 and PR32P76. b: Dendrogram of genetic

distances among parental candidates. All parentals could be separated with the selected primers.
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Based on the SSR results obtained at different distances on the assay main axis,
the percentages of yellow kernels pollinated by each variety are shown in Table
3a. Values which did not adjust to the expected patterns were considered Off
Type. Distances selected as sampling points have a non-linear distribution
because the major decrease of gene flow from the field borders to the center has
been widely demonstrated (Bannert 2006; Bénétrix & Bloc 2003; Brookes et al.
2004; Della Porta et al. 2008; Henry et al. 2003; Ma et al. 2004; Melé et al.
2005; Messeguer et al. 2006; Ortega Molina 2006; Palaudelmas et a/. 2008; Pla
et al. 2006; Sanvido et al. 2005; Weber et al. 2007). Since there was a 10 m
wide path which separated the conventional and transgenic fields, 10 meters
were added to the initial sampling distances of 0, 2, 5, 10, 20 meters and every

20 meters from the border of the field.

3a Yellow Frequency (%)
Distance  kernels Aristis Bt DKC6575 PR33P67 PR32P76 Eleonora Off Type
10 303 74.59 9.90 9.24 4.29 1.65 0.33
12 68 69.12 7.35 14.71 2.94 4.41 1.47
15 50 64.00 4.00 26.00 2.00 4.00 0.00
20 79 70.89 7.59 15.19 3.80 1.27 1.27
30 72 59.72 12.50 18.06 5.56 4.17 0.00
50 82 54.88 10.98 25.61 2.44 2.44 3.66
90 182 36.81 12.09 35.71 6.04 7.69 1.65
130 98 28.57 18.37 39.80 5.10 8.16 0.00

5732a 10.35c 23.04b 422cd 4.02cd 1.04d

3b Individual contribution to total pollination (%)

Distance % White % Yellow Aristis Bt DKC6575 PR33P67 PR32P76 Eleonora Off Type
10 95.15 4.85 3.62 0.48 0.45 0.21 0.08 0.02
12 98.70 1.30 0.90 0.10 0.19 0.04 0.06 0.02
15 99.21 0.79 0.51 0.03 0.21 0.02 0.03 0.00
20 99.50 0.50 0.36 0.04 0.08 0.02 0.01 0.01
30 99.65 0.35 0.21 0.04 0.06 0.02 0.01 0.00
50 99.71 0.29 0.16 0.03 0.07 0.01 0.01 0.01
90 99.90 0.10 0.04 0.01 0.04 0.01 0.01 0.00
130 99.86 0.14 0.04 0.03 0.06 0.01 0.01 0.00

Table 3a: Frequency of pollen from different sources according to the distance from the origin of
the transgenic field. Letters indicate significant differences between varieties at P< 0.05 by

Fisher’s least significant differences test. b.: Individual contribution of each variety to percentage
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cross-pollination. For each distance, the relative contribution is calculated combining the absolute

frequency (above) and the cross pollination rate (See Table 2).

Table 3a shows the total number of yellow kernels analyzed at each distance,
and the percentage of yellow kernels originating from each variety according to
the SSR markers. The percentage contribution of Aristis Bt, the nearest variety to
the receptor field, decreased dramatically from 74.6% at 10 m to 28.6% at 130
m. In contrast with the other varieties, the overall trend was towards an increase

in proportion when further from the GM donor field.

The effect of this distribution on total fertilization rate of receptor field was very
different. The individual contribution to cross-fertilization of each variety at each
distance was calculated (Table 3b), bearing in mind that the proportion of yellow
kernels at each distance was different (Table 2a) and knowing the frequency of
pollen from different sources (Table 3a). It is remarkable that the addition of all
individual contributions of each variety is the total cross fertilization due to yellow
kernel varieties, which is a small part of the total pollination of the field. Table 3b
also shows the effect of the donor field size on pollination rate. For example, for
a total of 4.85 % yellow grains at a 10 meter distance, 3.62% can be attributed
to Aristis Bt in 2625 m2. So, a 4-fold bigger field, with 10500 m? surface, as for
Aristis Bt + DKC 6575 together, can be attributed a figure of 4.10% cross-
fertilization. Considering Aristis Bt + DKC6575 + PR33P67 + PR32P76, which
represents a 16-fold bigger GM field, there is 4.76% cross-fertilization. This
indicates that, at 10 m distance, each time a donor field area is quadrupled,
there is an increase of 10-15% in cross pollination. But this relation is not
constant with distance because, at 130 m, when the donor field size is

quadrupled, gene flow is almost doubled.

