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PRIMERA CAMPANA

1.- INTRODUCCION

En el primer afio de ensayos, se ha trabajado sobre las variedades modificadas
genéticamente de maiz PR33P67 y DKC 6575, derivadas de las variedades convencionales
P66 y Tietar respectivamente, y que portan el evento MON810. Los ensayos se llevaron a
cabo en campos de cultivo normalmente usados en el cultivo de maiz. El primero se
localizaba en la localidad de Marchamalo (Guadalajara) y el segundo en Yunquera de
Henares (Guadalajara), ambos situados en la cuenca del Henares.

Desde el 15 de Abril de 2004 hasta el 15 de Septiembre de 2004, se realizaron 5
muestreos, el primero de ellos antes de la siembra y el resto con la presencia de plantas. En
todos los casos, se recogieron muestras de suelo rizosférico procedentes de maiz
convencional, maiz transgénico y de los margenes de las parcelas, representando un suelo
similar no cultivado.

El suelo recogido se llevé al laboratorio y se midieron los siguientes parametros:

a) Transformaciones del nitrégeno (amonificacion, nitrificacion y desnitrificacion
potenciales).
b) Transformaciones del carbono (mineralizacién del carbono).

En ambos casos, se trata de parametros intimamente relacionados con la fertilidad del
suelo y que estan directamente relacionados con la actividad de los microorganismos del
suelo y para determinarlos se siguieron los procedimientos descritos en el siguiente
apartado.
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2.- MATERIAL Y METODOS

2.0. Disefio experimental

Las muestras se tomaron en dos campos de cultivo de maiz situados en la provincia
de Guadalajara, el primero en Marchamalo (sitio A) y el segundo en Yunquera de Henares
(sitio B). En ambos casos la toma de muestras se realiz6 una vez al mes durante 5 meses,
desde antes de la siembra hasta el final del ciclo del maiz.

En el primer tiempo de muestreo, antes de la siembra, (T0) se recogio:
- Suelo del campo de cultivo (TG-CV)
- Suelo cercano no cultivado (SC)

En cada uno de los siguientes muestreos (T1, T2, T3 y T4) se recogio:
- Suelo rizosférico de plantas de maiz convencional (CV)
- Suelo rizosférico de plantas de maiz transgénico (TG)
- Suelo cercano no cultivado (SC)

Se tomaron tres réplicas de cada tratamiento en cada campo y en cada muestreo.
2.1. Caracterizacion del suelo
2.1.1 Determinacién del nitr6geno amonio

A 10 g de suelo se le afiaden 100 mL de KCI 2 M y se mantiene en agitacién durante 1
h (Sahrawat, 1982). Posteriormente se valora el ibn amonio siguiendo el método de Berthelot,
aunque modificado por Weatherburn (Weatherburn, 1967; Hecht y Mohr, 1990).

Del extracto obtenido anteriormente se toman 10 mL a los que se afiaden 0,4 mL de
disolucién alcohdlica de fenol al 10 %, 0,4 mL de nitroprusiato sédico al 0,5 % y 1 mL de
disoluciéon oxidante (se prepara, mezclando 100 mL de una disolucion de citrato sédico que
contiene 100 g de C¢HsNaz0;. 2H,0O, 5 g de NaOH y 500 mL de agua, con 25 mL de una
disolucién de hipoclorito sodico 1,5 N). La mezcla se mantiene en reposo durante 1 h y
posteriormente se mide la absorbancia a 640 nm.

2.1.2. Determinacién del nitr6geno nitrato

Se afaden 10 mL de KCI 0,1 M a 2 g de suelo. Tras agitar durante 15 min, se
determina en el filtrado el nitrégeno nitrato por fotocolorimetria con un fotémetro Merck modelo
502130/SQ118. Los nitratos reaccionan con nitrospectal® para dar un compuesto de color rojo
intenso.

2.1.3. Determinacioén del carbono organico

La materia organica se determina por diferencia de peso. En un crisol de porcelana se
pesan 2 g de suelo y se lleva a calcinacion en mufla a 600 °C durante 4 h. Ya calcinada la
materia organica, se saca el crisol y se introduce en un desecador para evitar la hidratacion por
humedad del aire, y se pesa. La diferencia de peso expresada en porcentaje representa el
contenido en materia organica (Frostegard y Baath, 1996).

2.1.4. Medida del pH

Se realiza frente a agua destilada. Se mezclan 20 g de tierra y 20 mL de agua
destilada, agitandose la mezcla durante 20 minutos.
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2.2. Andlisis de los parametros relacionados con la actividad microbiana

2.2.1. Andlisis de la actividad enzimética potencial de los grupos funcionales
del ciclo del nitrégeno.

Los métodos que se describen a continuacion se basan en las directrices de
la OECD del afio 2000.

2.2.1.1. Determinacion del potencial amonificante

Para evaluar la amonificacién potencial se modifican las condiciones propuestas por
Aleff y Kleiner (1986). En recipientes de 100 mL se incuban 15 g de suelo en presencia de 0,09
g de asparagina, 0,15 mL de disolucién de oligoelementos, 3,75 mL de disolucién de
Winogradsky doble concentrada y agua destilada hasta capacidad de retencion maxima; los
recipientes se tapan con algodon para evitar la entrada de microorganismos y permitir la
transpiracion.

Se toman 5 g de la mezcla de cada recipiente al iniciarse la incubacién y otros tantos
tras la misma, verificada en oscuridad durante 72 h. En estas alicuotas se mide el amonio
producido (apartado 2.1.1), obteniéndose respectivamente Ng (nitrégeno mineralizado a tiempo
cero) y N; (nitrégeno mineralizado a tiempo t), el incremento de amonio en dicho periodo es el
potencial amonificante.

2.2.1.2. Determinacion del potencial nitrificante

Para la determinacién del potencial nitrificante se emplean las condiciones propuestas
por Robertson y Vitousek (1981). Se introducen 100 g de suelo en recipientes de 250 mL y se
incubaran con 0,016 g de (NH,),SO,, cantidad suficiente para que la concentraciéon de amonio
esté entre 10 y 800 ppm. Por debajo de 10 ppm el amonio es limitante para la nitrificacion
(Verstrate, 1981), y por encima de 800 ppm se inhibe el proceso (Jones y Hedlin, 1970).

Se toma una muestra de suelo de cada recipiente al inicio de la incubacién y se
determina el contenido en nitrato. Tras 20 dias en oscuridad a 21 °C, se procede a medir el
contenido en nitrato segun se describid en el Apartado 2.1.2. El incremento de nitrato durante
dicho periodo constituye el potencial nitrificante. Durante la incubacion se pesan los recipientes
cada 48 horas para reponer con agua destilada estéril las pérdidas de humedad.

2.2.1.3. Determinacion del potencial desnitrificante

Se efectda por el método de inhibicién por acetileno (Yoshinari y Knowles, 1976;
McKenney et al., 1996), en las condiciones dadas por Vinther (1984). Se toman 100 g de suelo
a los que se afiaden un 2,5 % de glucosa y agua hasta capacidad de retencion maxima; en
estas condiciones se incuba en recipientes estanco de 600 mL, en los que se ha sustituido el
10 % de la atmésfera por acetileno, durante 96 h a temperatura ambiente.

El éxido nitroso producido se evalla con un cromatégrafo de gases equipado con un
detector de conductividad térmica (TCD) y una columna Chromosorb-101 (malla 80/100) de
200 cm de longitud y 0,2 cm de diametro en las siguientes condiciones:

Temperatura de la columna: 40 °C
Temperatura del inyector: 50 °C
Temperatura del detector: 100 °C
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Gas portador: Helio
Flujo del gas portador: 20 mL/min
Volumen de la muestra: 1 mL

2.2.2. Andlisis de las transformaciones del carbono organico mediante la
medida de produccidn de didxido de carbono (respiracion potencial).

Los métodos que se describen a continuacion se basan en las directrices de
la OECD del afio 2000.

Para establecer la produccion de CO, se sigue el mismo protocolo que en la
desnitrificacion, tanto en las condiciones de incubacion como de cromatografia. La columna y
condiciones empleadas permiten separar el CO, del resto de los gases (Llinares et al., 1991) y
por lo tanto conocer su produccion en moles de gas por gramo de suelo y hora.
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3.- RESULTADOS

3.1. Resultados de la variedad con MON 810 cultivada en Marchamalo
(Localidad A, variedad PR33P67)

3.1.1. Resultados de la caracterizacion del suelo
3.1.1.1. Determinacion del nitrégeno amonio

En la Figura 1 se muestran los resultados de amonio. La cantidad de amonio en el
primer tiempo de muestreo, antes de la siembra (TO) es similar en los tres suelos (TG, CV y
SC). Pero a partir del siguiente muestreo empiezan a aparecer diferencias en la cantidad de
amonio, diferencias que dependen del momento de muestreo, siendo la mas llamativa el
aumento en la cantidad de amonio en la rizosfera de plantas transgénicas en T3.
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Figura 1. Determinacién del nitrégeno amonio en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica
(con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de
muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.

En la figura 2 se presenta la media de la cantidad de amonio entre los distintos
muestreos, excepto TO cuya medida de amonio no se ha incluido en esta media, ya que lo
que interesa es apreciar las posibles diferencias, si las hubiera, entre plantas transgénicas y
convencionales, y en TO no habia plantas. Aunque no existen diferencias significativas se
puede observar que, como tendencia, en los suelos cultivados (con plantas transgénicas o
convencionales) la cantidad de amonio es mayor que en el suelo sin cultivar.
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Figura 2. Media de la cantidad de amonio de los muestreos T1, T2, T3y T4.
Anova no significativo.

