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RESUMO - A preocupagio a respeito do fluxo génico entre lavouras de milho transgénicas e convencionais tem recebi-
do cada vez mais aten¢@o no ambito técnico e politico no Brasil. Diante disso, objetivou-se, com este trabalho, estimar
o fluxo génico em lavouras comerciais de milho, bem como estabelecer um tamanho de amostra adequado para estimar
a taxa de contaminagdo por transgénicos nos campos convencionais de milho com o uso de amostragem sistematica.
As coletas das amostras foram realizadas em campos de produgdo de grdos comerciais nos municipios de Itumirim e
Madre de Deus, MG, na safra 2010/2011 e na cidade de Ingai, MG, na safra 2011/2012. Foram coletadas amostras em
cinco distancias do campo convencional em relagdo ao campo de transgénicos: 5 m, 10 m, 20 m, 50 m ¢ 100 m. Foram
também coletados quatro diferentes tamanhos de amostra: 1 espiga, 5 espigas, 10 espigas e 15 espigas em quatro re-
peticdes. Apds as coletas, retirou-se de cada amostra uma aliquota de 300 sementes para realizagdo do PCR em tempo
real para a estimacdo do fluxo génico. Nao houve diferenca significativa entre os diferentes tamanhos analisados nos
tré€s locais. Em Itumirim e em Madre de Deus, também ndo houve diferenga entre as distancias analisadas; ja no campo
do municipio de Ingai, as amostras coletadas na distdncia de 10 m apresentaram maior taxa de contaminagdo. Em todos
0s campos, a contamina¢@o média ficou abaixo de 1%.

Palavras-chave: Zea may L, transgénico, contaminagao.

ANALYSIS OF GENE FLOW IN MAIZE UNDER DIFFERENT SAMPLE SIZES
AND SAMPLING DISTANCES

ABSTRACT - The concern about gene flow between transgenic and conventional maize farming has been received
increasing attention in technical and political scope in Brazil. Thus, the objective of this work was to estimate the gene
flow in commercial maize farms, as well as the establishment of an adequate sample size to estimate the contamination
rate by transgenic in conventional maize fields, using systematic sampling. The samples collections were carried out in
fields of grain commercial production in the Itumirim and Madre de Deus municipalities, both in Minas Gerais state,
in 2010/2011 crop season and in Ingai, also Minas Gerais state, in 2011/2012 crop season. Samples were collected at
five distances between conventional and transgenic field: 5, 10, 20, 50 and 100 m. Four different sample sizes were also
collected: 1, 5, 10 and 15 spikes, with four replications. After collection, a portion of 300 seeds of each sample was
used in a real-time PCR for the gene flow estimation. There was no statistical difference among the different sample
sizes analyzed at the three sites. In [tumirim and Madre de Deus also no statistical difference was observed among the
distances analyzed; the samples collected in Ingai field in a distance of 10 m had a higher rate of contamination by
transgenics when compared to the other samples. The average contamination was below of 1% in all fields.

Palavras-chave: Zea mays, transgenic, contamination.
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O fluxo génico no milho € um fendmeno comum
na natureza e, sob o ponto de vista evolutivo, constitui
um processo migratorio que contribui intensamente
para a ampliagdo da variabilidade genética dessa espé-
cie. Embora nao tenha relagdo com o surgimento das
plantas geneticamente modificadas, o fluxo génico tem
ganhado grande relevéncia técnica e politica apos o
desenvolvimento destas plantas para cultivo em esca-
la comercial, sobretudo em func¢ao das discussoes so-
bre o risco de escape génico dos eventos transgénicos
para as cultivares ndo transgénicas (Schuster, 2013).

A fim de garantir a coexisténcia entre milho
convencional e transgénico, o governo brasileiro, em
2007, estabeleceu por meio da Comissao Técnica Na-
cional de Biosseguranca (CTNBio) que a distancia
entre uma lavoura de milho geneticamente modifica-
da e outra de milho convencional deve ser igual ou
superior a 100 m, com a alternativa de 20 m, desde
que acrescida de uma bordadura com, pelo menos, 10
linhas de milho convencional com porte e ciclo si-
milares aos do milho geneticamente modificado (Co-
missdo Técnica Nacional de Biosseguranca, 2007).

