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Resumen

En Uruguay esta autorizado el cultivo de maiz transgénico Bt (eventos Mon810 y Btl1). La
reglamentacion vigente para su cultivo, exige que un 10% del area sembrada se haga con un
cultivar no transgénico a modo de refugio de biodiversidad, y que se guarde una distancia de
aislamiento de al menos 250 metros desde otros cultivos no transgénicos. Se desconoce el
grado de interpolinizacion entre cultivos de maiz en Uruguay, y por tanto el grado de
contaminacion con Bt. Este aspecto es de interés para la conservacion in situ de recursos
genéticos locales, para la produccion orgénica, y para la produccion en Uruguay de semilla de
maiz de alta calidad. En este trabajo se evalud la ocurrencia y frecuencia de fenomenos de
interpolinizacion entre cultivos comerciales de maices transgénicos y no-transgénicos (GM y
no-GM) cercanos, mediante muestreos a campo y deteccion de los eventos mediante DAS-
ELISA y PCR con cebadores especificos. Se identificaron nueve situaciones, en que se
encontraron chacras de maiz GM y no-GM vecinas. De estos nueve casos, se identificaron
cinco con potencial riesgo de interpolinizacion en funcion de la distancia entre los cultivos y
la coincidencia en las fechas de siembra. De éstas, tres dieron como resultado presencia del
transgen en la progenie del maiz no-GM, determinandose que el transgen encontrado
coincide con el del evento presente en la chacra vecina sembrada con maiz GM. Las
frecuencias con que se detectaron transgenes en la progenie de los cultivos no-GM, fueron de
1/180, 1/120 y 1/764 para sitios que estaban respectivamente a una de distancia de 40, 100 y
330 metros, del cultivo de maiz GM. Esta informacion aporta elementos concretos que
ayudan a evaluar la aplicabilidad de la politica de coexistencia regulada.
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Introduccion

En Uruguay esta autorizado el cultivo de maiz transgénico Bt, eventos Mon810 y Btl1, a
partir de los afios 2003 y 2004 respectivamente. Estos eventos portan un transgen de Bacillus
thuringiensis que codifica para una proteina (Cry1Ab) toxica para larvas de lepidopteros que
son plagas del maiz. Las resoluciones del Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente (MVOTMA) 276/2003 y 292/2004 establecen como requerimientos para su
cultivo, que un 10% del area sembrada debe realizarse con un cultivar no transgénico a modo
de refugio de biodiversidad, y que se debe guardar una distancia de aislamiento de por lo
menos 250 metros desde otros cultivos no transgénicos.

En la zafra 2007-2008 se sembraron 80.500 ha de maiz en el Uruguay, participando de la
misma 2821 productores (MGAP-DIEA, 2008). El 86% de éstos productores sembraron
menos de 20 ha, y representaron un 7% del area total sembrada con maiz. Si bien no hay
datos del area total sembrada con maiz transgénico, el volumen de semilla importada es un
indicador de su participacion en la produccion. El 66% del volumen de semilla importada en
el 2007 y el 82% en el 2008 correspondieron a este tipo de semilla (INASE,
http://www.inase.org.uy). Esto indica que en la ultima zafra (2008-2009) alrededor del 80%
del area sembrada con maiz (unas 100.000 has totales), lo fue con maiz Bt.

No existen a la fecha estudios sobre el grado de interpolinizacién entre cultivos de maices
transgénicos (GM) y no transgénicos (no-GM) en Uruguay, y por tanto se desconoce el
eventual grado de contaminacion con Bt. Este aspecto es de interés para la conservacion in
situ de recursos genéticos locales, para la produccion organica, y para la produccion en
Uruguay de semilla de maiz de alta calidad.

Polinizacion en maiz

El maiz (Zea Mays L.) es una planta monoica que tiene al viento como principal vector de
dispersion del polen (anemofilia). Esto hace que exista un alto grado de polinizacion cruzada
entre cultivos cercanos. Varios estudios han demostrado flujo de polen desde variedades de
¢lite hacia variedades locales, entre variedades y entre hibridos (Burris, 2001; Doebley, 1990;
Sanou et al., 1997). La interpolinizacion entre cultivos cercanos es un punto especialmente
critico en el caso del flujo de transgenes desde maices GM a maices no-GM.

