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RESUMO

ZANETTI, Ana Luisa. Fluxo génico de soja geneticamente modificada, em
semeaduras de verdo e de inverno, com isolamentos sbja ou milho.2010. 28f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) -stituto de Ciéncias Agrérias
(ICIAG) da Universidade Federal de Uberlandia (URUBerlandia:

A soja geneticamente modificada, tolerante aosgiifm ampliou sua area de cultivo
em poucos anos, tornando-se hoje a mais semegmEsnd\s vantagens da sua utilizacao
séo varias frente a soja convencional, o que temdte os sojicultores a preferi-la.
Entretanto, como alguns mercados ainda mostrarerpnefia pela soja ndo transgénica e
sua producdo ocorre em areas menores, ha necessldade suprir o mercado com
sementes convencionais com alta qualidade genétimantaminacdo de lotes de sementes
convencionais por transgénicas tem ocorrido com fadiqguéncia, em varias etapas da
cadeia de producdo. Uma das possibilidades é anmatgéo via cruzamento natural entre
plantas convencionais e transgénicas, em camppsodacdo de sementes. Diante desta
realidade, o trabalho objetivou avaliar a eficianta utilizagéo de barreiras de isolamento
com plantas de soja e de milho, bem como o fluxicgé&le uma cultivar transgénica para
uma convencional, em cultivos de verdo e de invéfaputilizada a cultivar convencional
MG/BR 46 [Conquista] e a transgénica BRS Valiosa experimentos de campo
constaram da combinacao da utilizacdo de dois tpdsolamento fisico (soja e milho)
com duas épocas de semeadura (veréo e inverrajzaodo quatro experimentos. Eles
foram conduzidos na Fazenda Experimental Getulimasé da EPAMIG, em Uberaba,
MG e os de inverno na Fazenda Sucuarana, em SaaoRdms. Os ensaios a campo
caracterizaram-se pela semeadura formando um gigedea6,5 m de lado com a cultivar
transgénica, isolada por todos os lados por 3 tivatbs com plantas de milho ou da
propria soja convencional, e ladeados por 8 m da sonvencional. A unidade
experimental constou de uma fileira de 6,5 m davanlconvencional, nas distancias de
0,5; 1, 2,4, 6 e 8m, contados a partir da ultintea do isolamento. Das sementes colhidas,
200 g de cada unidade experimental foram utilizgdwa bioensaio de deteccdo de soja
transgénica no Laboratdrio de Ensino de Sementd€idg&s da UFU e o restante foi
semeado no campo. Antes do florescimento, as pléoam dessecadas com glifosato, na
dose de 1080g de equivalente acido (ea) por heédtarteansgénicas remanescentes foram
contadas e foi calculada sua frequéncia. Paraem&mio, as sementes foram pré-embebidas
em solucédo de glifosato (0,6% ea), por 16 horassaiu teste de germinacgéo e avaliadas ao
5° dia, determinado-se a frequéncia de plantulamais e anormais. Concluiu-se que: a) a
frequéncia de plantas transgénicas foi mais akasameaduras de inverno que de veréo,
independentemente da barreira utilizada; b) o flggoico reduziu com o aumento na
distancia em todos os experimentos; ¢) a dist@lectill m né&o foi suficiente para evitar o
fluxo génico e, d) o bioensaio n&o foi eficientegonantificagéo do fluxo génico.

Palavras-chave:contaminacao genética, transgenia, bioensdiaine max

! Orientadora: Denise Garcia de SantanaFy.



ABSTRACT

ZANETTI, Ana Luisa.Gene flow of genetically modified soybeans, in sunan and
winter sowings, with isolations of soybean or maize2010. 28 f. Dissertation
(Master's degree in Agronomy/Plant Science) — tuistide Ciéncias Agrérias (ICIAG)
of Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Ubetia®