3.1.1.2. Determinacion del nitrdgeno nitrato

En la figura 3 se presentan los resultados de las medidas de nitratos. Cabe destacar
los altos valores de nitratos en TO en los suelos de cultivo (TG y CV), valores que en T1
disminuyen para dar los valores mas bajos de toda la campafia. Esta disminucién de
nitratos en T1 puede ser debida a un aumento de la demanda por parte de las plantas
durante el proceso de crecimiento entre TO y T1. En el siguiente muestreo (T2) aumenta de
nuevo la cantidad de nitratos en el suelo, ya que dos dias antes de este muestreo
adicionaron urea al campo de cultivo.

300 -

H o
H o

N
o
o
I
[a})

N
o
o
I
[oB)
o)

(on
O

—
-

100

Nitrato pg / g suelo
=
a1
o
.I
QD
QD

al
o
1
9]
o
)
.|
f

f

TO T1 T2 T3 T4

‘DATG OACV OASC

Figura 3. Determinacién del nitrégeno nitrato en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica
(con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de
muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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En la figura 4 se puede observar que la cantidad de nitratos (media de los valores de
nitrato de los distintos momentos de muestreo excepto TO) en los tres es muy similar, y de
hecho no se encontraron diferencias estadisticas.
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Figura 4. Media de la cantidad de nitrato de los muestreos T1, T2, T3y T4. Anova
no significativo.

3.1.1.3. Determinacion del carbono organico

En la figura 5 se presentan los valores de carbono orgéanico. En las rizosferas de maiz
convencional, asi como en el suelo sin cultivar no se observan diferencias significativas en la
cantidad de materia organica entre los diferentes momentos de muestreo. En cambio, la
rizosfera de maiz transgénico presenta variaciones significativas en la cantidad de carbono que
varian entre 6.7% y 4.2% en los distintos momentos de muestreo. En la figura 6 estan
representados estos mismos valores a lo largo el tiempo, y en ella se puede observar que en
TO no hay diferencias, pero a partir de T1 hay menos carbono organico en las rizosferas de
plantas transgénicas que en el suelo sin cultivar; y la rizosfera de plantas convencionales tiene
un contenido en materia organica similar al de las transgénicas (en T1 y T4) o similar al del
suelo libre de cultivo (en T2y T3).

La ausencia de variacion en el porcentaje de carbono organico en TO, asi como
variaciones en este parametro a partir de T1, se puede explicar debido a que a partir de T1
ya hay plantas cuyos exudados van a determinar en cierta medida el porcentaje de carbono
organico del suelo. Por tanto, en los casos en los que no se observan diferencias
significativas de porcentaje de carbono se puede pensar que es debido a que esas plantas
tienen similares patrones de exudacion (figura 6).

10
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Figura 5. Determinacion del carbono organico en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica
(con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento, letras
iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 6. Determinacion del carbono organico en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica
(con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de
muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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3.1.1.4. Medida del pH

En las figuras 7 y 8 se muestran las medidas de pH. No existen diferencias
significativas en los valores de pH de las rizosferas ni de plantas transgénicas ni
convencionales entre los distintos momentos de muesteo (figura 7) siendo ademas estos
valores de pH muy similares entre las rizosferas de plantas convencionales y transgénicas.

] ab b 5 ap 3

pH
O FRLPNWPMOGIO N OO
|

ATG ACV ASC

BTO@MTI OT2OT3 OT4

Figura 7.Valores de pH en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV: suelo cultivado con
la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON 810). Las letras
indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay
diferencias estadisticas.
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Figura 8.Valores de pH en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV: suelo cultivado
con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON 810). Las
letras indican la significacién estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales
indica que no hay diferencias estadisticas.
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Los valores de pH del suelo sin cultivar son méas altos que los del suelo cultivado con
plantas transgénicas o convencionales; estos valores de pH del suelo sin cultivar, ademas
varian significativamente entre los diferentes momentos de muesteo (figuras 7 y 8). La
similitud en el valor de pH de los dos suelos cultivados, bien con plantas transgénicas bien
con plantas convencionales, puede ser debida a:
- que el “manejo agricola” del suelo es el mismo, y este manejo no se lleva a cabo en
el suelo sin cultivar cercano (ASC).
- que el tipo de plantas en el suelo cultivado es s6lo maiz, mientras que en el suelo
no cultivados crecen de forma espontanea diversas especies de herbaceas.

3.1.2. Resultados del andlisis de los pardmetros relacionados con la
actividad microbiana.

3.1.2.1. Resultados de los analisis de la actividad enzimatica
potencial de los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno.

3.1.2.1.1. Potencial amonificante

Como se observa en la figura 9 el potencial amonificante en TO es similar en los tres
tratamientos. En los dos siguientes muestreos (T1 y T2) el valor del potencial amoficante
aumentd, sobre todo en el suelo rizosférico de plantas transgénicas (siendo estas
diferencias significativas), este aumento puede deberse al incremento en los niveles de
exudacion a medida que se desarrollan las plantas. Y en los dos Ultimos muestreos, el valor
del potencial amonificante cae y llega a tener valores negativos (en T3); existen dos
explicaciones posibles a esta disminucién del potencial amonificante:

— En T3 la cantidad de amonio en el suelo es mucho mayor que en otros momentos
de muestreo (figura 1) y esto inhibe el proceso de amonificacion.

— El granizo caido unos dias antes del muestreo T3, dafidé la parte aérea
fotosintética de las plantas pudiendo ésto disminuir la cantidad de exudados.

Los valores de potencial amonificante del suelo cultivado con plantas transgénicas
y del suelo sin cultivar son semejantes y mas altos que los de plantas convencionales
(figura 10). Se puede observar que es exactamente la tendencia inversa que en el caso de
la medida de amonio (figura 2), esto indica que el suelo sin cultivar y el suelo rizosférico de
las plantas transgénicas mineralizan mas materia organica nitrogenada, aumentando asi la
fertilidad del suelo (si bien no existen diferencias significativas).

13
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Figura 9. Potencial amonificante en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV: suelo
cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON
810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo,
letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 10. Media de potencial amonificante de los muestreos T1, T2, T3y
T4. Anova no significativo.

3.1.2.1.2. Potencial nitrificante

El potencial nitrificante (figura 11) en el primer momento de muestreo tiene valores
negativos. En los tres muestreos siguientes aumenta, y sélo en T1 para la rizosfera de
plantas transgénicas es significativamente mayor que para los otros dos (rizosfera de
plantas convencionales y suelo sin cultivar). Por Ultimo, en el Gltimo mes, los valores de
potencial nitrificante vuelven a disminuir. Parece, igual que ocurria para el amonio y el
proceso de amonificacion, que se puede observar una relacion inversa; si se observan las

14
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figuras 3 y 11, se puede apreciar que en los momentos de muestreo en los que hay mayor
cantidad de nitratos en el suelo es cuando el proceso de nitrificacion (potencial nitrificante)
es menor, ya que se ve inhibido por la gran concentracion del producto de la reaccion.

Por otra parte también existe una relacion entre los procesos de amonificacion y
nitrificacion; en las figuras 9 y 11 se puede apreciar que existe un desacople entre estos dos
procesos en T3y T4. Este hecho puede explicarse porque en
T3 la concentracién de amonio en los suelos cultivados con las plantas transgénicas y
convencionales eran elevadas, lo que provocaba una aceleracion del proceso nitrificante y
una inhibicién del proceso amonificante por exceso de producto. Esto se ve ya compensado
en T4 cuando los niveles de amonio han disminuido y se vuelve a activar el proceso
amonificante desaceleradose el proceso nitrificante.

La media de los valores de potencial nitrificante de todos los muestreos excepto TO
se presenta en la figura 12 El mayor valor de potencial nitrificante lo presenta el suelo
rizosférico de plantas de maiz convencionales, pero no se encontraron diferencias

estadisticas.
&
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Figura 11. Potencial nitrificante en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV: suelo
cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON
810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras
iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 12. Media de potencial nitrificante de los muestreos T1, T2, T3y T4.
Anova no significativo.
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Figural3. Potencial desnitrificante en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV: suelo
cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON
810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales
indica que no hay diferencias estadisticas.

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos en la produccién de 6xidos de
nitrégeno. Un mes después de la siembra (T1) no se obtuvieron valores de produccién de
N,O detectables con la técnica y equipo utilizados. Dos meses después de la siembra (T2),
se pudo observar una mayor produccién de éxidos de nitrdgeno en los suelos cultivados
gue en los no cultivados (en los que no se detecto desnitrificacion), si bien las diferencias no
fueron significativas. Tres meses después de la siembra (T3) se encontraron valores
significativamente mas bajos en el suelo cultivado con la variedad convencional con
respecto a los otros dos (suelo sin cultivar y suelo sembrado con la variedad modificada
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genéticamente). Cinco meses después de la siembra (T4) son los valores del suelo sin
cultivar los que aumentan significativamente con respecto a los otros dos.