Varios estudios han intentado caracterizar la dispersion del polen del maiz, generalmente
sobre la base de modelos de pequeiia escala (Jorgensen & Wilkinson, 2005). La velocidad del
viento es la principal variable en la determinacion de la cantidad de polen que se dispersara
en el aire, ya que impulsa la liberacion de los granos de polen desde las anteras. Una vez en el
aire, la velocidad con que los granos de polen decantan depende de fuerzas que se
contraponen, por un lado la gravedad y por otro las turbulencias y las corrientes de aire
convectivas que los mantienen suspendidos incluso por periodos de varias horas (Ramsay,
2005). La combinacion de estos factores hace que, la densidad de polen en el aire disminuya
a cortas distancias desde su fuente hasta alcanzar valores que se mantienen a distancia mas
largas. Emberlin et al. (1999) estimaron que a 60 m del borde del cultivo la densidad de polen
baja a un 2% de la encontrada sobre el cultivo, pero se mantiene en el entorno de 0.5-0.75% a
500 m. Dado que el punto relevante para nuestro estudio es la frecuencia con que se dan
cruzamientos exitosos por interpolinizacion entre cultivos vecinos, la viabilidad del polen es
un aspecto central. Generalmente los granos de polen permanecen viables por una o dos horas
luego de que se desprenden de la panoja (Luna et al. 2001). Sin embargo, dependiendo de
condiciones ambientales como la temperatura, la humedad y el potencial hidrico atmosférico,
pueden llegar a permanecer viables por mas de 24 horas (Ma et al. 2004). Brunet et al. (2003)
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realizaron una serie de experimentos en los cuales colectaron y midieron la viabilidad de
granos de polen de maiz en la atmosfera en una capa de 1.8 km de altura. Encontraron
concentraciones de entre 0.2 y 1.1 granos/m3 a través de toda esta capa atmosférica. La
viabilidad de estos granos vari6 con la altura, siendo de 40-50% cerca del suelo y de 5-10%
por encima de los 1.8 km de altura. Dados los fuertes vientos laterales que se dan a estas
altitudes es inevitable, que al menos en muy baja frecuencia, se den eventos de cruzamientos
por interpolinizacion a grandes distancias, aiin a cientos de kildémetros (Ramsay, 2005).

Flujo de transgenes en maiz

A partir de la liberacion para cultivo de maices GM, el tema de la dispersion del polen y del
cruzamiento entre distintos genotipos de maiz, ha adquirido una mayor relevancia. Se han
realizado varios trabajos que miden el flujo de genes por interpolinizacion, algunos de los
cuales han sido recopilados por Devos et al. (2005) y mas recientemente por Sanvido et al.
(2008). Muchos de estos trabajos han tenido como objeto aportar informacion que ayude a
definir las distancias de aislamiento necesarias, para que la presencia de transgenes en los
cultivos no-GM, se mantenga por debajo de determinados niveles segiin las exigencias de
algunos mercados, particularmente el de la Unién Europea (UE). Los distintos enfoques en la
investigacion, métodos analiticos y disefios experimentales utilizados, dificulta la
comparacion de resultados, lo cual complica la definicion de medidas apropiadas que limiten
en el campo la polinizacion cruzada (Devos et al. 2005). Esto se refleja en el hecho de que
distintos paises de la UE exigen en sus reglamentaciones nacionales distintas distancias de
aislamiento entre maices GM y no-GM, a pesar de que se rigen por directivas comunes en
cuanto al etiquetado de alimentos GM ((EC) N° 1829/2003) y que comparten la misma
politica de coexistencia. A modo de ejemplos extremos, mientras que en Hungria en 2006 se
exigian 800 m, en Holanda se exigian 25 m de aislamiento (Comission of the European
Communities, 2006). Luna et al. (2001) investigaron la dispersion de polen de maiz a
distancias largas en México. Teniendo en cuenta las condiciones ambientales de la region
donde desarrollaron su trabajo, determinaron que la distancia maxima lateral tedrica que
puede recorrer el polen es de 32 km. A partir de una fuente de polen de 4000 m” midieron la
presencia de genes marcadores derivados de esta fuente, en parcelas de maiz de 12.8 m” a
varias distancias. Detectaron polinizacion cruzada a 200 m pero no a 300 m. En otro trabajo
llevado adelante en el Reino Unido, Weeks et al. (2003) detectaron polinizacion cruzada a
630 m de distancia de la fuente de polen, en ensayos realizados a escala de cultivo. Estos dos
trabajos muestran como diferentes aproximaciones al estudio del flujo de transgenes pueden
arrojar resultados distintos.