Além disso, o Brasil passou a exigir, a partir
de 2003, a rotulagem dos produtos que contenham
mais de 1% de tragos de transgénicos (Brasil, 2003).
De modo semelhante, a Unido Europeia, em 2004,
estabeleceu que o limite de tragos transgénicos con-
siderado em uma lavoura convencional seja de 0,9%
(EUR-Lex, 2003).

No entanto, na legislacdo brasileira, ainda nao
ha um protocolo de amostragem oficial, de modo que
os produtores e as industrias realizam de forma alea-
toria o processo de coleta de amostras para monito-
ramento de plantas geneticamente modificadas (Co-
baiashi, 2012).

O desenvolvimento de um método para esse

monitoramento faz-se necessario no Brasil e a amos-

tragem sistematica vem ganhando a atengdo de va-
rios pesquisadores por minimizar a subjetividade e,
consequentemente, assegurar maior precisao nas es-
timativas obtidas (Sustar-Vozlic et al., 2010). Essa
amostragem utiliza como critério a tomada de amos-
tras em intervalos regulares de mesmo tamanho entre
unidades de amostragem até se compor uma amostra
de tamanho n de toda a extensao da localizagao fisica
da area (Ferreira, 2005).

Diante do exposto, objetivou-se, com este tra-
balho, a determinag@o do fluxo génico em milho utili-
zando a amostragem sistematica, bem como o estabe-
lecimento de um tamanho de amostra adequado para
estimar a taxa de contaminag@o por transgénicos em

campos convencionais de milho.

Material e Métodos

As amostras de milho foram coletadas em cam-
pos de produgdo de graos nos municipios de [tumirim
(21° 19’ S e 44° 52° O) e Madre de Deus (21°28’ S e
44° 19’ O) na safra 2010/2011 e no municipio de In-
gai (21° 24’ S e 44° 55’ O) na safra 2011/2012, todos
localizados no Sul do estado de Minas Gerais.

Foi analisado o fluxo génico entre hibridos
convencionais e transgénicos com evento Herculex
(TC1507), da empresa Dow AgroSciences, nas cida-
des de Madre de Deus e Itumirim. J4 na cidade de
Ingai, foram utilizados um hibrido convencional e um
transgénico, esse ultimo possuindo o evento VT-Pro
(MONS89034), da empresa Monsanto. Sendo observa-
do o ciclo dos hibridos transgénicos ¢ convencionais,
a fim de assegurar o sincronismo de florescimento
entre eles.

As amostras foram coletadas em cinco distan-
cias (5 m, 10 m, 20 m, 50 m ¢ 100 m) no campo con-

vencional em relagdo ao campo transgénico. A exce-
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cdo ficou por conta da area experimental localizada
na cidade de Ingai, na qual foram coletadas amostras
em apenas quatro distancias, pois houve impossibili-
dade de realizar coleta na distdncia de 5 m devido a
separagdo dos campos feita por meio de uma estrada
de 10 m de largura. A distdncia maxima de amostra-
gem escolhida nesse trabalho baseou-se na Resolugao
Normativa n® 4, da CTNBio, de 2007, que estabelece
100 m como padrao de isolamento para a garantia de
coexisténcia (Comissdo Técnica Nacional de Biosse-
guranga, 2007). Foram utilizados quatro tamanhos di-
ferentes de amostras (1 espiga, 5 espigas, 10 espigas e
15 espigas) e quatro repeticdes cada.

Para a coleta dessas amostras, tracaram-se li-
nhas de 100 m de extensdo em cada uma das distan-
cias de amostragem analisadas. Como foram empre-
gadas quatro repeti¢des, a cada 25 m desta linha, a
amostragem foi realizada aleatoriamente. Esse proce-
dimento foi repetido nas cinco distancias amostradas
nos campos localizados nos municipios de Itumirim e
Madre de Deus (Figura 1) e nas quatro distancias de
amostragem utilizadas no campo de Ingai.