We also found a high percentage of fertilization attributable to the Eleonora
variety, a conventional yellow kernel variety which had been sown in a
neighboring field (Figure 1), and also to other sources of uncontrolled origin. This

percentage also increased with distance, although its contribution to total cross-
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pollination was very low, in view of the low percentage of total cross-fertilization
with yellow kernel varieties.

Although calculations of the GMO content of a whole field are with values taken
from the site of sample collection, interesting values are those referring to the
field average, which are the ones that according to legislation will determine
whether a field harvest must be labeled as GMO.

A systematic sampling grid (10 x 10 m) in the receptor field was used to evaluate
the GMO content by counting yellow grains. As we know the pollen origin
depending on its distance (Table 3b), we can estimate, for each sampling point,
the percentage of cross-fertilization from each transgenic field and calculate the

rate in each subzone (600 m?) of the receptor field.
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Figure 4. Adjusted distribution of the pollen origin according to the data from SSR markers.

As each point of the receptor field is at a different distance from the donor field,
it is necessary to extrapolate the distribution corresponding to each distance.

Figure 4 shows the logarithmic adjustment to estimate the distribution
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corresponding to a determinate distance. Thus, the distribution corresponding to
a sample at 100 m from the transgenic field, in plot b2, is 37.4%, 52.1%, 87.0%
and 92.0%, corresponding to cross-fertilization due to Aristis Bt; Aristis Bt +
DKC 6575; Aristis Bt + DKC 6575 + PR33P67 and from the four GM plots,

respectively, with 8% of cross-fertilization due to Eleonora and Off Types.

Figure 5 shows the results of averaging the calculated values, grouping samples
by the different sizes of receptor fields (d4 = 600 m?, c3+c4+d3+d4 = 2400 m?,
b2+b3+b4+c2+c3+c4+d2+d3+d4 = 5400 m?, al+a2+a3+ad+bl+b2+b3+
b4+c1+c2+c3+c4+d1+d2+d3+d4 = 9600 m?) related to the effect attributable
to donor field sizes (Aristis Bt =2625m?, Aristis Bt + DKC6575 = 10500m?, Aristis
Bt + DKC6575 + PR33P67 = 23625m” and Aristis Bt + DKC6575 + PR33P67 +
PR32P76 = 42000m?)

Donor field sizes are represented on the X axis in a logarithmic format. In all
cases, to double the GMO content of the conventional field, the donor field size

must be increased 16 fold.
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Figure 5. Variation of the final content of GM depending on the donor and receptor field sizes. In
all cases, the minimum distance between fields is 10 m. Lines represent prediction of the

regression model for each receptor field size.

Although it was not the aim of this study, it can be seen that, conserving the 10
m separation distance and the relative position of the donor-receptor fields, the
receptor field size influences the total values of GM percentage. As the
independent term of all the adjusted lines is very small, slopes decrease
approximately 50% with each 4-fold increase in the size of the receptor field
(0.056 for 600 m? adjustment, 0.29 for 2400 m? and 0.15 for 9600 m?)
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Discussion

The coincidence of flowering of the varieties used in this assay was very high.
According to Messeguer et al. (2006), flowering coincidence is a determining
factor in gene flow rate. Bearing in mind the calculation of the Expected Cross
Pollination rate (ECP), one day delay in the flowering time corresponds to a high
coincidence (9 days out of 10, considered the maximum temporal separation for

an effective flowering distance).

Wind direction followed the usual pattern for this zone at this time, with a
constant ESE breeze during the most propitious hours for anther dehiscence and
pollen emission, which has been shown to favor transgenic pollen movement

towards conventional fields (Melé et a/. 2004; Messeguer et al. 2003).

Table 2c shows the highest values of cross-fertilization obtained (reaching 29%)
in the assay, which are only found in field trials designed to maximize the wind
effect. The values are very similar to those from other studies in this zone, such
as Palaudelmas et al. (2008), where flowering delay between GM and
conventional varieties was only 1 day and samples were collected at 0.75 m from
the GM plot.

Cross-fertilization rate obtained by Diagonal sampling, shown in table 2a,
decreased very quickly towards the field center. However, values of cross-
fertilization were lower than those from Northern Border sampling, the highest
being 4.85% at 10 meters. All values were in accordance with averages found for
each 600 m? plot of the receptor field. Standard errors of this kind of
measurements are relatively high because the variation coefficient often reaches

0.5, reflecting the great variability among maize cobs.
Several authors have demonstrated the usefulness of the xenia effect to quantify
pollen-mediated gene flow (Jones & Brooks 1950; Klein et a/. 2003; Luna et al.

2001; Ma et al. 2004; Palaudelmas et a/. 2008; Pla et al. 2006). Here, it allowed
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us to work with great exactitude at very low cross-fertilization rates, often under
the quantification (0.1%) or even the detection threshold (0.01%) of quantitative
PCR analysis.