Hay que destacar que en los dos suelos cultivados, independientemente de que sea
transgénica o no, la presencia de la planta hace disminuir significativamente la produccién
de oxidos de nitrégeno. Estos altos valores de potencial desnitrificante en TO, sobre todo en
el suelo de cultivo, coinciden con los valores de nitratos mas altos, que también se
encuentran en TO (figura 3). No se puede encontrar una relacion con la cantidad de materia
organica (figura 5) (relaciéon que cabria esperar debido a la gran cantidad de energia que
requiere el proceso de desnitrificacion) ya que el porcentaje de carbono organico es alto y
constante en los distintos tratamientos, por lo que no se convierte en limitante. En general,
los bajos valores de potencial desnitrificante pueden ser debidos a que este proceso
también requiere condiciones de anaerobiosis, y durante toda la etapa de cultivo no se han
dado las condiciones necesarias, ya que en cualquier campo de cultivo hay una humedad
mas o0 menos adecuada para las plantas pero sin llegar al encharcamiento (excepto en otros
tipos de cultivos, como los arrozales) que confiere estas condiciones de anaerobiosis.

En la figura 14 se representa la media de produccion de 6xidos de nitrégeno
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto TO. Aunque no es significativo,
el suelo no cultivado, tiene de forma global una produccion mayor de N,O que los suelos
cultivados (con plantas transgénicas o convencionales).

nmol N2O /g y hora
N

ATG ACV ASC

Figura 14. Media de produccion de N,O de los muestreos T1, T2, T3 y T4.
Anova no significativo.

3.1.2.2. Resultados del analisis de las transformaciones del
carbono organico mediante la medida de produccion de
diéxido de carbono (respiracion potencial).

En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos en la produccién de didxido de
carbono. Sélo tres meses después de la siembra (T3) se observan aumentos significativos
en el suelo cultivado con la variedad modificada genéticamente con respecto a los otros,
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aumentos que no parecen relacionados con la cantidad de materia organica liberada por
exudacion (figuras 5y 6) y si tal vez con su calidad. Al final del experimento, es el suelo sin
cultivar el que tiene los valores mas altos. Hay que destacar la disminucion significativa que
se produce en los dos suelos cultivados al final del experimento. Se puede observar como el
comportamiento de ambos suelos cultivados es similar a lo largo del tiempo, a medida que
aumenta la biomasa fotosintética de las plantas aumenta la cantidad de exudados y ésto
hace que aumente la respiracion de los microorganismos a lo largo de los distintos
muestreos. Sin embargo, en la rizosfera de plantas de maiz en el Gltimo muestreo se
produce un descenso drastico de la respiracion de los microorganismos; esto se debe a que
en este momento de su ciclo las plantas estan utilizando gran parte de la energia para la
formacién de frutos, esto hace que la exudacién sea menor y por tanto la respiracién de los
microorganismos disminuya.

%] []
0

ATG ACV ASC

‘DTO EBTLOT2 073 mT4 ‘

Figural5. Respiracion potencial en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV: suelo
cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON
810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales
indica que no hay diferencias estadisticas.

En la figura 16 se representa la media de produccién de diéxido de carbono
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto TO. No se observan diferencias
significativas.
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Figura 16. Media de produccién de CO; de los muestreos T1, T2, T3 y T4.
Anova no significativo.
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3.2. Resultados de la variedad con MON 810 cultivada en Yunquera de
Henares (Localidad B, variedad DKC 6575)

3.2.1. Resultados de la caracterizacion del suelo
3.2.1.1. Determinacion del nitrégeno amonio
Sélo aparecen diferencias significativas en la cantidad de amonio en T3, en el que
la cantidad de amonio de la rizosfera de plantas convencionales es mayor que en la otras

dos, y en T4 en el que el suelo sin cultivar es el que tiene mayor cantidad de amonio (figura
17).

25 -
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<C 5 ‘|'
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T0 T1 T2 T3 T4

‘EIBTGEIBCVEIBSC‘

Figura 17. Determinacion del nitrdgeno amonio en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo
sin cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada
momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 18. Media de la cantidad de amonio de los muestreos T1, T2, T3 y T4.
Anova no significativo.

La media de los valores de amonio de los distintos muestreos excepto TO se
presenta en la figura 18 Como se observa en la figura, los valores de amonio mas bajos los
presenta el suelo sin cultivar, sin embargo estas diferencias no son significativas

3.2.1.2. Determinacién del nitrégeno nitrato
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Figura 19. Determinacion del nitrégeno nitrato en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin
cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional, BTG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada
momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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La mayor cantidad de nitratos se encontré en el primer tiempo de muestreo (T0)
para los dos suelos cultivados (con plantas transgénicas y convencionales). A partir del
siguiente muestreo, los valores de nitratos son mucho méas bajos para los tres tratamientos
(figura 19). La cantidad de nitratos disminuye a partir de T1 (igual que ocurria en el campo
A) porque en el momento que empiezan a salir las plantas necesitan utilizar esos nitratos
del suelo, pero a diferencia del campo A, los valores de nitratos se mantienen bajos a lo
largo de toda la campafia, a pesar de que se fertilizé con urea después del muestreo de T1.
Esto puede indicar que entre el muestreo de T1 (mayo) y T2 (junio), los procesos de
mineralizacién, absorcion radical y posibles perdidas por lixiviacibn han sido lo
suficientemente rapidos como para que no se hayan detectado grandes diferencias en la
concentracién de nitrato en el suelo.

Los valores medios de nitratos en suelos cultivados con plantas convencionales
fueron significativamente mayores que los del suelo sin cultivar, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre el suelo cultivado con plantas transgénicas y con
plantas convencionales. (figura 20).
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Figura 20. Media de la cantidad de nitrato de los muestreos T1, T2, T3y T4.
Las letras indican la significacién estadistica, letras iguales indica que no hay
diferencias estadisticas.

3.2.1.3. Determinacion del carbono organico

El porcentaje de carbono organico, que inicialmente (T0) es de 5.16 en el campo de
cultivo, en los siguientes muestreos difiere entre plantas convencionales y transgénicas:
siempre es algo mayor en las plantas convencionales que en las transgénicas pero las
diferencias son minimas ya que en las plantas convencionales varia entre el 6 y el 6.4 % y
en las transgénicas entre el 4.6 y el 6 %, ademas, en el Ultimo momento de muestreo los
valores se igualan para ambos tipos de plantas (figuras 21y 22)
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Figura 21. Determinacién del carbono organico en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin
cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada
tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 22. Determinacion del carbono orgéanico en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin
cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada
momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.

3.2.1.4. Medida del pH

El valor de pH del suelo rizosférico de plantas transgénicas es de aproximadamente
8 en todos los muestreos excepto en el segundo muestreo (T1) en que observamos un
incremento significativo de este pH hasta 8.4 (figura 23). En el suelo cultivado con la
variedad convencional no hay diferencias significativas de pH entre los distintos muestreos.
Y en el suelo sin cultivar sélo en el primer muestreo (TO) el valor de pH es significativamente
mas bajo que en el resto de muestreos (figura 23). En la figura 24 se representan los
mismos valores de pH pero representando los distintos muestreos en el eje de las x. Se
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puede observar de nuevo que los valores de pH de los suelos cultivados, bien con plantas
transgénicas o bien con plantas convencionales, son bastante similares entre si, sélo existe
una gran diferencia entre ellos en T1.

8,6
8,4
8,2

7.8 -
7,6 -
74 -
7,2

BTG BCV BSC

ETO@TIOT2OT3 OT4

Figura 23.Valores de pH en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar; BCV: suelo
cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON
810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales
indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 24.Valores de pH en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar; BCV: suelo
cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON
810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo,
letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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3.2.2. Resultados del Analisis de los parametros relacionados con la
actividad microbiana.

3.2.2.1. Resultados de los Analisis de la actividad enzimatica
potencial de los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno.

3.2.2.1.1. Potencial amonificante

Como se observa en la figura 25, no se encontraron diferencias significativas entre
los tres tratamientos en el valor del potencial amonificante en ninguno de los momentos de
muestreo. Este valor es mas alto al principio (en TO y T1 est& alrededor de 0.008 Og / g
suelo y hora), disminuye en los dos muestreos siguientes (T2 y T3, alrededor de 0.005 (g /
g suelo y hora) y en T4 es cuando de midi6 el potencial amonificante mas bajo (alrededor de
0.0017 Og / g suelo y hora). La disminucién del potencial amonificante en T4, puede
deberse al fuerte granizo caido alrededor del muestreo anterior que dafid a las plantas, en
concreto las hojas; esto reduce la capacidad fotosintética de las plantas y por tanto los
niveles de exudacién. Los exudados también disminuyen a medida que se van
desarrollando los frutos, porque los fotosintatos se traslocan preferentemente a estos frutos,
y esto tambiém explica la disminucién del potencial amonificante, sobre todo en los Ultimos
muestreos (figura 25).

0,7 ~

0,6 -

S

—
-

L

-
S

0,5 4 a a
T

0,3 -

Lo

0,1 - a

o [ ]

TO T1 T2 T3 T4

Potencial Amonifpg /g suelo y hora
_'
_‘

‘EIBTG EIBCVEIBSC‘

Figura 25. Potencial amonificante en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar; BCV:
suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con
MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo,
letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 26. Media del potencial amonificante de los muestreos T1, T2, T3y T4.
Anova no significativo.