Genetically modified soybean, tolerant to glyphesaikpanded its growing area
in few years becoming the most sown in the counfhe advantages of its use are
many compared to the conventional soybean, whisHdthsoybean farmers to prefer it.
However, since some markets still prefer convemtficsoybean and its production
occurs in smaller areas, there is the need to gupplmarket with high genetic quality
seeds. The contamination of conventional seedwits transgenic seeds has occurred
with high frequency, in many stages of the producthain. One of the possibilities is
the contamination by natural crossing between catimeal plants and transgenic ones,
in seed production fields. Therefore, this studgpleated the efficacy of the use of
isolation barriers with soybean and maize plargswall as gene flow of a transgenic
cultivar to a conventional one, in summer and wirtd®@ps. The cultivars used were
conventional MG/BR 46 [Conquista] and transgenic SBRaliosa RR. The field
experiments consisted of the combination of the afsevo kinds of physical isolation
(soybeans or maize) with two sowing dates (sumnmer \&@inter), in a total of four
experiments. The summer experiments were donetali@s€argas Experimental Farm, of
EPAMIG, in Uberaba, MG, and the winter ones at &regoa Farm, in Sdo Roméao, MG.
The field trials were characterized by sowing ar6:5Sided square with the transgenic
cultivar, isolated on all sides by 3 m cultivatetthwmaize plants or the conventional
soybean, and sided by 8 m of conventional soyb&dresexperimental unit consisted of a
6.5 m long row of the conventional cultivar, attaiges of 0.5, 1, 2, 4, 6 and 8 meters,
counted from the last isolation line. The seedsewearvested, and 200 g of each
experimental unit were used for transgenic soyldedection bioassay at the Laboratorio de
Ensino de Sementes of ICIAG, UFU, while the remaindas sown in the field. Before
flowering, the plants were desiccated with Roun@Bigphosate — 3 L k. The surviving
transgenic plants were counted and their frequeatulated. For the bioassay, the seeds
were pre-soaked in a glyphosate solution (0.6% ®al16 hours before the germination
test and evaluated on th& Bay, determining the frequency of normal and aiabr
seedlings. It was concluded that: a) the frequefdsansgenic plants was greater in winter
sowings than in the summer, regardless of thedvarged; b) the gene flow was reduced
with increase distance in all of the experimenfghe 11 m distance was not sufficient to
avoid gene flow, and, d) the bioassay was not@feem quantifying the gene flow.

Keywords: genetic contamination, transgenic, bioas&dygine max

! Supervisor: Denise Garcia de SantanaFy.



1 INTRODUCAO

Com a aprovacdo no Brasil da soja geneticamentefioamth, tolerante ao
glifosato, designada Roundup Read (RR), o mane® plantas infestantes foi
rapidamente adaptado a nova tecnologia. Os sajfegltassim o fizeram, devido as
facilidades, aliada a eficiéncia com um custo egjaivte ou até mesmo inferior. Assim,
0 uso de cultivares convencionais diminuiu em dwdrito das transgénicas RR.

A rapidez com que as areas cultivadas com sojaeR&gandia indicava que,
em poucos anos, quase a totalidade da area ddspjais estaria sendo semeada com
cultivares RR. Tal fato se tornou realidade, comansaginava, apés cinco anos do
lancamento das primeiras cultivares RR. SegundadoSaiet e Paula (2008), a soja
transgénica com o gene da tolerancia ao glifosaio liberada para plantio e
comercializagdo no pais a partir da Lei de Biossega n° 11.105 de 24 de margo de
2005. De acordo com dados de Galvao (2010), na 28©8/2009, do total dos 21,7
milhdes de ha cultivados com soja, apenas 6,4 eslhdu seja 29,3%, foram cultivados
com soja convencional, reduzindo a oferta dessgupro

A demanda pelo grao de soja convencional (nasgémca) vem da indUstria
alimenticia interna e de mercados externos, prahtipnte a Europa. Como hé escassez
de oferta, os compradores estdo pagando um borguses wem atraindo a atencéo dos
sojicultores para esse nicho de mercado. Entretanddficuldade em se obter lotes de
gréos de soja convencional sem contaminagdo pwsgéaicos é cada vez maior, ja que
esse mercado € muito exigente com relacao a seaggenética.