As espigas coletadas foram submetidas a seca-

gem, a 35 °C, até atingirem o teor de agua de 14%. A

debulha foi realizada manualmente e os graos foram
acondicionados em sacos de papel e armazenados em
camara fria regulada a 10+ 2 °C e 75% UR +£5.

Para a quantificagdo das taxas de contamina-
¢do com transgénicos, foi realizado o teste de PCR
em tempo real no Laboratério Central do Setor de
Sementes da Universidade Federal de Lavras (Ufla).

Ap6s a debulha e a homogeneizagao dos graos,
amostrou-se umaaliquotade 300 graos, conforme estu-
do prévio realizado por Nascimento et al. (2012), para
a identificacdo de, no minimo, 1% de contaminacéo.
As sementes foram trituradas e procedeu-se a extra-
¢do do DNA das amostras e do material de referéncia,
utilizando o reagente PrepMan® (Applied Biosytem).

Como materiais de referéncia, foram utilizados
os padrdes de referéncia certificados, os quais cor-
respondem a 0,0%, 0,1%, 0,5%, 1,0%, 2,0% e 5,0%
(p/p) de milho MON®89034 ¢ 0,0%, 0,1%, 1,0% e
10,0% (p/p) de milho TC1507.

Ap6s a extragdo do DNA, realizou-se a reacdo
em triplicata das amostras empregando-se o kit Ta-
gMan GMO Maize 35S Detection Kit para os alvos
CaMV 35S (promotor) e zeina (referéncia enddgena),

para volume final de 25 pL.
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Figura 1. Croqui da amostragem realizada nos campos de Itumirim e de Madre de Deus, MG.
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A reagdo foi entdo amplificada no equipamen-
to ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems), com a utilizagdo do ciclo de
amplificagcdo de 9 min a 95 °C e 40 ciclos de 20 seg a
95°C; 1 mina 60 °C e 30 seg a 72 °C.

Os dados foram analisados por meio do soft-
ware v.2.0.1, do sistema 7500 de PCR, em tempo real
(Applied Biosystems), utilizado na quantificagdo ab-
soluta pelo método do ACt (Threshold cycle). A por-
centagem de plantas geneticamente modificadas de
cada amostra foi, entdo, inferida a partir da curva dos
padroes de referéncia.

Foi realizada andlise de variancia, poste-
riormente o teste de médias de Tukey, empre-
gando-se o programa estatistico SAS (SAS Ins-
titute, 2000). O delineamento experimental con-
siderado foi de blocos casualizados, em esquema

fatorial 5x4 (cinco distancias — 5 m, 10 m, 20 m,

50 m e 100 m e quatro tamanhos de amostra — 1
espiga, 5 espigas, 10 espigas e 15 espigas), com
quatro repetigdes.

Resultados e Discussao

Nao houve diferenga significativa para conta-
minagdo nas diferentes distancias, nos diferentes ta-
manhos de amostra ¢ na interagdo entre esses fatores
nas amostras coletadas nos experimentos conduzidos
em Itumirim ¢ em Madre de Deus (Tabela 1 ¢ 2).
Um questionamento para se inferir a respeito da per-
centagem de sementes contaminantes ¢ com relagao
a preferéncia ou ndo do autopodlen ou alopdlen. No
presente trabalho, o alopdlen foi responsavel por uma
pequena fragdo das sementes produzidas nos campos
de avaliagdo, corroborando com os resultados obtidos
por Castro (2013).

Tabela 1. Estimativa de porcentagem média de fecundacdo cruzada detectada nas diferentes distancias nos
municipios de Itumirim, MG, Madre de Deus, MG, safra 2010/2011 e Ingai, MG, safra 2011/2012.