3.2.2.1.2. Potencial nitrificante

En la figura 27 se presentan los valores obtenidos para el potencial nitrificante. El
perfil de estos valores a lo largo del tiempo es muy similar al del potencial nitrificante en el
otro campo (A). Valores negativos de nitrificacion en TO, que se recuperan en Tl y se
mantienen asi hasta T3, y en T4 los valores de nitrificacion son practicamente cero. Los
valores negativos de nitrificaciéon en TO en el campo de cultivo, coinciden con los valores
mas altos de nitratos (figura 19) ya que el nitrato, al ser el producto de la reaccién de
nitrificacion, la inhibe.
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Figura 27. Potencial nitrificante en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar; BCV: suelo
cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con MON 810). Las letras
indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay
diferencias estadisticas.
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En la figura 28 aparecen representados los valores medios de potencial nitrificante a
lo largo de todos los muestreos (excepto T0). El valor mas alto es el del suelo rizosférico de
plantas transgénicas y el mas bajo el de el suelo sin cultivar. Sin embargo, no existen
diferencias significativas entre los tres tratamientos.
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Figura 28. Media del potencial nitrificante de los muestreos T1, T2, T3 y T4.
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3.2.2.1.3. Potencial desnitrificante

En la figura 29 se muestran los resultados obtenidos en la produccién de éxidos de
nitrégeno. Un mes (T1) y tres meses (T3) después de la siembra se encuentran valores
significativamnte menores que en el resto de tiempos de muestreo. En estos momentos, los
dos suelos cultivados muestran valores menores que el suelo no cultivado. Los dos suelos
cultivados muestran similares comportamientos. Al final del experimento, los dos, muestran
valores significativamente mayores que en momentos anteriores, exceptuando el primer
muestreo (antes de la siembra). Los altos niveles de desnitrificacién antes de la siembra
(TO) coinciden con los mayores niveles de de nitratos (sustrato del proceso de
desnitrificacion). Igual que ocurria en el campo A, el carbono organico no parece limitante.

En la figura 30 se representa la media de produccion de Oxidos de nitrégeno
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto TO. En este caso los dos suelos
cultivados (bien con plantas modificadas genéticamente, bien con plantas convencionales)
muestran valores muy similares, y es el suelo sin cultivar el que presenta los valores mas
altos, aunque esta diferencia no es significativa.
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Figura 29. Potencial desnitrificante en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar;
BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad transgénica
(con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento,
letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 30. Media del potencial desnitrificante de los muestreos T1, T2, T3 y
T4. Anova no significativo.

3.2.2.2. Resultados del Anédlisis de las transformaciones del carbono
organico mediante la medida de produccion de diéxido de
carbono(respiracion potencial).

En la figura 31 se muestran los resultados obtenidos en la produccién de diéxido de
carbono. Hay que destacar la disminucion significativa que se produce en los dos suelos
cultivados al final del experimento. Se puede observar como el comportamiento de ambos
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suelos cultivados es similar a lo largo del tiempo, aumenta en los tiempos intermedios a
medida que la planta desarolla superficies fotosintéticas cada vez mayores y por tanto cada
vez produce mas cantidad de exudados, lo que a su vez hace que aumente la respiracion
de los microorganismos del suelo. Sin embargo, en el Ultimo muestreo, la respiracion es
mucho menor, debido a que los niveles de exudacion de la planta disminuyen en el
momento de formacién de los frutos, ya que gran parte de la energia se dedica a la
formacién de éstos. En el caso del suelo sin cultivar, al desarrollarse plantas de menor porte
(leguminosas, gramineas, brasicaceas, todas ellas ruderales) y de ciclo fenolégico corto, el
proceso se evidencia en T3.

En la figura 32 se representa la media de produccién de dioxido de carbono
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto TO. Aunque no es significativo,
el suelo cultivado con la planta modificada convencional, tiene de forma global una
produccién mayor de CO, que los suelos cultivados con la variedad modificada
genéticamente.
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Figura 31. Respiracion potencial en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar; BCV:
suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad transgénica (con
MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento, letras
iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 32. Media de la produccién de CO, de los muestreos T1, T2, T3y T4.
Anova no significativo.

En las figuras 33, 34, 35 y 36 se muestran, a modo de resumen, los resultados de
los dos suelos ensayados al mismo tiempo. Los datos representados en todos los casos son
las medias de todos los tiempos de muestreo de las actividades enzimaticas del ciclo del
nitrégeno y la respiracion potencial.
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Figura 33. Media del Potencial Amonificante teniendo en cuenta los tiempos de
muestreo T1, T2, T3 y T4 de los dos campos (A y B). No se detectaron
diferencias significativas.
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Figura 34. Media del Potencial Nitrificante teniendo en cuenta los tiempos de
muestreo T1, T2, T3 y T4 de los dos campos (A y B). No se detectaron
diferencias significativas.
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Figura 35. Media del Potencial Desnitrificante teniendo en cuenta los tiempos
de muestreo T1, T2, T3 y T4 de los dos campos (A y B). No se detectaron
diferencias significativas.
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Figura 36. Media de la produccion de CO, teniendo en cuenta los tiempos
de muestreo T1, T2, T3 y T4 de los dos campos (A y B). No se detectaron
diferencias significativas, excepto en el suelo sin cultivar (p< 0.05).
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En base a los resultados obtenidos, podemos indicar las siguientes
conclusiones:

1.

Comparando los suelos cultivados (con variedad convencional o modificada
genéticamente) con los no cultivados, dentro de cada campo, se encontraron
algunas diferencias que en la mayoria de los casos no fueron significativas.
Estas diferencias resultan obvias, ya que los primeros estan expuestos a un
manejo agricola y los segundos no. Por otro lado tenemos que indicar
ademas, que este suelo que hemos denominado no cultivado es en
realidad un suelo adyacente a la parcela cultivada que no tenia ningin
manejo agricolay en el que crecia una comunidad vegetal muy diversa. El
hecho de haber escogido este suelo no fue una decisién arbitraria, se
gueria estudiar si la condicién de transgénico tiene una menor incidencia
sobre la comunidad microbiana del suelo que los manejos agricolas, y asi
lo muestran los resultados.

Tanto la desnitrificacion potencial como la respiraciéon potencial alcanzan
valores inferiores en las variedades convencionales y modificadas cultivadas
con respecto al suelo no cultivado. Esta conclusion se verifica en los dos
campos ensayados. Este aspecto resulta importante sobre todo respecto a
la desnitrificacion ya que las pérdidas de nitrégeno en los suelos cultivados se
minimizan con respecto a los suelos no cultivados.

En los dos campos de cultivo ensayados, se observa una tendencia hacia
un mejor reciclado del nitrégeno organico en los suelos cultivados que en los
no cultivados. Esta tendencia (si bien no hay diferencias significativas) es
mas marcada en la rizosfera de las plantas transgénicas. En este aspecto se
puede ver que las caracteristicas fisico-quimicas del suelo juegan un
importante papel, ya que en el campo de cultivo A el proceso que se ve
activado bajo la presencia de las plantas transgénicas es la amonificacién
mientras que en el campo de cultivo B es la nitrificacion. Tampoco
podemos descartar que al tratarse de dos variedades transgénicas
procedentes de ecotipos diferentes se produzcan algunas diferencias en la
exudacion radical que puedan estar influyendo en lo comentado
anteriormente. Este argumento puede servir de igual modo en las
variedades convencionales en las que también se observan estas
diferencias.

Por los datos obtenidos, no existen diferencias significativas entre la variedad
convencional y la variedad modificada genéticamente si bien hay una ligera
tendencia hacia un mejor reciclado del nitrégeno (fertilidad del suelo) en
los suelos cultivados con la variedad transgénica que en la convencional.
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5.- INTRODUCCION

En el segundo afio de ensayo, se ha trabajado sobre las mismas variedades
modificadas genéticamente y convencionales de maiz que el primer afio, y en los mismos
campos de cultivo en los que las variedades convencional y transgénica fueron sembradas
en las mismas parcelas que el afio anterior (ver apartadol).

Desde el 21 de Abril de 2005 hasta el 12 de Septiembre de 2005, se realizaron 5
muestreos, el primero de ellos antes de la siembra y el resto con la presencia de plantas. En
todos los casos, se recogieron muestras de suelo rizosférico procedentes de maiz
convencional, maiz transgénico y de un suelo cercano no cultivado.

El suelo recogido se llevo al laboratorio y se midieron los siguientes parametros:

a) Transformaciones del nitrégeno (amonificacion, nitrificacion y desnitrificacion
potenciales).
b) Transformaciones del carbono (mineralizacién del carbono).

En ambos casos, se trata de parametros intimamente relacionados con la fertilidad del
suelo y que estan directamente relacionados con la actividad de los microorganismos del
suelo y para determinarlos se siguieron los procedimientos descritos en el siguiente
apartado.
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6.- MATERIAL Y METODOS

El disefio experimental seguido es el mismo que en la primera campafa y aparece
descrito en el apartado 2.0. de este informe. Asi mismo, la caracterizacion fisico-quimica del
suelo y los andlisis de los parametros relacionados con la actividad microbiana se determinaron
siguiendo los métodos descritos en los apartados 2.1.y 2.2.
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7.- RESULTADOS

7.1. Resultados de la variedad con MON 810 cultivada en Marchamalo
(Localidad A, variedad PR33P67)

7.1.1. Resultados de la caracterizaciéon del suelo
7.1.1.1. Determinacion del nitrégeno amonio

En la figura 37 se muestran los resultados de amonio. En T5 (sin la presencia de
plantas) no existen diferencias significativas. Sin embargo, a partir de T6 la presencia de
plantas induce cambios en la concentracion de amonio provocando diferencias
significativas, siendo destacable la mayor cantidad de amonio en la rizosfera de las plantas
transgénicas que en la rizosfera de las plantas convencionales y que el suelo sin cultivar.
Teniendo en cuenta que tanto los manejos agricolas como las condiciones ambientales
afectan igual a unas que a otras, las diferencias pueden ser justificadas por un efecto
diferencial de los exudados radicales, que deben ser distintos en calidad y cantidad. En T9
se igualan los valores en los campos cultivados y con cantidades menores que al comienzo
de la campafia. Estos resultados pueden estar en relacién con que en T9 las plantas
disminuyen la liberacion de exudados porque requieren un aporte de nutrientes muy
importante para la formacién de los frutos.