Ademas de factores ambientales como el viento y la humedad, y de factores bioldgicos como
la sincronizacion en la floracion, el flujo de genes entre cultivos de maices GM y no-GM
también se ve afectado por el tamafio y orientacion de los cultivos entre los cuales se da la
interpolinizacion. La mayor parte de los experimentos realizados para medir el flujo de genes
en maiz, han utilizado una tnica fuente de polen, cuya escala muchas veces es mas pequeia o
de tamano equivalente a la del cultivo receptor (Sanvido et al. 2008). Sin embargo, a medida
que se extiende el cultivo de maiz GM, un cultivo no-GM puede recibir polen de varias
fuentes o de fuentes notoriamente mas grandes en superficie (Devos et al. 2005). Otro
aspecto a considerar, es que muchas investigaciones midieron la variacion en el flujo de
genes a distintas distancias desde la fuente de polen sobre un cultivo continuo. Es decir, entre
la fuente de polen y el maiz receptor muestreado hay cultivo de maiz. Esto arroja frecuencias
de interpolinizacion menores a los casos en que entre el maiz dador y el receptor no hay un
cultivo (Weekes et al. 2007). Por lo comentado, es necesario medir a nivel de campo, en
situaciones de cultivo comercial reales, lo que realmente estd ocurriendo con el flujo de
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transgenes, sobre todo si se tiene en cuenta que actualmente, el area cultivada con maiz GM
en Uruguay es muy superior a la sembrada con maiz no-GM.

Con este estudio, se pretende contribuir al conocimiento sobre el flujo de transgenes desde
maices GM a maices no-GM en cultivos comerciales en Uruguay. Para esto se realizaron
muestreos en cultivos comerciales de maiz GM y no-GM cercanos. En la progenie de estos
ultimos se analizo la presencia de transgenes utilizando técnicas basadas en la deteccion de la
proteina transgénica (CrylAb) y en la presencia del transgen. Generar informacion acerca de
lo que ha sucedido en Uruguay desde la introduccion de maiz GM, en términos de si ha
habido o no contaminacion de cultivos de maiz no-GM, aporta elementos concretos que
permiten evaluar la aplicabilidad de la politica de coexistencia regulada consagrada en el
Decreto 353/008 que rige sobre los vegetales genéticamente modificados.

Materiales y Métodos

Muestreos vy produccion de plantines

En la zafra 2007/2008, luego de visitar mas de 40 establecimientos en los departamentos de
Colonia y San José, se encontraron nueve situaciones en las que habia cultivos de maiz GM y
no-GM cercanos. Tomando en cuenta, ademas de la distancia, la coincidencia en las fechas
de siembra (menor a dos semanas), cinco de estas situaciones presentaban potencial riesgo de
interpolinizacion. Se tomaron muestras y analizaron las nueve situaciones. La distancia entre
cultivos y sus coordenadas geograficas se determinaron utilizando tecnologia GPS y los datos
fueron analizados utilizando el programa Google Earth. En la tabla 1 se presentan los datos
para los cinco casos con potencial riesgo de contaminacion.

Tabla 1.
Datos de los cultivos muestreados que presentaban potencial riesgo de contaminacion.
Cultivo no-GM Distancia(m)/ Cultivo GM' Dif. dias
Caso Cultivar Area (has) Sitio | orientacion Evento Area (has)|Siembra
1 IPB 871 CL 9,0 . 1490083 Mon810 + Bt11 60,0 0
2.1 380 NE
2 IPB 871 CL 9,5 2.2 180 E Mon810 40,0 -2
2.3 100 E
3 IPB 871 CL 0,8 3.1 20N Mon810 20,0 -3
4 Linea basica 45 4.1 330 N Bt11 30,0 +1
5 No-GM 3,5 5.1 30 SW GM 0,6 +14

En el caso 1 se muestreron dos sitios dentro de la misma chacra de maiz no-GM a distintas distancias del cultivo
GM vecino. En el caso 2 se muestreron 3 sitios.

En el caso 5 no se obtuvo el dato de los cultivares utilizados en las chacras.

Ademas de la distancia se indica la orientacién en que se encontraba el cultivo GM respecto del no-GM.