% médias de contaminacdo

Disténcias Itumirim Madre de Deus Ingai
5 0,00 A 0,22 A -
10 0,00 A 0,14 A 0,77 A
20 0,00 A 0,09 A 0,00 B
50 0,10 A 0,39 A 0,02 B
100 0,00 A 0,19 A 0,00 B

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 2. Estimativa de porcentagem média de contaminagdo detectada nos diferentes tamanhos de amostras
nos municipios de Itumirim, MG, Madre de Deus, MG, safra 2010/2011 e Ingai, MG, safra 2011/2012.

% médias de contaminagdes

Tamanho de amostra (espigas) Itumirim Madre de Deus Ingai
1 0,02 A 0,20 A 0,19 A
5 0,00 A 0,15 A 0,21 A
10 0,01 A 0,33 A 0,16 A
15 0,05 A 0,15 A 0,23 A

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Além disso, supde-se que, ao longo da amos-
tragem realizada nesses locais, nao tenham sido con-
templados pontos com grande intensidade de fluxo
génico, pois a fecundagdo cruzada pode ocorrer de
forma heterogénea e vir a produzir ilhas isoladas
com altas taxas de contaminagdes (Kawashima et al.,
2011).

Os resultados gerados no campo de Ingai fo-
ram os mais consistentes quando comparadas aos
observados com estudo do fluxo génico em todo o
mundo (Goggi et al., 2007; Kawashima et al., 2011).
Nesse local, verificou-se que a frequéncia de polen
advindo da area transgénica para a convencional re-
duziu com o aumento da distancia (Tabela 1). Resul-
tado semelhante a esse é relatado por Riesgo et al.
(2010), que estimaram a distancia necessaria entre
milho transgénico e ndo transgénico para manter a
fertilizagdo cruzada abaixo do limiar preconizado
pela Unido Europeia.

Em Ingai, foi observada diferenca significativa
para contaminacgao em relagdo as distdncias de amos-
tragem, mas nao houve diferenca significativa entre
os diferentes tamanhos de amostras e também entre a
interagdo desse efeito com as distancias de amostra-
gem (Tabela 1 e 2).

Em condi¢des normais de vento, temperatura e
umidade, espera-se que a contamina¢do em campos
de milho convencional nas proximidades do campo
transgénico se dé por poucos metros. Nascimento et
al. (2012), visando a avaliar o fluxo génico em milho,
coletaram amostras de graos em lavouras com milho
convencional e transgénico e constataram que a con-
taminag@o em campos de milho convencional ocorreu
nos primeiros metros, de modo semelhante ao obser-
vado em Ingai (Tabela 1).

Na analise de variancia conjunta, verificou-

-se interagdo significativa entre locais e as distancias

avaliadas; ndo foi detectada significancia para o fator
tamanho de amostra e entre as interagdes presentes no
modelo estatistico empregado (dados ndo apresenta-
dos). A variagdo observada no fluxo gé€nico entre es-
ses locais pode ter sido influenciada pela velocidade
e dire¢ao dos ventos, pressao de polen entre os hibri-
dos, tamanho dos campos convencionais em relagdo
aos transgénicos e distancias entre os campos, sendo
esses fatores variaveis entre os locais € nos mesmos
locais entre os anos (Hoyle & Cresswell, 2007; Ga-
leano et al., 2010).

As contaminagoes médias em Itumirim, Ma-
dre de Deus e Ingai foram de 0,02%, 0,21% e 0,20%,
respectivamente. Sendo esses valores médios de con-
taminagdo bem abaixo do limite de 1% estabelecido
pela legislacdo brasileira para rotulagem de alimentos
(Brasil, 2003). No entanto, essa baixa magnitude de
contaminagdo observada neste trabalho ndo permitiu
a deteccdo de diferenca significativa entre os diferen-
tes tamanhos de amostras (Tabela 2), o que dificulta o
estabelecimento de um tamanho padrao para amostra-
gem em areas comerciais de milho.