No mercado interno, a Lei n°® 11.105, de 24 de mde @005, prevé, em seu
artigo 40, que os alimentos e ingredientes alimmeatajue contenham ou sejam
produzidos a partir de Organismos Geneticamenteifidados (OGM) deverao conter
informacdo, nesse sentido, em seus roétulos. A tiei fegulamentada pelo decreto
n°5.591 de 22 de novembro de 2005, que faz, eroagBtulo 91, a mesma consideragao
da Lei. O texto que cita que “na comercializacdo alienentos e ingredientes
alimentares destinados ao consumo humano ou armgomeal contenham ou sejam
produzidos a partir de organismos geneticamentdfitedbs, com presenca acima do
limite de um por cento do produto, o consumidoredévser informado da natureza
transgénica desse produto”, € o decreto 4.6804 ke 2Abril de 2003, editado antes da
Lei de Biosseguranca. Como nem a referida Lei, sem Regulamento citam ou

revogam o decreto 4.680, h4 uma dubia interpretagdse sentido: alguns entendem
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que produtos com menos de um por cento de OGM rémspm da informacao no
rétulo, enquanto outros interpretam que o consunedta sendo lesado com a falta da
informacéo.

No Brasil, a rotulagem informando ao consumidorresenca de OGM nos
alimentos tem seguido o limite de 1% pelas indéste pelo comércio. Na Europa, a
rotulagem € necessaria acima de 0,9% de presenitandgénicos. Ja o mercado dos
EUA néo faz distincdo com relacdo a transgeniasapdos limites para rotulagem, ha
interesse, por parte do mercado externo, por lheesoja livres de OGM , sendo que
contratos séao fechados com limites variando de®,D% de transgénicos (informacao
verbal)?.

A producdo de sementes de soja livres de semestasuttias cultivares ou
dentro dos limites estabelecidos pela legislac§ente € facilitada pelo fato da soja ser
uma espécie autbgama com cleistogamia, que proparcuma baixa taxa de
cruzamento natural. No caso especifico das cuitsvanodificadas geneticamente, a
baixa taxa de fecundacdo cruzada que ainda podsrexium dos pontos criticos de
contaminacgao genética dos campos de sementes comnaB por transgénicos.

Considerando ainda que existem outras etapas neiacae producdo de
sementes de soja, em que pode ocorrer contamivag@&bal por meios mecanicos, e
ainda que os testes utilizados séo altamente s#nsjuanto a deteccdo da presenca de
OGM, o processo de producao, principalmente dagsis, terd que ser reestruturado,
visando impedir contaminacgdes, haja visto que, alérgene RR, outros eventos estao
sendo incorporados as cultivares de soja conveaision

Se ha possibilidade de cruzamento natural, ainda em baixos niveis, ira
ocorrer o fluxo génico, também denominado escapecgéu dispersao génica, que
segundo Borém (2005) pode ser entendido, no cantéetbiosseguranca, como a
transferéncia de alelos de uma populacdo/espécie qudra, com a permanéncia do
gene exdgeno na populacdo receptora nas gerac@esites a transferéncia. Tal
situacao esta exigindo dos produtores maior cantfolseu processo, tanto de producéo
de semente, quanto de grédos de soja convencional.

Diante desta realidade, este trabalho teve conmetiobjavaliar a eficiéncia das
linhas de plantas de milho e de soja utilizadaa pasolamento de campos de producéao

! Comunicacao de Ivan Paghi, diretor técnico da éiaséo Brasileira de Produtores de Graos N&o
Geneticamente Modificados — ABRANGE, 2010.
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de sementes de soja, bem como o fluxo génico de eultewar transgénica para

convencional, em cultivos de verao e inverno.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A taxa de crescimento global das lavouras biotégichs entre 1996 e 2008 foi
de 74 vezes, um aumento sem precedentes e qu&éaa domais rapida tecnologia
adotada na histéria recente. O Brasil hoje é ceilergais do mundo em area com
produtos biotecnoldgicos, totalizando 15,8 milhdeshectares, divididos entre as trés
culturas com eventos transgénicos ja liberados resiB soja, milho e algodao
(JAMES, 2008).

Autores como Siqueira e colaboradores (2004) ei¥§k001) apontam diversos
beneficios no uso da biotecnologia nas culturas,ajudam a explicar a rqpida adogéo
dessa tecnologia pelos agricultores, dentre eleseato da produtividade em funcéo do
melhor controle de plantas infestantes; efici€édeaontrole e flexibilidade no manejo
de invasoras; menor custo por facilitar a adocapldstio direto e do cultivo minimo e
producdo mais estavel, com desenvolvimento deveod#s tolerantes a estresses
bioticos e abioticos.