60

|_,

N
o

w
o
I

a ab 1

AT—‘ b
a a
0 ==

T5 T6 T7 T8 T9

N
o

Amonio ug /g suelo

=
o
I

‘DATG @A CV DASC‘

Figura 37. Determinacion del nitrdgeno amonio en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo
sin cultivar; ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la
variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p<
0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias
estadisticas

En la figura 38 se presenta la media de la cantidad de amonio entre los distintos
muestreos, excepto T5 cuya medida de amonio no se ha incluido, ya que lo que
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interesa es apreciar las posibles diferencias, si las hubiera, entre plantas
transgénicas y convencionales, y en T5 no habia plantas. Se observé que la cantidad de
amonio en las rizosferas de plantas transgénicas fue significativamente mayor que en las
convencionales y los valores de amonio en el suelo sin cultivar se situaron en valores
intermedios. Estos datos parecen indicar un efecto diferencial de los exudados de las
plantas. Los exudados de las plantas transgénicas parecen mejorar el reciclado de la
materia organica nitrogenada, lo que repercute en la concentracién de amonio en la
rizosfera.
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Figura 38. Media de la cantidad de amonio de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Las letras
indican la significacion estadistica; letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.

7.1.1.2. Determinacion del nitrégeno nitrato

En la figura 39 se presentan los resultados de las medidas de nitratos. En los dos
primeros momentos de muestreo no existen diferencias en la cantidad de nitratos entre
plantas transgénicas, convencionales y suelo sin cultivar. En T7 cabe destacar un
incremento de la cantidad de nitratos, probablemente debida a la adicion de algun
fertilizante nitrogenado al campo de cultivo a finales del mes de mayo (T6), momento a
partir del cual los requerimientos nutricionales de la planta aumentan mucho por las
condiciones ambientales y por la propia fisiologia de la planta (floracion y fructificacion)
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Figura 39. Determinacién del nitrdgeno nitrato en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo
sin cultivar; ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la
variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p<
0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias
estadisticas

En la figura 40 se puede observar que la cantidad de nitratos (media de los valores de
nitrato de los distintos momentos de muestreo excepto T5) en los tres es muy similar (valores
entre 170y 200 g nitrato / g suelo) y, de hecho, no se encontraron diferencias estadisticas. El
manejo del nitrato en los sistemas agricolas esta muy intervenido por la mano del hombre, ya
gue es un nutriente que se pierde con mucha facilidad del sistema, tanto a través de la
lixiviacion como por el proceso desnitrificante. Por este motivo, pensamos que, en este caso, el
factor manejo tiene mucha mas importancia sobre los datos encontrados que el efecto de los
exudados radicales.
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Figura 40. Media de la cantidad de nitrato de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova no
significativo.

7.1.1.3. Determinacion del carbono organico

En la figura 41 se presentan los valores de carbono organico. Las variaciones
detectadas a lo largo del experimento son andlogas en las tres rizosferas. En el suelo sin
cultivar no se observan diferencias significativas en la cantidad de materia organica entre los
diferentes momentos de muestreo. En cambio, las rizosferas de maiz transgénico y
convencional presentan variaciones significativas en la cantidad de carbono, encontrandose los
mayores valores de materia organica en T5 y T8. En la figura 42 estan representados estos
mismos valores a lo largo el tiempo, y en ella se puede observar que en T5 y T8 no hay
diferencias significativas entre tratamientos, pero en los demas momentos de muestreo, hay
mas carbono organico en el suelo sin cultivar que en el suelo cultivado (con planta transgénica
0 convencional).

La cantidad de carbono organico es mayor en el suelo no cultivado (figura 41), lo
gue puede tener que ver con los datos de respiracion (figura 51 y 52). Este hecho puede
estar relacionado con una diferencia en la cantidad de los exudados liberados por las
plantas que de forma natural se encuentran en las zonas no cultivadas, asi como una
diferencia en la mayor o menor dificultad de mineralizacion de dichos exudados.

Los casos en los que no se observan diferencias significativas de porcentaje de
carbono entre diferentes plantas, se puede pensar que es debido a que esas plantas tienen
similares patrones de exudacion (en términos cuantitativos) que estan determinando que en
la rizosfera de esas plantas la cantidad de materia organica sea similar (figura 42).
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Figura 41. Determinacion del carbono organico en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo
sin cultivar; ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la
variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p<
0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas
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Figura 42. Determinacion del carbono organico en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin
cultivar; ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p< 0.05) dentro de cada
momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas
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7.1.1.4. Medida del pH

En las figuras 43 y 44 se muestran las medidas de pH. No existen diferencias
significativas en los valores de pH del suelo sin cultivar entre los distintos momentos de
muestreo, en cambio en el suelo cultivado se observan algunas diferencias en los valores
de pH segln el momento de muestreo (figura 43).
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Figura 43. Valores de pH en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV:
suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p< 0.05) dentro
de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas

Los valores de pH del suelo sin cultivar son méas altos que los del suelo cultivado con
plantas transgénicas o convencionales; (figuras 43 y 44). En el suelo cultivado el pH se
encuentra en valores entre 6 y 7 (excepto ACV T7 y T8, que tienen un pH un poco mas alto)
y en el suelo sin cultivar entre 7 y 8. La similitud en el valor de pH de los dos suelos
cultivados, bien con plantas transgénicas bien con plantas convencionales, puede ser
debida a:

- Que el “manejo agricola” del suelo es el mismo, y este manejo no se lleva a cabo en

el suelo sin cultivar cercano (ASC).

- Que la actividad microbiana en la rizosfera de las plantas cultivadas es mayor que

en la rizosfera de las plantas que crecen en el suelo sin cultivar, lo que produce una
disminucién del pH en las parcelas cultivadas.
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Figura 44.Valores de pH en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar; ACV:
suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p< 0.05) dentro
de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas

7.1.2. Resultados del Analisis de los parametros relacionados con la
actividad microbiana.

7.1.2.1. Resultados de los Analisis de la actividad enzimatica
potencial de los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno.

7.1.2.1.1. Potencial amonificante

Como se observa en la figura 45 el potencial amonificante presenta valores
negativos (procesos de inmovilizacion) en los tres primeros muestreos; en los dos Ultimos
muestreos, los valores van siendo mas altos (valores positivos). Dentro de cada momento
de muestreo practicamente no hay diferencias significativas entre tratamientos (sélo para la
rizosfera de plantas transgénicas en T7 que es mas bajo que para la rizosfera de plantas
convencionales y el suelo sin cultivar, y para el suelo sin cultivar en T9, que también es mas
bajo que en los suelos cultivados).

Cabria esperar una relacién con los valores de amonio (figura 37) en la que se
encontrarse mayor potencial amonificante con mayor cantidad de amonio medido en el
suelo. Pero como se puede observar en estas dos gréficas (figuras 37 y 45) esta relacién no
existe. El amonio detectado en la rizosfera (figura 37), sélo puede provenir del proceso de
amonificacién de fertilizantes organicos nitrogenados aportados por el hombre, como puede
ser la urea, o por procesos de mineralizacibn de compuestos organicos nitrogenados
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provenientes de los exudados radicales, metabolitos excretados por las bacterias, o por la
mineralizacion de compuestos dejados por éstas una vez muertas.

En la rizosfera, todos estos procesos estan controlados por la planta a través de sus
exudados, si bien no se pueden descartar los manejos agricolas como elemento
regulador/perturbador. A la vista de los resultados, deben tener un impacto menor que la
planta ya que en algunos casos el comportamiento es diferente en las distintas rizosferas
teniendo en dos de ellas (planta convencional y planta transgénica) el mismo manejo
agricola (mirar figura 46 en la que se representa la media de todos los tiempos de muestreo
excepto T5).

Los resultados obtenidos hacen pensar que, en condiciones reales (no hay que
olvidar que los datos presentados son en condiciones de potenciales, sin la presencia de
plantas) los procesos de amonificacion, mineralizacién y absorcion de amonio por las
plantas, se encuentran muy acelerados, es decir, el reciclado de nitrégeno organico esta
muy activo. Esto puede influir en la cantidad de nitr6bgeno disponible para los
microorganismos, lo que se ve reflejado en procesos de inmovilizacién en condiciones
potenciales.
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Figura 45. Potencial amonificante en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro
de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas
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Figura 46. Media de potencial amonificante de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova no
significativo.

7.1.2.1.2. Potencial nitrificante

El potencial nitrificante (figura 47) muestra valores negativos en todos los tiempos
de muestreo excepto en T6. En cada momento de muestreo sélo se observaron diferencias
significativas entre plantas convencionales y los otros tratamientos en T6 y T7, donde el
potencial nitrificante del suelo rizosférico de plantas convencionales es mas bajo que el de
plantas transgénicas y el de suelo sin cultivar.