The origin of yellow pollen for each grain was identified using SSR molecular
markers for individual yellow kernels at the different field zones. This technique is
usually applied for varietal identification (Aranzana et a/. 2003; Monforte et al.
2003) and can be very straightforward when working with fixed genotypes. In
our case, as the analyzed samples were the F1 generation, collected from white
cobs, the maternal origin was well known but there were at least 5 paternal
candidates (Aristis Bt, DKC 6575, PR33P67, PR33P76 and Eleonora). All these
varieties are hybrid lines for commercial use and, as a consequence, selected for
the same genetic characters resulting in a certain degree of genetic affinity. We
found no SSR marker showing heterozygosity for the 5 varieties, so it was
necessary to combine several markers to cover all possibilities. Furthermore, as
all grains had the same maternal origin, the same combination of amplified
fragments could be valid for several parents because only one of the alleles
defined the paternal origin, and one paternal candidate could be defined by

several patterns.

The first conclusion of this study is that, based on SSR analyses, pollen from the
same field is mainly responsible for cross-fertilization (more than 95% at all
distances). This clearly demonstrates the effect of separation distances between
fields, moreover, when comparing with percentages of cross-fertilization in the
northern zone (see table 2c¢), where, with the GM field at only 0.75 m distance,
pollination from the same field decreased under 85%. This reduction is a
consequence of shorter distances but may also be influenced by the design of the
experimental field to keep a 10 m distance between the donor and receptor field

corners, diagonally, and minimize contact between fields.
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It was also possible to quantify the small percentage of pollen from the Eleonora
field, at more than 300 m from the receptor field, with other fields in the same
property sown with this variety but further away. It has been described that
maize pollen can flow large distances (for review see Devos et al/. 2005) and
produce some cross-pollination (at very low rate) depending on pollen
characteristics and climate conditions. This residual flow, together with the Off
type, non-identified, can be interpreted as the accumulative effect of all maize
fields in the flowering stage at this moment all together forming a very large
donor field of yellow pollen.

In table 3b it can be seen that, in general, Aristis Bt is the most prevalent
parental line, with other varieties, especially PR32P76, Eleonora and others with
non-identified origins, having significantly lower frequencies. The values for
DKC6575 and PR33P67 are significantly different between them and they diverge
from the expectable results because DKC6575 is nearer to the receptor field than
PR33P67. Fewer kernels were fertilized by DKC6575 than expected, and more by
the PR33P67 variety.

Significant differences in cross-fertilization values were obtained by the Northern
Border sampling method, beside the GM field (Table 2c¢), mainly detecting the
effect of pollen from the neighboring variety which was at 0.75 m from the
sampling point, while other varieties were further than 35 m.

This effect is shown in Figure 4, with the proportional contribution to cross-
fertilization for each GM variety. In all cases where predicted values are based on
the regression model, tendency lines reach 100% at distances of 1-2 m from the
transgenic donor field.

This indicates that, although there was great flowering coincidence, varieties
chosen for the assay were not equally efficient in fertilizing the white maize
variety. Two other major factors which can influence this efficiency, in addition to
flowering coincidence, are the pollen quantity dispersed by a variety and the
compatibility between two varieties. The last aspect has been widely studied in
maize (Jones 1922; Sprague 1933) but there is little information for commercial

hybrids. On the other hand, the quantity of pollen produced by a maize variety
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can be very variable (Fonseca et a/. 2002) without affecting self-pollination in a
field, as the amount of pollen produced under normal conditions is well in excess
of needs for maximum kernel set (Duvick 1997; Kiesselbach 1999; Sadras et a/.
1985; Westgate et a/. 2003). However, this must be taken into account when
considering gene flow, where foreign pollen competes within a field.

Another factor that should be taken into account is the plant’s height, with the
tassels at the top of the plant. The average heights obtained in field trials in the
same zone by the Mas Badia Experimental Station in 2004, 2005 and 2006 were:
Aristis Bt: 296+4.9 cm; DKC6575: 287 £+ 6.9 cm; PR33P67: 304+7.0 cm; and
PR32P76: 298+5.8 cm ( www.genvce.org)

There are differences between varieties, especially between DKC6575 and
PR33P67, which could suggest a certain disadvantage for a shorter variety but
this does not explain the low values of cross-fertilization obtained for PR32P76,
which grows very tall.

Using the prediction lines from Figure 4, it is possible to estimate the relative
proportions of the different pollen-donor varieties for each distance. Applying
these proportions to the whole receptor field (10 m X 10 m grid), we could
attribute the corresponding effect of each variety to each sampling point and, by
grouping, observe the effect of the field size alone. Integrating values of all
samples from the receptor field gives 0.088% cross-fertilization originating from
Aristis Bt. Adding the 0.22% which corresponds to DKC6575 gives a total cross-
fertilization rate of 0.110%, which corresponds to the effect in a GM field 4-fold
larger than the original. Adding the corresponding figures for PR33P67 (0.053)
and PR32P76 (0.008) gives a total of 0.171, which would be the effect
attributable to the whole GM field (16-fold larger than Aristis Bt alone).