De acordo com Vidal e outros (2006) e Gazziero $20@ente as dificuldades e
a pouca oferta, algumas considera¢gfes sdo neessaagdrca da utilizacdo dessa nova
tecnologia. No caso da soja tolerante ao glifosgtocomercializada no Brasil, a
recomendacado técnica € que seja feita uma rotagfie eultivares transgénicas
geneticamente modificadas (GM) e convencionaisando retardar e/ou minimizar o
surgimento de espécies invasoras tolerantes. Outeidas seriam: rotacdo dos
principios ativos utilizados e a adocdo de técnimsnanejo e de produtos durante a
entressafra da soja. Essas praticas, associadasdedaxa de crescimento das lavouras
de soja transgénicas, estéo limitando a possid#idie se produzir soja convencional.

Certos nichos de mercado, principalmente intermatjotém proporcionado
vantagens econdmicas aos produtores de graos @ionais. Entretanto, para se obter
0 produto livre de contaminagdo, como exigido petosrcados compradores, 0s
cuidados relativos aos campos para producdo densesndevem ser redobrados. De
acordo com Lopes e outros (2009), a contaminacatotde de sementes ou graos
convencionais por GM pode ocorrer nas varias etdpggoducdo: na semeadura, com
a troca de lotes de sementes convencionais posgiaitas ou pela utilizacdo de
semeadoras contendo restos de sementes de cugltuBedurante o florescimento da
lavoura, devido a polinizacdo cruzada com lavoadjacentes as GM; e nho momento

da colheita e transporte, devido a utilizacao selevada limpeza prévia.
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Embora a soja seja uma espécie autbgama com baxaatural de fecundacéo
cruzada, geralmente inferior a 1%, eventualment per elevagcédo devido a variacdes
nas condi¢cBes ambientais (BOREM, 1998). Por essan®chuster e colaboradores
(2007) destacam a necessidade de estudos reg®weais cultivares diferentes, a fim
de fornecer subsidios aos produtores e as agéneitificadoras para determinar
isolamentos adequados que impecam a contaminagao,pden, de lavouras
convencionais por lavouras com plantas transgéniRergira e outros (2007) reforcam
a importancia desse tipo de estudo, destacanda quessibilidade de ocorréncia de
fluxo génico, de uma cultivar GM para uma convenaip e a possibilidade de se
detectarem sementes de soja tolerantes ao glifegatmistura com soja convencional,
Sao assuntos relevantes com a expansao do cudtivoltivares GM.

Segundo Borém (2005), para que o fluxo génico etdre bidtipos ocorra, eles
devem compartilhar o mesmioabitat e deve existir sobreposicdo do periodo de
florescimento deles. Neste caso, a ocorréncia diaizagdo cruzada dependera da
existéncia de um agente polinizador eficiente. Seegpécies forem geneticamente
compativeis e houver a fecundacdo cruzada comnaaf@o de um hibrido viavel, o
fluxo génico poderd se estabelecer se 0 gene erasfndo resultar em menor
competitividade para o biotipo receptor, bem coréo ocorrer a eliminacdo do gene
exotico nas geracdes seguintes.

Ray e outros (2003) evidenciaram o potencial daurailda soja para o fluxo de
transgenes, trabalhando com duas cultivares decsofacor de flor branca e roxa,
encontrando taxa de fecundagé&o cruzada naturanearide 0,65 a 6,32%.

Abud e colaboradores, em 2003, estudaram a fre@léecdisseminacédo de
polen transgénico da soja (gemddASpara tolerancia ao herbicida imazapyr e o gene
uidA (GUS)) e constataram que a maior quantidade deemisacdo (0,45% de
polinizacdo cruzada) foi observada na linha dist@n% m da parcela que continha as
plantas transgénicas, e que essa freqiéncia reskizitasticamente a partir de 1,0 m de
distancia desta parcela, até ndo mais ser deteat&d m do bloco central. Neste
estudo, os autores relatam ainda que ocorreramagdms de insetos ndo monitoradas,
com presenca dApis melliferae Trigona spinipes (Apidae), e que a quantidade de
inseticida aplicada durante o periodo de floresotm&i menor do que a normalmente
aplicada nas condicdes brasileiras, 0 que podmstdribuido no aumento da populacéo