En analogia con lo descrito para el amonio y el proceso de amonificacion, se puede
observar una relacion inversa nitrato y nitrificacion.

Si se observan las figuras 39 y 47, se puede apreciar que en los momentos de
muestreo en los que hay mayor cantidad de nitratos en el suelo (T7) es cuando el proceso
de nitrificacién es menor, pudiéndose justificar por una inhibicién por producto de la
reaccion (esto es cierto excepto para T6).

No parece haber relacién entre las concentraciones de nitratos en el suelo y la
actividad del potencial nitrificante. Esto puede explicarse porque las medidas de
potenciales, que miden la capacidad que podrian tener los microorganismos en condiciones
Optimas, son dificiles de extrapolar a condiciones reales.

A pesar de los inconvenientes que puedan apreciarse en las medidas potenciales,
éstas son de gran utilidad cuando se pretende comparar estudios llevados a cabo por
diferentes investigadores, en sitios muy distintos, en momentos diferentes o bajo
condiciones no similares.

Por otra parte, ya se ha comentado que el control de la presencia de nitratos en los
sistemas agricolas esta fuertemente intervenido por el hombre debido a que su presencia
supone una pérdida muy rapida de nitrégeno del sistema, lo que hace disminuir la
efectividad de los fertilizantes nitrogenados, razén por la cual es habitual el uso de
inhibidores del proceso nitrificante como la Nitrapirina (NP), la Diciandiamina (DCD) y el 3,4-
dimetilpirazolfosfato (DMPP), lo que puede estar condicionando los resultados obtenidos.
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Figura 47. Potencial nitrificante en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro
de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas

La media de los valores de potencial nitrificante de todos los muestreos excepto T5
se presenta en la figura 48. El menor valor de potencial nitrificante lo presenta el suelo
rizosférico de plantas de maiz convencionales, pero no se encontraron diferencias
estadisticas. Es importante destacar que tampoco se hallaron diferencias significativas en
las concentraciones de nitrato (figura 40), con lo que al considerar globalmente los
momentos de muestreo, puede ser irrelevante este efecto (tiempo) en términos de producto

(nitrato) y de proceso (nitrificacion). El tipo de planta no da lugar a diferencias ni en la
concentracion de nitrato ni en el proceso de nitrificacion.
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Figura 48. Media de potencial nitrificante de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova
no significativo.

7.1.2.1.3. Potencial desnitrificante

En la figura 49 se muestran los resultados obtenidos en la produccién de éxidos de
nitrégeno. En los suelos cultivados, independientemente que sea planta transgénica o
convencional se observa la misma tendencia en la produccion de N,O a lo largo del tiempo.
Un mes después de la siembra el potencial desnitrificante disminuye, y al final de la
campafia este potencial desnitrificante aumenta alcanzando valores incluso mayores que
antes de la siembra.

La actividad desnitrificante esta4 fuertemente condicionada por disponibilidad de
materia organica y por condiciones de anaerobiosis (0 microaerdfilas). Estas se dan al final
(en la rizosferas de plantas transgénica y convencionales) tanto por la mayor capacidad de
exudacion de las plantas (méas biomasa, mas capacidad fotosintética, figura 41), como por el
incremento de los riegos (encharcamiento del suelo —arcilloso- y descenso da la presion de
oxigeno.

En el suelo sin cultivar la produccién de 6xidos de nitrégeno a lo largo del tiempo no
es paralela a la del suelo de cultivo ( no se riega, las plantas silvestres son mas pequefias y
exudan menos), pero aqui si que se aprecia una correlacion con los valores de nitratos
(figura 39) (a méas cantidad de nitratos, mayor potencial desnitrificante).
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Figura 49. Potencial desnitrificante en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro
de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas

En la figura 50 se representa la media de produccién de 6xidos de nitrdgeno
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto T5. Aunque no es significativo,
el suelo cultivado con plantas transgénicas tiene de forma global una produccién mayor de
N,O que el suelo cultivado con plantas convencionales y el suelo sin cultivar. Existe
correlacién entre el potencial nitrificante y desnitrificante. Potenciales nitrificantes menos
bajos (figura 48) estan relacionados con los potenciales de desnitrificacion mas altos (figura
50).
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Figura 50. Media de produccion de N,O de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova no
sianificativo.

7.1.2.2. Resultados del Analisis de las transformaciones del carbono
organico mediante la medida de produccion de diéxido de carbono
(respiraciéon potencial).

En la figura 51 se muestran los resultados obtenidos en la produccion de didxido de
carbono. En el primer momento de muestreo suelo cultivado y sin cultivar presentan valores
similares, pero es sélo en el suelo sin cultivar en el que se puede apreciar un aumento
progresivo y significativo de los valores de CO, producidos por los microorganismos.

En las figuras 41 y 42 (carbono organico), se observaban concentraciones de
carbono organico analogas entre las distintas rizosferas a lo alargo del tiempo. Sin
embargo, las pautas de respiracion (figura 52) son completamente diferentes (suelo sin
cultivar vs suelo rizosférico de planta transgénica vs suelo rizosférico de planta
convencional). Esto puede deberse a que en el suelo sin cultivar la calidad (compuestos
guimicos de los exudados) sea mas heterogénea (légico, puesto que son diferentes
especies de plantas coexistiendo) y propicie una mayor tasa de mineralizacion, como
muestran nuestros resultados.
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Figura 51. Respiracién potencial en la localidad A (Marchamalo). ASC: suelo sin cultivar;
ACV: suelo cultivado con la variedad convencional; ATG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro
de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas

En la figura 52 se representa la media de produccién de diéxido de carbono
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto T5. El suelo no cultivado, tiene
una produccion significativamente mayor de CO, que los suelos cultivados (con la variedad
convencional o modificada genéticamente).
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Figura 52. Media de produccién de CO, de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Las letras
indican la significacién estadistica; letras iguales indica que no hay diferencias
estadisticas.
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7.2. Resultados de la variedad DSC 6575 cultivada en Yunquera de Henares
(Sitio B)

7.2.1. Resultados de la caracterizacién del suelo
7.2.1.1. Determinacion del nitrégeno amonio

Los valores de amonio (figura 53) se mantienen entre 10 y 15 [Og amonio / g suelo
en T5 y T6. En estos dos primeros momentos de muestreo, no hay diferencias estadisticas
entre tratamientos. En T7 los valores de amonio aumentan, sobre todo para la rizosfera de
planta transgénica que alcanza valores significativamente mayor que la de planta
convencional y suelo sin cultivar en ese tiempo. Por ultimo, en los dos Ultimos momentos de
muestreo los valores de amonio vuelven a disminuir para ser los mas bajos de toda la
campana (figura 53).

En general, se puede apreciar la misma pauta que en el campo A (figura 37). Asi,
podemos reafirmarnos en la discusidon alli hecha, y agregar que el impacto en la
concentracion de amonio del tipo de suelo (Unica variable diferencial entre los dos sitios
estudiados) es de mucha menor relevancia que las otras variables (cultivo 0 momento de
muestreo).
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Figura 53. Determinacion del nitrégeno amonio en la localidad B (Yunquera de Henares).
BSC: suelo sin cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo
cultivado con la variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion
estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no
hay diferencias estadisticas.
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La media de los valores de amonio de los distintos muestreos excepto T5 se
presenta en la figura 54. Como se observa en la figura, los valores de amonio mas bajos los
presenta el suelo sin cultivar, sin embargo estas diferencias no son significativas.
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Figura 54. Media de la cantidad de amonio de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova no
significativo.

7.2.1.2. Determinacion del nitrégeno nitrato

En el suelo cultivado con planta transgénica, los valores de nitratos (figura 55)
empiezan siendo en torno a 100 [lg nitrdgeno / g suelo, y, en los siguientes muestreos, va
aumentando hasta ser el doble en T7, a partir de entonces vuelve a disminuir para quedarse
en le ultimo momento de muestreo en torno a 100 g nitrégeno / g suelo (igual que al
principio) (figura 55). En el suelo cultivado con planta convencional se puede observar un
aumento progresivo de la cantidad de nitratos a lo largo de los momentos de muestreo.
Dentro de cada momento de muestreo, no se encontraron diferencias significativas en T5 ni
T6 para los diferentes tratamientos. En T7, los nitratos en el suelo sin cultivar fueron
significativamente mas bajos; en T8, los nitratos en el suelo cultivado con planta
convencional fueron significativamente mas altos, y, por dltimo, en T9 los nitratos en el
suelo cultivado con plantas transgénicas fueron significativamente mas bajos (figura 55).
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Figura 55. Determinacion del nitrdgeno nitrato en la localidad B (Yunquera de Henares).
BSC: suelo sin cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo
cultivado con la variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion
estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no
hav diferencias estadisticas

Los valores medios de nitratos en suelos cultivados con plantas convencionales
fueron significativamente mayores que los del suelo sin cultivar y los de suelos cultivados
con plantas transgénicas (figura 56). Estos resultados son similares a los encontrados en el
campo A (figura 40), la mayor cantidad de nitratos aparece en el suelo cultivado con planta
convencional, siendo esto sdlo significativo en el campo B.

Como ya se ha comentado en varias ocasiones, una menor concentracion de nitrato
repercute de forma positiva en el sistema, ya que su pérdida por diversas vias es la principal
salida de nitrégeno del sistema.