En la dltima columna se indica la diferencia en los dias de siembra del cultivo GM respecto del no-GM.

Para cada sitio estudiado se procedio de la siguiente forma: en la primer visita a la chacra se
tomaron muestras de hojas de las plantas madres a fin de confirmar que las mismas fueran de
un cultivar no-GM en un caso, y GM en el cultivo cercano. Las muestras se tomaron por
grupos de 15 plantas, tomando como minimo dos grupos por sitio. En el caso de las chacras
con cultivos no-GM se volvid a tomar muestras cuando el cultivo alcanzoé un grado de
desarrollo tal que presentaba granos maduros en las espigas. En este caso, se tomo una espiga
por planta de grupos de 15 plantas escogidas al azar dentro de sitios definidos por la distancia
al cultivo transgénico. En el caso de uno de los predios no-GM con potencial riesgo de
contaminacion, se realizd un muestreo al azar del grano ya cosechado.
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Las muestras de hojas se conservaron a -20 °C hasta su procesado y analisis. En el caso de las
espigas, se tomaron 30 granos de cada una. Luego se sembraron 4 granos por espiga para la
produccion de plantines. Estos plantines se usaron para el analisis de ADN por PCR y la
determinacion de proteina CrylAb/1Ac por DAS-ELISA. Para el andlisis de plantas madres
se tomaron en total, muestras de hojas de 645 plantas organizadas en 43 grupos de 15, de
chala de 30 plantas y de raices de 2 plantas. Para el andlisis de la progenie se muestre6 un
total de 384 espigas provenientes de igual nimero de plantas organizadas en 23 grupos de 15,
mas 7 grupos con un nimero variable de espigas. A partir de estas espigas se tomaron 11520
granos y se produjeron 1536 plantines. En el caso en que se muestrearon granos ya
cosechados, se produjeron 764 plantines.

Deteccion del transgen

Sobre muestras compuestas de 30 hojas provenientes de plantas madres o de plantines, se
realizé extraccion de proteinas solubles o de ADN segin el método de deteccion empleado
fuese DAS-ELISA o PCR. Todas las muestras se analizaron por DAS-ELISA, analizandose
por PCR las muestras que dieron positivas por el primer método a fin de confirmar
transgenicidad e identificar el evento. Algunas muestras negativas por DAS-ELISA, también
se analizaron por PCR con el propdsito de confirmar resultados.

DAS-ELISA

Para las determinaciones por DAS-ELISA se utilizdo PathoScreen kit for Bt-CrylAb/1Ac
protein de la empresa Agdia (PSP 06200, Agdia Inc, Indiana, USA) procediéndose segun las
instrucciones del fabricante. Los extractos acuosos de proteinas solubles, fueron preparados a
partir de tejido vegetal en buffer PBS-T pH 7.4. Se agregé 100 puL de cada extracto en un
pocillo cubierto del anticuerpo especifico para Cryl Ab/1Ac en las placas de DAS-ELISA,
junto con 100 pL del conjugado enzimatico y la mezcla se incubd durante dos horas a
temperatura ambiente. Luego de la incubacion, se hicieron lavados de las placas, se agregd
TMB como sustrato y la presencia de la proteina se detectd por cambio de coloracion en la
solucion utilizando un equipo lector de placas de ELISA. Todos los ensayos se hicieron por
duplicado y se utiliz6 el control positivo del kit y un control negativo comercial (Agdia Inc,
Indiana, USA).

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de maiz se realizé por duplicado usando una modificacion del método
descrito por Dellaporta (1983) a partir de 100 mg de hojas (previamente disgregadas bajo N»
liquido en mortero). Se resuspendié el ADN en 100 pL de agua destilada de calidad MilliQ y
se estimo su concentracion mediante espectrofotometria UV. La muestra se diluyé a 100
ng/pL, y se guardod a -20 °C hasta su analisis mediante técnicas de PCR.

Reaccion en cadena de la Polimerasa(PCR).