Ao realizar o desdobramento dos fatores dis-
tancias e locais, percebe-se diferenga significativa so-
mente na distdncia de 10 m e no experimento condu-
zido em Ingai, respectivamente (Tabela 3), mostrando
que na distancia e no local supracitados foi detectada
maior taxa de fluxo génico, o que inclusive pode ter
sido favorecido pela presenca de uma estrada situada
entre os campos convencional e transgénico.

Ficou evidenciado, por este trabalho, que o flu-
X0 génico de um campo transgénico para o conven-
cional na sua maioria ocorre nos primeiros 10 m do
campo receptor, o que também ¢ relatado por Viaud et
al. (2008) e por Sustar-Vozlic et al. (2010). Isso esta
de acordo com o estabelecimento da norma de coexis-

téncia entre genotipos convencionais e transgénicos
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Tabela 3. Desdobramento da fonte de variagdo interagdo distancias por locais.
Distancias (m)
Local 5 10 20 50 100
Itumirim 0,00 aA 0,00 bA 0,00 aA 0,10 aA 0,00 aA
Madre Deus 0,22 aA 0,14 bA 0,09 aA 0,39 aA 0,19 aA
Ingai 0,77 aA 0,00 aB 0,02 aB 0,00 aB

As médias seguidas de mesma letra mintiscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de sig-

nificancia.

no Brasil e permite o atendimento das exigéncias de

diversos mercados consumidores.

Conclusoes

As porcentagens médias de contaminagdes
de eventos transgénicos em lavouras de milho con-
vencional sdo muito baixas, sempre inferiores a 1%,
independente da distancia de amostragem, do local
considerado e do tamanho de amostra.

Em fun¢do da baixa magnitude de fluxo génico
detectado neste trabalho, ndo € possivel afirmar qual
o tamanho de amostra adequado para a determinacao

do fluxo génico.

Agradecimentos

Agradecemos a Fundacao de Amparo a Pesqui-
sa do Estado de Minas Gerais (Fapemig), a Coordena-
¢do de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior
(Capes) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pelas bolsas conce-

didas aos autores.

Referéncias

BRASIL. Decreto n® 4.680, de 24 de abril de 2003. Re-
gulamenta o direito a informagao, assegurado pela Lei n°
8.078, de 11 de setembro de 1990, quanto aos alimentos e
ingredientes alimentares destinados ao consumo humano

ou animal que contenham ou sejam produzidos a partir de
organismos geneticamente modificados, sem prejuizo do
cumprimento das demais normas aplicaveis. Diario Ofi-
cial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF,
28 abr. 2003.

CASTRO, C. E. C. Consequéncias da contaminacio
na produciio de sementes de hibridos duplos de milho.
2013. 78 p. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras.

COBAIASHI, D. M. Avaliaciao da metodologia de detec-
¢do e quantificacio por PCR em tempo real de organis-
mos geneticamente modificados em alimentos: aspectos
de produgdo, processamento ¢ amostragem. 2012. 87 p.
Dissertacao (Mestrado) - Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo.

COMISSAO TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGU-
RANCA. Resolugdo Normativa n° 4, de 16 de agosto de
2007. Dispoe sobre as distancias minimas entre cultivos co-
merciais de milho geneticamente modificado e ndo geneti-
camente modificado, visando a coexisténcia entre os siste-
mas de produ¢do. Diario Oficial [da] Republica Federa-
tiva do Brasil, Brasilia, DF, 23 ago. 2007. Segéo 1, p. 19.

EUR-LEX. Regulation n° 1830, 2003 of the European
Parliament and of the Council of 22nd September 2003
concerning the traceability and labelling of genetically
modified organisms and traceability of food and feel pro-
ducts produced from genetically modified organisms and
amending Directive 2001/18/EC. Official Journal of the
European Union, p. 1-28, 2003.

FERREIRA, D. F. Estatistica basica. Lavras: UFLA,
2005. 663 p.

Revista Brasileira de Milho ¢ Sorgo, v.15, n.2, p. 328-334, 2016
Versao impressa ISSN 1676-689X / Versao on line ISSN 1980-6477 - http://tbms.cnpms.embrapa.br



334

Cantelmo et al.