desses polinizadores e também da fecundacgao cruzada



Chiari e outros (2005) avaliaram a polinizacao gbelhasApis melliferana
producdo e qualidade das sementes de soja, n® mgifMaringd — PR, e concluiram
que as abelhas foram eficientes no trabalho denipatdo da soja, proporcionando
aumento na producao de gréos. A necessidade ddgenaaa de fragmentos de matas
naturais nas propriedades agricolas para mantgolwszadores, seria um seguro para
maiores produc¢des agricolas, como ressaltam InmzeFainseca e Nunes-Silva (2010).
Segundo tais autoras, uma revisdo mostra que, mparagespécies autdgamas, ha um
aumento consideravel na producdo, se a culturadivesita de abelhas polinizadoras.
Hoffmann (1990), utilizando metodologia de parcedbsrtas e cobertas na regido de
Viamao — RS, obteve aumento nas produtividades, psacelas abertas, para as
culturas de girassol, feijdo e colza. Ahrent e Gas$ (1994) estudaram 12 cultivares de
soja de grupos de maturidade diferentes, utilizandocadores como cor de flor, cor de
pubescéncia e numero de foliolos em ambientesaigtaom presenca de melliferae
outras populacdes de abelhas, e concluiram queeocdiferenca significativa na taxa
de fecundacéo cruzada entre as cultivares. Fujitalaboradores (1997) estudaram
caracteristicas ecoldgicas, reprodutivas e demogsaiem populacbes selvagens do
género Glycine no leste da Asia e no Japo, exawina grau de polinizag&o cruzada
natural e realizando observacdes de campo dos gmterpolinizadores. A taxa de
cruzamento natural variou de 9,3 a 19% entre asapapulacdes, sendo observadas
freqUentes visitas de abelhas e mamangavas na&s,fldemonstrando uma variacao
genética consideravel e provas de cruzamento hafuedalho realizado em Londrina,
na safra 2003/04, indicou uma influéncia positigapnodutividade das cultivares de
soja BRS 133 e BRS 245RR, eficientemente polinggda abelhas africanizadasp{s
melliferg) (CHIARI et al., 2008). Os autores relatam quefieiéncia de polinizacao
deve levar em conta as diferencas entre as cutivaras condicbes ambientais e
alertam que esta eficiéncia é um aspecto preoceppatndo possibilita o fluxo génico
entre exemplares transgénicos e convencionais.

Silva e outros (2007) afirmam que escape génia,pvien, apresenta grande
dificuldade de controle em plantas sexualmente ebivigas. Baseados em uma revisao
bibliografica, porém, os autores mostram que @rie escape pode ser diminuido ou
evitado com estratégias como isolamento geografiedodologias moleculares e ainda
a utilizacdo de bionanotecnologias. Trabalhos c@mpédes florestais mostram a
eficiéncia das barreiras fisicas em condicbes a@tu especificas, como forma de

diminuir o fluxo alélico entre subpopulacdes de wspécie (JAEGER et al., 2007). No
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caso da cultura do mamao, Jesus-Hitzschky; Cremenema (2007) mostraram que,
para evitar o fluxo génico de plantas transgénigesto a possibilidade de polinizacao
cruzada, as flores abertas sao retiradas das pleotao medida restritiva, mantendo a
baixa probabilidade de polinizacdo cruzada natural.

Culturas comerciais como algodao, espécie com nsistereprodutivo
considerado misto ou parcialmente autégamo (CRISIED, apud VIDAL NETO;
FREIRE, 2009) devido a ocorréncia simultanea defactindacéo e cruzamento natural
de origem entomdfila, podem utilizar uma barreieardilho e/ou uma bordadura de
algodao, de cerca de 15 metros, como método derogiu eficientes (BARROSO et
al., 2005) para manter a pureza genética de camopo®rciais e de producdo de
sementes.

Na regido oeste do Parana, Schuster e outros (2@@balhando com as
cultivares CD 219RR e CD 211, concluiram que naonkéessidade de medidas
especiais de isolamento para obtencdo de soja cemosrde 1% de contaminacdo e
recomendam o isolamento de 8 metros entre lavquaias uma producédo de soja livre

de graos geneticamente modificados.