Adicionalmente, las discrepancias entre los dos campos pueden deberse al tipo de
manejo que se haga en cada caso, en lo que respecta a la adiciébn de fertilizantes
nitrogenados o inhibidores de la nitrificacion.

Por dltimo, esta diferencia (campo A/B) a efectos de concentracién de nitrato podria

relacionarse con las distintas caracteristicas fisco-quimicas de los dos suelos (p.e. pH, ver
figuras 43 y 59).

52



CEU

Universidad
San Pablo

300 -

N
al
o
L
—

N

o

o
|

Nitrato. pg /g suelo
=
3
— o
—

B TG B CV B SC

Figura 56. Media de la cantidad de nitrato de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Las letras
indican la significacion estadistica, letras iguales indica que no hay diferencias
estadisticas.

7.2.1.3. Determinacion del carbono orgénico

El porcentaje de carbono organico no varia entre los distintos momentos de
muestreo en el suelo sin cultivar; en el suelo cultivado, bien sea con planta convencional o
transgénica se encontraron algunas diferencias entre tiempos, obteniéndose los porcentajes
de materia organica mas altos en T8 en las rizosferas de ambos tipos de plantas (figura 57).
Esto mismo se puede observar en la figura 58, en la que sélo en T8 se observan diferencias
entre tratamientos, siendo los valores de carbono mas altos los de los suelos cultivados
(con planta transgénica o convencional).

Pese a diferencias entre los diferentes tiempos, las pautas detectadas en el suelo
cultivado con plantas transgénicas y convencionales en los campos A y B son analogas.
Esto nuevamente confirma que la variable tipo de suelo es de menor orden de magnitud que
la variable tipo de planta.
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Figura 57. Determinacién del carbono organico en la localidad B (Yunquera de Henares).
BSC: suelo sin cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo
cultivado con la variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion
estadistica (p< 0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay
diferencias estadisticas
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Figura 58. Determinacion del carbono organico en la localidad B (Yunquera de Henares).
BSC: suelo sin cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo
cultivado con la variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion
estadistica (p< 0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay
diferencias estadisticas
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7.2.1.4. Medida del pH

El valor de pH del suelo rizosférico de plantas convencionales no vario
significativamente entre los distintos momentos de muestreo. El suelo rizosférico de plantas
transgénicas presenté pH significativamente mas bajos en T6 y T7 que en el resto de los
momentos de muestreo. El suelo sin cultivar es el que presenta valores de pH mayores
existiendo entre los distintos momentos de muestreo diferencias significativas (figura 59).

En la figura 60 se representan estos mismos valores de pH por momentos de
muestreo. Sélo en T7 y T8 existen diferencias significativas entre suelo rizosférico de planta
convencional, transgénica y suelo sin cultivar, en ambos tiempos el mayor valor de pH se
midi6 en el suelo sin cultivar. De forma global, se aprecia un menor pH en los suelos
cultivados con maiz que en el suelo sin cultivar, lo que puede estar denunciando una mayor
actividad microbiana en unas rizosferas que en otras. Las diferencias observadas entre las
dos variedades cultivadas, sin duda tiene que ver con una distinta cantidad y calidad de los
exudados liberados en cada caso.
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Figura 59. Valores de pH en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar;
BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro
de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.
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Figura 60. Valores de pH en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin cultivar;
BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la variedad
transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p< 0.05) dentro de

cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.

7.2.2. Resultados del Andlisis de los parametros relacionados con la
actividad microbiana.

7.2.2.1. Resultados de los Anédlisis de la actividad enzimatica
potencial de los grupos funcionales del ciclo del nitrogeno.

7.2.2.1.1. Potencial amonificante

Como se observa en la figura 61, no se encontraron diferencias significativas entre
los tres tratamientos en el valor del potencial amonificante en ninguno de los momentos de
muestreo. Este valor se encuentra alrededor de -0.1 [0g / g suelo y hora al principio (en T5
y T6), disminuye en el muestreo siguiente (T7); en T8 aumentan los valores de potencial
amonificante (en torno a 0.10g / g suelo y hora), y en T9 es cuando se alcanzan los
mayores valores (0.5 g / g suelo y hora).

Existe un predominio de inmovilizacién hasta T8, igual que ocurria en el campo A, y
es en T6 cuando se encuentra la mayor tasa de inmovilizacion.

Resulta sorprendente la similitud en el comportamiento del potencial amonificante

en las dos localidades usadas en el estudio. Teniendo en cuenta que entre una localidad y
otra hay algunos kilometros de distancia, se refuerzan enormemente los argumentos
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utilizados para discutir los resultados en la localidad A. Esto confirma claramente la
influencia que las plantas, a través de sus exudados, tienen sobre esta actividad del ciclo
del nitrégeno.
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Figura 61. Potencial amonificante en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin
cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la
variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p<
0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias
estadisticas.

El valor medio del potencial amonificante de todos los muestreos (excepto T5) no
presenté diferencias significativas entre los tres tratamientos (figura 62).
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Figura 62. Media del potencial amonificante de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova no
significativo.

7.2.2.1.2. Potencial nitrificante

En la figura 63 se presentan los valores obtenidos para el potencial nitrificante.
Estos valores son, en su mayoria negativos, excepto el suelo rizosférico de planta
transgénica en T7 que tiene un valor positivo y significativamente distinto del de planta
convencional o suelo sin cultivar. Los valores mas negativos de nitrificacion, coinciden con
los valores mas altos de nitratos (figura 55) lo que puede estar evidenciando una inhibicion
por producto. Hay que recordar en cualquier caso, el decisivo efecto que sobre esta
actividad tienen los manejos agricolas, en los que el uso de inhibidores de la nitrificacién es
una practica habitual como ya se ha comentado en este informe (campo A)
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Figura 63. Potencial nitrificante en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin
cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la
variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacién estadistica (p<

0.05) dentro de cada momento de muestreo, letras iguales indica que no hay diferencias
estadisticas.

En la figura 64 aparecen representados los valores medios de potencial nitrificante a
lo largo de todos los muestreos (excepto T5). El valor mas alto es el del suelo rizosférico de
plantas transgénicas y el mas bajo el del suelo rizosférico de plantas convencionales.

Al comparar la figura 47 (potencial nitrificante sitio A) y 63, se evidencian unas
pautas absolutamente distintas a lo largo del tiempo de las diferentes rizosferas. Esto
refuerza la hipétesis del impacto de los distintos manejos agricolas que sefialdbamos en el
epigrafe 7.2.1.2.

Sin embargo, al comparar valores medios de las distintas rizosferas (asimilando asi
las variaciones temporales) estas quedan compensadas. Puesto que la comparacion entre
la figura 48 (campo A) y la figura 64 (campo B) da perfiles analogos. Asi mismo se refuerza
nuevamente el caracter secundario del tipo de suelo en relaciébn con el proceso de
nitrificacién (como ocurria para el amonio y el carbono orgéanico).
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Figura 64. Media del potencial nitrificante de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Las letras
indican la significacion estadistica; letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.

7.2.2.1.3. Potencial desnitrificante

En la figura 65 se muestran los resultados obtenidos en el potencial desnitrificante
en cada uno de los tratamientos a lo largo del tiempo. Los datos indican que no existe un
paralelismo entre las parcelas cultivadas entre si ni con la parcela sin cultivar. Dado que el
manejo es muy diferente entre el suelo cultivado y el sin cultivar, es razonable esa falta de
paralelismo. En el caso de las parcelas cultivadas, las diferencias observadas tienen que
ser explicadas por las diferencias que deben existir en la cantidad y la calidad de los
exudados de cada una de las plantas cultivadas (maiz transgénico y maiz convencional).
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Figura 65. Potencial desnitrificante en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo
sin cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la
variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p<
0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.

En la figura 66 se representa la media de produccion de Oxidos de nitrégeno
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto T5. No se aprecian diferencias
significativas cuando se realiz6 el andlisis estadistico. Hay que destacar la relacion positiva
que existe entre la concentracién de nitrato (figura 56) y la actividad desnitrificante, es decir,
los mayores valores de nitrato (suelo cultivado con la planta convencional), coincide con un
mayor potencial desnitrificante.

Al comparar estos resultados con los del campo A (figura 50) no se observan pautas
analogas (como sucede con otros parametros estudiados). Dado que entre los dos campos
no hay grandes variaciones en la concentracién de carbono organico, podemos descartar
que estas diferencias en la desnitrificacion se deban a ello. Probablemente puedan
relacionarse con otro de los factores limitantes del proceso, la anaerobiosis. En este caso, la
deduccion seria que los resultados obtenidos estan en relaciéon con un diferente manejo de
los riegos entre los dos campos.
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Figura 66. Media del potencial desnitrificante de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova ho
significativo.

7.2.2.2. Resultados del Andlisis de las transformaciones del
carbono orgénico mediante la medida de produccion de
diéxido de carbono (respiracion potencial).