La estrategia implicé un test inicial de transgenicidad, usando cebadores para el promotor
CaMYV 358, y luego para los casos positivos, la identificacion de eventos utilizando VW01 /
VWO03 (para Mon810) y PatB / IVS2-2 (para Bt11). Todas las reacciones se llevaron a cabo
en tubos de PCR de 250pL conteniendo buffer de PCR (Fermentas) 1X, 0.2mmol L' de los
desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs), 2mmol L ! MgCl, , 0.5pmol L' de los cebadores, 1 U
Taq de la ADN polimerasa (Fermentas) y 1uL (100 ng) de ADN. Las PCR se realizaron en
un termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400, con el siguiente programa: un
primer paso de desnaturalizaron durante 3min a 94°C seguidos de 35 ciclos de
desnaturalizacion (45s a 94 °C), 55s a la temperatura de alineamiento correspondiente y 45s a
72°C, seguido de un paso final de extension a 72 °C durante 7 min. Las reacciones de PCR
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(25 uL volumen final) incluyeron siempre un control positivo y un control negativo y fueron
realizadas en al menos tres experimentos independientes. Tipicamente, 5-6 uL de cada tubo
de reaccion fueron analizados posteriormente, mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (6%) y posterior tinciéon con AgNOs (Sanguinetti et al., 1994).

Analisis de datos

La deteccion de transgenes en la progenie de los cultivos no-GM, se baso en la técnica de
DAS-ELISA. Ademas, se utilizo el andlisis por PCR para confirmar transgenicidad e
identificar el evento involucrado. El analisis de plantines se hizo utilizando muestras
compuestas con tejido de hojas de 30 individuos. Como minimo, se analizaron cuatro de estas
muestras por sitio. Las muestras que dieron positivas se abrieron a su vez en tres sub-
muestras de 10 individuos, a fin de confirmar la posibilidad de que hubiera mas de un
individuo positivo por muestra.

La frecuencia con que se detect6 la presencia de transgenes en la progenie de los cultivos no-
GM se expreso segun dos criterios:
i) como numero de individuos que expresan el transgen (la proteina CrylAb) sobre el
total de individuos analizados para cada sitio.
ii) como la frecuencia (p) para la cual, dado el tamafio de la muestra para cada sitio, la
probabilidad de deteccion (Pd) es de 95%.

Se define la Pd como la probabilidad de detectar al menos un individuo positivo en una
poblacion de » individuos, segun la férmula:

Pd=1-(1-p)°

donde S es el nimero de individuos analizados (%) por sitio, asumiendo que los individuos
positivos estan distribuidos con una frecuencia uniforme p (Pifieyro-Nelson et al. 2008). Se
considera a S como # dado que se asume que las plantas madres no portan el transgen. Para
una muestra de # individuos, hay una Pd del 95% para una p=1-"70.05. En los casos en que
no se detectd ningiin positivo, se puede afirmar con un 95% de confianza que la frecuencia de
interpolinizacion con el transgen es p<1-"Y0.05.

Resultados y Discusion

El analisis de las plantas madres tanto por DAS-ELISA como por PCR, en todos los casos
confirmo la informacion aportada por productores y técnicos a nivel predial en cuanto a si el
cultivo de maiz era o no GM. Esto permite inferir que en los casos en que se detectd
transgenes en la progenie de cultivos no-GM, los mismos se adquirieron por interpolinizacion
con un cultivo de maiz GM.

De las nueve situaciones en las que habia cultivos de maiz GM y no-GM cercanos, solo cinco
presentaban riesgo real de interpolinizacion con cultivos de maiz GM, teniendo en cuenta la
distancia y la coincidencia en las fechas de siembra de ambos cultivos (Tabla 1). En tres de
estas situaciones (Casos 1, 2 y 4 en la Tabla 1) se detecté presencia de transgenes en la
progenie del cultivo de maiz no-GM. En todos los casos, el transgen detectado correspondio
al del evento que estaba presente en el cultivo GM vecino (Tabla 2). El analisis de los cuatro
casos en que no habia riesgo de contaminacion dio como resultado ausencia de transgenes en
la progenie de los cultivos no-GM.