3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas neste estudo as cultivares de &5 Valiosa RR
(transgénica) e MG/BR 46 [Conquista], sendo este@acional, por possuirem mesmo
ciclo e caracteristicas semelhantes, visto que alidsa RR’ foi obtida por
retrocruzamentos, tendo a ‘Conquista’ como cultneorrente. Amostras da cultivar
convencional foram submetidas a avaliacdo qualtatiravés d&it paraRoundup
Ready (tiras de fluxo lateral que detectam a proteinaERHSPS -Strip Tes) para
deteccdo de OGM em soja, realizado pelo Laboratt&i@ontrole da empresa Produtos
Alimenticios Orlandia S/A - Sementes Brejeiro, sermbnfirmada a auséncia de

sementes transgénicas.

3.1 Experimentos, tratamentos e unidades experimeais

Os experimentos de campo constaram da combinacatilidacéo de dois tipos
de isolamento fisico (soja e milho) com duas épaeasemeadura (verdao e inverno),
totalizando quatro experimentos.

Conforme ilustrado na Figura 1, cada unidade de tieé constituida por 13
fileiras da cultivar transgénica BRS Valiosa RRJasas com plantas de soja ou milho
por todos os lados. A largura da area de isolamtoitaeterminada com base na
Instrugdo Normativa (IN) 25, de 16/12/2005, quevrem minimo de trés metros para
isolamento ou bordadura como padréo para producamercializacdo de sementes de
Soja, independente da categoria. A cultivar conemat, MG/BR 46 [Conquista], foi
semeada adjacente ao isolamento, com 16 linhasaggmde 50cm, perfazendo 8m. O
modelo de distribuicdo das unidades de teste aditizioi definido tomando-se como
referéncia o empregado e um dos previstos por B@g&f5). As unidades de teste
foram repetidas quatro vezes.

A unidade experimental foi constituida por duasiriés de 6,5 metros da cultivar
‘Conquista’ (Figura 1 — B), sendo uma de cada lads,distancias 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0
e 8,0m, apds a ultima linha do isolamento (Figural

Na obtencéo dos dados, foram consideradas indeqienaente das repeticoes, a

soma de todas unidades de teste.



\
MG/BR 46
[Conquista] 8m
> (16 linhas)
/
3m
(6 linhas)
BRS 6,5m
Valiosa KR (13 linhas)
3m
(6 linhas)
A -isolamento com soja ou milho
B - area das unidades > 8m )
experimentais (16 linhas)
== distancias avaliadas
/

FIGURA 1 - Esquema das unidades experimentaistrando a distribuicdo da
area com soja transgénica, em relacdo a cgmceavencional, bem
como a faixa de isolamento.

3.2 Instalacéo e conducgé&o dos experimentos

Os experimentos com semeadura programada par&io feam instalados na
Fazenda Experimental Getdlio Vargas (19°44'54"S?5855"0), da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais, EPAMIG, ia018/12/2008, em Uberaba,
MG. Os de semeadura no inverno foram instaladdsamanda Sucuarana (16°22'07"S;
45°04'10"0) no dia 20/05/2009, em S&o Roméo, MG.

Nos dois locais, a semeadura da cultivar transgémida convencional foi no
mesmo dia, 0 que possibilitou o florescimento sitmdo, necessario a este tipo de
estudo.

A semeadura foi feita em sistema de plantio disefare palhada de braquiéria ndo
cultivada (&rea de pousio), em Uberaba, e sobteagalde milho, em Sdo Romao,
utilizando-se semeadoras hidraulicas com quatrbasinadaptada para parcelas

experimentais (Figura 2).



FIGURA 2 - Detalhe da operacdo de semeadura dosriementos de verdo na
Fazenda Experimental Getulio Vargas, em Uberab&—+AN) e de
inverno na Fazenda Sucguarana, em Sdo Roméo — MG (B)
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A adubacdo utilizada na semeadura, em Uberabdef8R0 kg.hd da férmula
03-30-15 e, em Sdo Romdo, 280 kg.da 06-34-09, sendo distribuidas para a soja, nos
dois locais, 15 sementes por metro, no espacanders® cm entre linhas. No veréo, o
milho foi semeado dia 30 de dezembro de 2008, quarsbja se encontrava no estadio
V,, com equipamento manual (matraca), em sulcos gtab e adubados pela
semeadora da soja. No inverno, o milho foi semesmdmesmo dia da semeadura da
soja. Foi utilizado o hibrido simples P30K73, dsimdo duas sementes por cova, com
posterior desbaste, visando obter uma populacabda60.000 plantas.ha