These results can be seen in Figure 5, where the cross-fertilization values
corresponding to a receptor field of 9600 m? are halved, to give a better
indication of the transgenic content. These data, adjusted logarithmically (0.0159
Ln(x)+0.0 844) give a R?=0.92, with a P-value of 0.0423, so there is a
statistically significant relationship between the Ln (field size) and %GMO at the

95% confidence level.
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The receptor field was subdivided into several fields of increasing sizes, with a
similar treatment for the GM field, allowing us to observe variations strictly due to
the receptor field size, as shown in Figure 5.

Reducing the receptor field size to 25% of the total extension (equivalent to
considering only sub plots c3, c4, d3 and d4), the total values of GM gene flow,
as well as the partial values corresponding to the different sizes of the GM field,
increase 2-fold. This duplication is maintained when considering the field-size

effect over sub plot d4.

The gene flow data using Northern Border sampling indicated unequal behavior
between the assayed varieties, so the results shown in Figure 5 were
recalculated, applying a correction factor. This factor is proportional to the cross-
fertilization values between GM and conventional varieties, making conditions
equal such that all varieties behave as Aristis Bt. These correction factors were
applied to the percentage of yellow kernels from each variety according to SSR
analysis: 1 for Aristis Bt; 1.12 for DKC6575; 0.77 for PR33P67 and 1.41 for
PR32P76. The figures were very similar to those already introduced. For example,
the change in the predicted slope for the receptor field of 9600 m? (see Figure 5)
is from y = 0.015 In(x) — 0.080 to y = 0,014In(x) - 0.074. The correction factor
gives better correlation between field size and %GMO (R? increases from 0.917
to 0.954) and the P-values of the model descend below 0.025 in the four lines of
the graph.

The aim is to strictly analyse the influence of field size (donors and receptors),
using proportional rectangular shapes because the form of the field may
introduce other major variable factors. Consider for example the different effect
on gene flow obtained when changing the size and narrowing it along the
common border or perpendicularly to it (Devos et al. 2005; Hisken et al. 2007;
Messéan et al. 2006). Wind, distance and field shape interact with size in real
conditions making it more difficult to obtain a clear idea of the influence of the
size of the field.
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Furthermore, for a given factor, the variation needed to double the %GM gives
an idea of its relative importance. Distance between fields is considered by many
authors as the most important factor. According to the Global Index used by
Messeguer et al. (2006) the %GMO content of the field is inversely related to the
square of the distance, such that, diminishing the distance by a V2 factor
(equivalent to 1.41), the GM content doubles in the receptor field. Flowering
coincidence is also an important factor to consider, especially in temperate
climates where sowing time is extended (Messeguer et a/. 2006; Palaudelmas et
al. 2008). The same authors consider that this factor has a linear influence on
gene flow. Halving the flowering coincidence also halves the total pollen flow, so
by increasing the flowering coincidence by 2, the %GMO content in the field will
be doubled.

The effect of the size of the donor and receptor fields can be given a value that
represents their importance, giving the receptor field a value of 4, because, as
explained earlier, reducing the size by a quarter doubles the %GMO in the field,
while the donor field has a value of 16, because a 16-fold increase in the size of
the donor field is necessary to double the % GMO detected in the receptor field
in the size range studied. We can then rank the considered factors by this value,
representing their relative influence: 1.41" for distance, 2 for flowering
coincidence, 4 for receptor field size and 16 for the donor field size. The *
exponent indicates an inverse relationship.

Extrapolation of these results can give an idea of trends in gene flow behavior.
For example, where the size of the donor and receptor field are much larger (e.g.
16 ha or more), in general, the %GM content of these fields will be much lower
than in 1 ha fields, as gene flow will be doubled by the relative influence of the

size of the donor field but halved two times due to that of the receptor field size.

Finally, the residual values obtained from other yellow pollen sources suggest
that the increment of gene flow associated with field size will be asymptotic, and

the value of 16 will decline with larger donor field size (30 ha or more), and it
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seems likely that, in these cases (fields of 500 m X 500 m ), the majority of the

pollen produced will fall within the same field.

This study demonstrates that a 16-fold increase in the size of the donor field is
necessary to double the %GMO detected in the receptor field in the size range
studied. This finding could be important to better interpret and extrapolate the
results of the many trials undertaken. It is also important to clarify the relative

importance of the factors that influence gene flow in a framework of coexistence.
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