La Figura 1 muestra, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos en una placa de DAS-
ELISA. Las muestras se sembraron por duplicado en dos pocillos contiguos. En las columnas
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pares se detuvo la reaccion utilizando H,SO4 3M lo que provoca que el color vire del azul al
amarillo. Por tanto, dos pocillos contiguos (uno azul y otro amarillo), indican presencia de la
proteina transgénica Cryl Ab en la muestra.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Figura 1. Placa para deteccion de la
f -‘| proteina Cry1Ab/1Ac por DAS-ELISA. Cada
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En la Tabla 2 se presentan los resultados de la deteccion de transgenes en la progenie de los
cultivos no-GM, para los casos con potencial riesgo de interpolinizacion. Como se describid
en Materiales y Métodos, el andlisis de plantines se hizo utilizando muestras compuestas con
tejido de hojas de 30 individuos (por ejemplo, 6 muestras para el sitio 1.1 y 4 muestras para
1.2). Las muestras que dieron positivas (una en el sitio 1.1, una en 2.3 y una en 4.1) se
abrieron a su vez en tres sub-muestras de 10 individuos. En todos los casos una sola de estas
sub-muestras dio positiva por lo que hay una probabilidad mayor al 99% de que sélo un
individuo por muestra sea positivo. Dado que la deteccion de transgenes se basé en la técnica
de DAS-ELISA, utilizandose PCR para confirmar transgenicidad (35S) e identificar el evento
involucrado (Mon810 o Btl1), los valores de frecuencias se calcularon en base a los datos
obtenidos por DAS-ELISA.

Tabla 2.
Analisis de la progenie de las cinco chacras no-GM con riesgo de polinizacién cruzada.
DAS-ELISA PCR*** Cultivo GM cercano
Caso Sitio| N2%+s/total* p** 35S |Mon810| Bti11 | Distancia (m) Evento
1.1 1/180 1/60 + - + 40
1 T 0120 =1/20 - 790 Mon810 + Bt11
2.1 0/120 < 1/40 - 380
2 2.2 0/120 < 1/40 - 180 Mon810
2.3 1/120 1/40 + + - 100
3 3.1 0/180 < 1/60 - 20 Mon810
4 4.1 1/764 1/255 + - + 330 Bt11
5 5.1 0/180 < 1/60 - 30 GM

* Frecuencia expresada como el nimero de individuos que expresan el transgen sobre el total de individuos
analizados para cada sitio.

** Frecuencia expresada como p con Pd del 95% (ver Materiales y Métodos).

*** Presencia del transgen detectada por PCR. 35S, marcador de transgenicidad; Mon810 y Bt11, marcadores
especificos de eventos. + indica presencia de la secuencia marcadora.

En los sitios en que no se tuvo ningln positivo por DAS-ELISA, el test de transgenicidad (35S) se hizo para
algunas muestras, no para todas.

Cabe aclarar que lo que se mide es la frecuencia con que se detect6 la expresion del transgen
y no la frecuencia de interpolinizacion. En realidad la frecuencia de interpolinizacion es

mayor dado que el maiz hibrido GM, del cual provino el polen parental, es hemicigoto para el
transgen (Devos et al. 2005) por lo cual sdlo la mitad de los granos de polen producidos en el
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cultivo GM portan el transgen. Ademas debe tenerse en cuenta que la deteccion por DAS-
ELISA implica que el transgen, para ser detectado, debe estar funcional para poder expresar
la proteina CrylAb. Si durante la produccion del gameto masculino, en el maiz parental GM,
se producen granos de polen que como consecuencia de la recombinacion contienen partes
del transgen que no expresan la proteina CrylAb completa en su descendencia, no seran
detectados por DAS-ELISA. Por PCR si se puede detectar la presencia de transgenes
truncados siempre que se conserven las secuencias de ADN reconocidas por los cebadores
utilizados. De hecho, en nuestro estudio se analizaron muestras que dieron negativas por
DAS-ELISA pero positivas por PCR. En los sitios 1.1 y 2.3, muestras en las que no se
detect6 la proteina CrylAb, si se identificé por PCR la presencia del promotor CaMV35S.
Ademas, se determind que el transgen presente correspondia al evento Btl1 en el primer caso
y Mon810 en el segundo. De todas formas estos datos no se tuvieron en cuenta a la hora de
calcular las frecuencias.

Figura 2. Esquema sobre

ot foto satelital del Caso 1.
- Sitio 1.1 En celeste se recuadra la
chacra de maiz no-GM. En
blanco se indican los sitios
muestreados. En rojo se
recuadra la chacra de maiz
GM. Esta chacra estaba
sembrada con un maiz
hibrido Mon810, en su borde
Norte tenia ensayos con
hibridos que portaban Bt11 o
Mon810. La barra blanca
indica 100 m.