Los resultados obtenidos en la produccion de dioxido de carbono se muestran en la
figura 67 en la que se aprecia un aumento progresivo en la produccion de CO, desde el
primer muestreo hasta los muestreos intermedios, disminuyendo posteriormente hasta el
final del experimento, si bien esta tendencia no se observa en los suelos no cultivados. Las
distintas pautas de exudacion relacionadas con los distintos estadios fisiologicos por los que
pasa la planta (fase vegetativa, floracion, fructificacion) es probablemente la causa de las
tendencias comentadas anteriormente. Existe una mayor exudacion durante la fase
vegetativa hasta la floracién, disminuyendo esta durante el proceso de formacién de los
frutos, fase en la cual, la gran parte de los recursos de la planta se direccionan hacia el fruto
en formacion.
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Figura 67. Respiracion potencial en la localidad B (Yunquera de Henares). BSC: suelo sin
cultivar; BCV: suelo cultivado con la variedad convencional; BTG: suelo cultivado con la
variedad transgénica (con MON 810). Las letras indican la significacion estadistica (p<
0.05) dentro de cada tratamiento, letras iguales indica que no hay diferencias estadisticas.

En la figura 68 se representa la media de produccién de diéxido de carbono
teniendo en cuenta todos los tiempos de muestreo excepto T5. Aunque no es significativo,
el suelo sin cultivar, tiene de forma global una produccién mayor de CO, que los suelos
cultivados con la variedad convencional o transgénica.
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Figura 68. Media de la produccién de CO, de los muestreos T6, T7, T8 y T9. Anova no
significativo.

En las figuras 69, 70, 71 y 72 se muestran a modo de resumen los resultados de los
dos suelos ensayados al mismo tiempo. Los datos representados en todos los casos son las
medias de todos los tiempos de muestreo de las actividades enzimaticas del ciclo del
nitrégeno y la respiracion potencial.
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Figura 69. Media del Potencial Amonificante (de los muestreos T6, T7, T8 y T9) de los dos
campos (A 'y B) . No se detectaron diferencias significativas. p< 0.05
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Figura 70. Media del Potencial Nitrificante (de los muestreos T6, T7, T8 y T9) de los dos
campos (A 'y B). No se detectaron diferencias significativas. p< 0.05
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Figura 71. Media del Potencial Desnitrificante (de los muestreos T6, T7, T8 y T9) de los
dos campos (A y B). No se detectaron diferencias significativas (p< 0.05) excepto en el
suelo cultivado con maiz convencional.
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Figura 72. Media de la producciéon de CO, (de los muestreos T6, T7, T8 y T9) de los dos
campos (A y B). No se detectaron diferencias significativas (p< 0.05) excepto en el suelo
sin cultivar.
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8.- CONCLUSIONES

67

En base a los resultados obtenidos, podemos indicar las siguientes conclusiones:

1. Para todos los parametros estudiados y en los dos campos, se encuentran

diferencias (en algunos casos significativas) entre los diferentes tiempos de
muestreo. Estas diferencias se relacionan no sélo con procesos bioldgicos, sino
con los diferentes manejos agricolas como las pautas de riego, de uso de
fertilizantes o de inhibidores de la nitrificacion imprimen un caracter diferente a
los suelos con plantas de maiz (transgénicas o convencionales) respecto a los
suelos sin cultivar.

Las tendencias generales encontradas en los dos campos para todos los
parametros estudiados, indican que el tipo de sustrato tiene un impacto menor
gue la planta (transgénica, convencional o suelo sin cultivar) o el momento
fenoldgico, puesto que las pautas encontradas en los dos campos son, para
todos los parametros, superponibles en la mayoria de los casos.

Al considerar en su conjunto suelos y variedades, s6lo se encuentran las
siguientes diferencias significativas en los parametros estudiados:
a) Amonio. Mayor concentracion en la rizosfera de plantas
transgénicas en el campo A.
b) Nitrato. Mayor concentracion en la rizosfera de plantas
convencionales en el campo B.
c) Potencial nitrificante. Mas bajo en la rizosfera de plantas
transgénicas en el campo B.
d) Respiracion. Mas alta en el suelo sin cultivar en el campo A.

4. Por los datos obtenidos, no existen grandes diferencias entre la variedad
convencional y la transgénica, si bien hay una ligera tendencia a un mejor reciclado
del nitr6geno en los suelos cultivados con la variedad convencional respecto a los
cultivados con la variedad modificada genéticamente.
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9.- CONCLUSIONES GENERALES

En las figuras 73 a 79, se hace un sumario de todos los parametros estudiados en
los dos campos muestreados y en las dos campafias.
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Figura 73. Media de la cantidad de amonio (de los muestreos T6, T7, T8 y T9), de los dos
campos (A y B) y de los dos afios. Las letras x e y indican diferencias significativas entre
los dos afios de muestreo dentro del mismo campo y tratamiento. Letras distintas indican
aue hay diferencias significativas.
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Figura 74. Media de la cantidad de nitrato (de los muestreos T6, T7, T8 y T9), de los dos
campos (A 'y B) y de los dos afios. Las letras x e y indican diferencias significativas entre
los dos afios de muestreo dentro del mismo campo y tratamiento. Letras distintas indican
que hay diferencias significativas.
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Figura 75. Media del Potencial Amonificante (de los muestreos T6, T7, T8 y T9), de los dos
campos (A y B) y de los dos afios. Las letras x e y indican diferencias significativas entre
los dos afios de muestreo dentro del mismo campo y tratamiento. Letras distintas indican
que hay diferencias significativas.
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Figura 76. Media del Potencial Nitrificante (de los muestreos T6, T7, T8 y T9), de los dos
campos (A y B) y de los dos afios. Las letras x e y indican diferencias significativas entre
los dos afios de muestreo dentro del mismo campo y tratamiento. Letras distintas indican
aue hav diferencias sianificativas.
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Figura 77. Media del Potencial Desnitrificante (de los muestreos T6, T7, T8 y T9), de los
dos campos (A y B) y de los dos afios. Las letras x e y indican diferencias significativas
entre los dos afios de muestreo dentro del mismo campo y tratamiento. Letras distintas
indican que hay diferencias significativas.
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Figura 78. Media de la produccion de CO, (de los muestreos T6, T7, T8 y T9), de los dos
campos (A 'y B) y de los dos afios. Las letras x e y indican diferencias significativas entre
los dos afios de muestreo dentro del mismo campo y tratamiento. Letras distintas indican
que hay diferencias significativas.
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Figura 79. Media del porcentaje de carbono organico (de los muestreos T6, T7, T8 y T9),
de los dos campos (A y B) y de los dos afios. Las letras x e y indican diferencias
significativas entre los dos afios de muestreo dentro del mismo campo y tratamiento.
Letras distintas indican que hay diferencias sianificativas.
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En base a los resultados y conclusiones de las dos campafas, podemos establecer
las siguientes conclusiones:

1.

La campafa es el factor que mas variacién introduce, tanto al considerar
campos de muestreo como tipo de cultivo (transgénica, convencional o suelo sin
cultivar) para todos los parametros estudiados.

Por lo tanto, las condiciones climaticas (temperatura, precipitacion,
evapotranspiracion, etc...) y manejos agrarios, introducen mayor variacion que
el tipo de cultivo.

En cada campafia, el tipo de suelo no imprime grandes diferencias y, en
términos generales, son analogos los resultados en plantas transgénicas y
convencionales respecto al suelo sin cultivar. Esto es especialmente claro en la
primera camparia.

En la tabla | se muestra el resumen de los ANOVAS realizados para los valores
promedios de cada parametro por campafia y campo. De los veinticuatro
ANOVAS, so6lo cinco muestran diferencias significativas:

a) Respiracién, campo A, segundo afio y contenido de nitratos,
campo B, segundo afio. No existen diferencias significativas entre
rizosferas de plantas trangénicas y suelo sin cultivar. Es decir, que el
posible impacto del transgénico es cuantitativamente igual que el que
tienen las malas hierbas sobre el suelo.
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Adicionalmente, en el contenido en nitrato, campo B, primer afio, si
existen diferencias significativas de la rizosfera de plantas trangénicas
respecto a la de convencionales y suelo sin cultivar, pero parece que
con el tiempo desaparecen entre la rizosfera de plantas transgénicas y
el suelo sin cultivar.

En la segunda campafia, campo A, la concentracién de amonio en
la rizosfera de plantas transgénicas es significativamente mayor que en
suelo sin cultivar y ésta mayor que en la rizosfera de plantas
convencionales. Cabe destacar que hay un pico de amonio en la
rizosfera de plantas transgénicas en los tiempos intermedios de
muestreo, que también se detecta en la primera campafia, este pico es
menos acusado en la rizosfera de plantas convencionales. Todo ello
contribuye a esta diferencia detectada.

Potencial nitrificante, campo B, segundo afio. El valor mas bajo se
encuentra en la rizosfera de plantas transgénicas acoplado al momento
de muestreo donde habia el pico de amonio referido anteriormente.
Tanto lo expuesto en este apartado como en el apartado c) puede ser
un proceso estocastico o causado por los manejos.

Haciendo una valoracion global del estudio realizado, podemos concluir que las
variaciones y diferencias detectadas forman parte del ruido de fondo que

imprime

n a los procesos microbiolégicos del suelo las variaciones

macroscoépicas (como las referidas en las conclusiones 1. y 2.) mas que ser
derivadas de factores de pequefia escala como el tipo de cultivo.
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Tabla | Resultados de los ANOVAS globales de todos los parametros estudiados,

considerando(en cada caso) la variacion por suelo y campafia.

ler afio 2do afio

A B A B
Amonio ns ns TG>SC>CV ns
Nitrato ns CV>TG>SC ns CV>TG=SC
Potencial Amonif. ns ns ns ns
Potencial Nitrif. ns ns ns CV=SC>TG
Potencial Desnitrif. ns ns ns ns
Respiracion ns ns TG>SC>CV ns
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