GALEANO, P; DEBAT, C. M.; RUIBAL, F.; FRA-
GUAS, L. F; GALVAN, G. A. Cross-fertilization
between genetically modified and non-genetically
modified maize crops in Uruguay. Environmen-
tal Biosafety Research, v. 9, n. 3, p. 147-154, 2010.
DOI: 10.1051/ebr/2011100.

GOGGI, S. A.; LOPEZ-SANCHEZ, H.; CARA-
GEA, P; WESTGATE, M.; ARITT, R.; CLARK,
C. A. Gene flow in maize fields with different lo-
cal pollen densities. International Journal of Bio-
meteorology, Lisse, v. 51, n. 6, p. 493-503, 2007.
DOLI: 10.1007/s00484-007-0088-5.

HOYLE, M.; CRESSWELL, J. E. The effect of wind direc-
tion on cross-pollination in wind-pollinated GM crops. Eco-
logical Applications, Tempe,v.17,n.4,p. 1234-1243,2007.
DOI: 10.1890/06-0569.

KAWASHIMA, S.; NOZAK, H.; HAMAZAKI, T.; SAKA-
TA, S.; HAMA, T.; MATSUO, K.; NAGASAWA, A. Envi-
ronmental effects on long-range outcrossing rates in maize.
Agriculture, Ecosystems and Environment, Amsterdam,
v. 142, n. 3/4, p. 410-418, 2011.

DOI: 10.1016/j.agee.2011.06.023.

NASCIMENTO, V. E.; VON PINHO, E. V. R.; VON PI-
NHO, R. G.; SOUZA, J. C.; NASCIMENTO JUNIOR,

A. D. do. Fluxo génico em milho geneticamente modifi-
cado com resisténcia a insetos. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, DF, v. 47, n. 6, p. 784-790, 2012.
DOI: 10.1590/S0100-204X2012000600008.

RIESGO, L.; AREAL, F. J.; SANVIDO, O.; RODRI-
GUEZ, E. C. Distances needed to limit cross-fertilization
between GM and conventional maize in Europe. Nature
Biotechnology, New York, v. 28, n. 8, p. 780-783, 2010.
DOI: 10.1038/nbt0810-780.

SAS INSTITUTE. SAS software: user’s guide: version
8.2. Cary, 2000. 291 p.

SCHUSTER, I. Fluxo génico e coexisténcia de lavouras
com espécies transgénicas e convencionais. Informativo
Abrates, Brasilia, DF, v. 23, p. 39-45, 2013.

SUSTAR-VOZLIC, J.; ROSTOHAR, K.; BLEIJEC,
A.; KOZJAK, P; CERGAN, Z.; MEGLIC, V. Deve-
lopment of sampling approaches for the determination
of the presence of genetically modified organisms at
the field level. Analytical and Bioanalytical Che-
mistry, Heidelberg, v. 396, n. 6, p. 2031-2041, 2010.
DOI: 10.1007/300216-009-3406-4.

VIAUD, V.; MONOD, H.; LAVIGNE, C.; ANGEVIN, F.;
ADAMCZYK, K. Spatial sensitivity of maize gene-flow to
landscape pattern: a simulation approach. Landscape Eco-
logy, Dordrecht, v. 23, n. 9, p. 1067-1079, 2008.

DOI: 10.1007/s10980-008-9264-1.

Revista Brasileira de Milho ¢ Sorgo, v.15, n.2, p. 328-334, 2016
Versdo impressa ISSN 1676-689X / Versao on line ISSN 1980-6477 - http://tbms.cnpms.embrapa.br


http://dx.doi.org/10.1051/ebr/2011100
http://dx.doi.org/10.1007/s00484-007-0088-5
http://dx.doi.org/10.1890/06-0569
http://dx.doi.org/10.1016/j.agee.2011.06.023
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-204X2012000600008
http://dx.doi.org/10.1038/nbt0810-780
http://dx.doi.org/10.1007/s00216-009-3406-4
http://dx.doi.org/10.1007/s10980-008-9264-1