En el caso 1 (Figura 2) se detectd presencia de la proteina transgénica en la progenie del
cultivo no-GM en el sitio 1.1. Este sitio correspondi6 al borde de una chacra de maiz no-GM
de 9 ha que se encontraba a 40 m de una chacra de maiz GM de mas de 60 ha sembrada en la
misma fecha. En este sitio, se colectaron 45 choclos de igual numero de plantas, a partir de
los cuales se produjeron 180 plantines. Hojas de estos plantines se analizaron en seis
muestras compuestas de 30 hojas provenientes de igual nimero de plantines. Una de estas
muestras dio positiva por DAS-ELISA (Tabla 2). Para confirmar que no hubiese mas de un
positivo, la muestra fue subdividida en tres sub-muestras de 10 plantines, dando positivo s6lo
una de ellas. Esto permite afirmar con una confianza mayor al 99,5% que s6lo uno de los 180
individuos analizados expresé el transgen. La transgenicidad de la muestra que dio positiva
por DAS-ELISA fue confirmada por PCR. Se determind que el transgen correspondio al
evento Btl1l. La chacra con maiz GM vecina tenia sembrado sobre el borde que daba a la
chacra de maiz no-GM, un ensayo con distintos hibridos de maiz GM, algunos de los cuales
portaban el evento Btll, y otros el evento Mon810. La frecuencia de individuos que
expresaron el transgen en la progenie del sitio 1.1 fue estimada en 1/60 para una Pd del 95%,
en base al tamafio de la muestra analizada (Tabla 2). En el sitio 1.2 de la misma chacra, pero



Interpolinizacidn entre cultivos de maiz GM y no-GM en Uruguay Pégina 9

a 190 m de la chacra con maiz GM no se detectd presencia de transgenes. Este resultado es
consistente con los obtenidos por otros autores, dado que las frecuencias de interpolinizacion
son usualmente mas altas en los bordes de la chacra receptora y decaen rapidamente debido a
un aumento en la competencia provocada por el polen producido por este cultivo (Devos et
al. 2005).

El caso 2 (Figura 3) correspondid a una chacra de maiz no-GM de 9.5 ha. En direccion NE a
esta chacra, habia un cultivo de unas 40 has de maiz GM portando el evento Mon810
sembrado dos dias antes. Entre ambos cultivos habia una cortina de eucaliptos de unos 30 m
de ancho. Al sur, a menos de 20 m habia otra chacra de maiz GM pero cuya siembra fue mas
tardia. Se muestrearon tres sitios de la chacra no-GM (Figura 3, Tabla 2). Se detecto la
presencia de transgenes en el sitio 2.3, el mas proximo (100 m) a la chacra con maiz Mon810
situada al NE. Para este sitio se analizaron 120 individuos de la progenie. En la muestra en la
cual se detecto la proteina CrylAb, se confirm¢é transgenicidad por PCR y se determin6 que
el transgen que portaba correspondié al evento Mon810. La frecuencia de individuos que
expresaron el transgen en la progenie del sitio 2.3, fue estimada en 1/40 para una Pd del 95%.
Al igual que para el Caso 1, en los sitios mas alejados de la chacra con maiz GM no se
detectod presencia de transgenes. Es interesante observar que, a pesar de la presencia de una
barrera de eucaliptos, hubo interpolinizacion.

Figura 3. Esquema
sobre foto satelital del
Caso 2..
En celeste se recuadra la
chacra de maiz no-GM.
En blanco se indican los
sitios muestreados. En
rojo se recuadran las
s chacras de maiz GM. Al
Sitio 2.3 L =t : Noreste de la chacra de
maiz no-GM hay una

Sitio 2.2 ' o ' chacra de maiz Mon810.
Se observa entre ambas
Sitio 2.1 una cortina de eucaliptos.

La chacra que estda mas
al Sur fue sembrada con
maiz GM pero mas tarde
que las otras dos. La
barra blanca indica 100
m.

En el caso 4 (Figura 4) se detectd polinizacion cruzada entre una chacra dedicada a la
produccion de semilla basica de una linea de maiz no-GM de unas 4.5 ha y otra chacra con
maiz GM portando el evento Btl1. A 330 m al Norte de la chacra de maiz no-GM, habia una
chacra de 2.5 ha de maiz Btl1 y 550 m al Noreste habia otra chacra de 28 ha con el mismo
maiz Btll. Las siembras del maiz no-GM y del maiz GM se hicieron con un dia de
diferencia. En este caso, en lugar de muestrear diferentes sitios dentro de la chacra con maiz
no-GM, se muestreo a partir de la semilla cosechada del cultivo. El tamafio de la muestra fue
mas grande dado que la misma es equivalente a haber tomado muestras al azar en toda la
chacra. De 764 plantines analizados, producidos a partir de la semilla muestreada, se obtuvo
un positivo por DAS-ELISA que fue confirmado por PCR. Por este método se determin6 que
el transgen que portaba esta muestra corresponde al evento Btl1. La frecuencia de individuos
que expresaron el transgen fue estimada en 1/255 para una Pd del 95%.
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Figura 4. Esquema sobre
foto satelital del Caso 4.

En celeste se destacan las
chacras de maiz no-GM. En
este caso no se muestreo por
sitios, sino sobre el grano
cosechado de ambas chacras
no-GM. En rojo se recuadran
las chacras de maiz GM
(Bt11). La distancia menor
entre las chacras no-GM vy
GM, fue de 330m. La barra
blanca indica 100 m.

Image ©20081DigitalGlobe
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En los casos 3 y 5 no se detectd interpolinizacion. En el primero de estos casos, si bien habia
coincidencia en la fecha de siembra, el desarrollo del hibrido transgénico fue notoriamente
mayor al del maiz no-GM. En el caso 5 la superficie del area sembrada con maiz GM era
unas seis veces menor a la del cultivo de maiz no-GM vecino, ademas de tener dos semanas
de diferencia en la fecha de siembra. La no deteccion de interpolinizacion puede deberse a
que efectivamente no la hubo debido a la no sincronizacion en las floraciones, o a que las
frecuencias de interpolinizacion con el transgen fueron mas bajas que las que se pueden
detectar con el tamafio de muestreo utilizado.

Conclusiones

En Uruguay existe flujo de transgenes desde cultivos comerciales de maiz GM hacia cultivos
de maiz no-GM. De cinco casos con potencial riesgo de polinizacion cruzada, en tres se
detecto la presencia del transgen en la progenie del cultivo no-GM. En esos tres casos, el
evento encontrado coincidid con el presente en el cultivo de maiz GM cercano, presunto
origen de la contaminacion.

El establecimiento de una distancia mayor a la reglamentaria de 250 m, en uno de los casos
analizados, no evité que existiera interpolinizacion. En ese caso, el cultivo de maiz no-GM
estaba a una distancia mayor a 330 m del cultivo de maiz GM.

En cuatro de los cinco casos con potencial riesgo de contaminacidn, la distancia entre los
cultivos de maiz no-GM y GM fue menor a la reglamentaria de 250 m. Se detectd
interpolinizacion en dos de estos cuatro casos. En uno de estos casos, en el cual la distancia
entre los cultivos fue de 100 m, la presencia de una barrera de 30 m de ancho de eucaliptos no
evitod la interpolinizacion.
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En los casos en que se muestred mas de un sitio dentro de una misma chacra de maiz no-GM,
se observd que la interpolinizacion se da con mayor frecuencia en los bordes mas cercanos al
cultivo de maiz GM vecino.

Este estudio constituye una primera aproximacion al conocimiento de la situacion real a nivel
de campo en Uruguay acerca del flujo de transgenes en maiz. El muestreo y el numero de
analisis realizados estuvieron acotados por la disponibilidad de recursos con que se contd
para su ejecucion. Es recomendable para proximos trabajos ampliar la zona de muestreo y
analizar para cado caso un mayor numero de individuos, a fin de aumentar la precision de las
estimaciones que se realizaron y la probabilidad de deteccion de frecuencias mas bajas de
contaminacion. El hecho de que tres de cinco casos con potencial riesgo de interpolinizacion
dieron como resultado la presencia de transgenes en la progenie no-GM, indica que este tipo
de contaminacion no es casual sino comun cuando las fechas de floracion coinciden y hay
vecindad de cultivos de maiz GM y no-GM, aun a distancias mayores a la reglamentaria.
Teniendo en cuenta que en las ultimas zafras el area sembrada con maiz GM ha ido en
aumento, se hace necesario monitorear el flujo de transgenes hacia maices no-GM de forma
de poder evaluar la aplicabilidad de la politica de coexistencia regulada.
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