Os tratos culturais seguiram as recomendacdes paraultura da soja
(EMBRAPA, 2010) e do milho (EMBRAPA MILHO E SORGQ008). As aplica¢gtes
de herbicidas foram feitas com equipamento de pabgio costal, utilizando barreira
de lona plastica para protecdo das plantas de nolhade soja. Nos dois locais, o
controle de invasoras na soja foi feito com os ib&tés clorimurom etilico — 10g i.a.
ha' mais lactofen — 120g i.a. hatanto para soja convencional, como para a soja
transgénica. O controle de invasoras no milho #iof apenas em S&o Romao,
utilizando tembotriona — 100,89 i.a. ha o adjuvante éster metilico de 6leo de soja —
720g i.a. hd. Em ambos locais, foram realizadas, manualmentas @plicacdes de
nitrogénio em cobertura, com 220kg’hale uréia, para a cultura do milho. Os
experimentos do inverno foram irrigados via pivatca.

A colheita foi realizada manualmente, sendo colhigs linhas correspondentes
as unidades experimentais nos dias 24/04/09 e MY @bs experimentos de verdo e
inverno, respectivamente.

ApoOs colhidas, as plantas foram trilhadas e as sE®mesubmetidas a pré-
limpeza em uma trilhadeira de parcelas.

As sementes foram acondicionadas em sacos de pap#| devidamente
identificados e armazenados em condigbes ambieatenidade de soja convencional
do Programa de Melhoramento Genético de Soja (PM@SFazenda Experimental

Getulio Vargas em Uberaba, até a realizacao ddisgdes.
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3.3 Avaliacoes
3.3.1 Preparo das amostras de trabalho

Utilizando um divisor de amostras modelo Jhonesarasstras das sementes
foram homogeneizadas, divididas em duas, acon@dasrem sacos de papel Kraft e
armazenadas em camara fria, a 102°%€ e umidade relativa de 60%, no laboratério de
pesquisa de sementes do Instituto de Ciéncias iagrar ICIAG, da Universidade
Federal de Uberlandia - UFU. Foram preparadas aoastras de trabalho, sendo uma
destinada ao teste a campo e outra ao bioensaio.

3.3.2 Teste a campo

O teste a campo foi realizado na Fazenda Experahetd EPAMIG, em
Uberaba, com semeadura em 29 de dezembro de 26Q®2Aunidades experimentais
foram semeadas, sequencialmente, em blocos deoduntas, espacadas de 50 cm e
com comprimento variando em funcdo da quantidadesedteentes obtida naquela
unidade experimental. A populacdo planejada porarfet de 25 plantas, que, embora
seja alta para a cultivar em questdo, foi utilizpdea reduzir a area necessaria para
fazer o teste. Antes da dessecacdo, a populacaadie unidade experimental foi
determinada com a contagem aleatéria de 8 amaitrasn de comprimento. No dia 9
de fevereiro de 2010, foi realizada a dessecac&@weda utilizando glifosato, na dose de
1080g e.a. Ha No dia 18 de fevereiro, fez-se uma segunda das&ec utilizando o
mesmo produto e dosagem. No dia 10 de marco de, 2810lantas remanescentes e
resistentes ao glifosato foram contadas e ano(&itasra 3).

Com os dados obtidos, foram calculadas as freqa€g@ ocorréncia de plantas
transgénicas pela formula:

Frequéncia = (T*100)/(C+T)

Em que:
T = ndmero de plantas transgénicas
C = nimero de plantas convencionais
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FIGURAS3 — Vista da area do teste a campo em Uberabdia 09/02/2010,
em que foi realizada a primeira aplicagdo do giifogA), e no
dia 18/02/2010, em que foi realizada a segundaagip de
glifosato (B).
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Com os dados também foram calculados os limitesimuéx de plantas
transgénicas pel&eedCalc8.0, programa estatistico desenvolvido gelarnational
Seed Testing AssociatioiISTA). O SeedCalc transforma testes de resultados
qualitativos em quantitativos, informando, em petagem, a presenca de semente
adventicia, ao nivel de 95% de probabilidade (PESK,LMANN, 2010). Este
programa foi utilizado também por levar em considéo o nimero de sementes que
difere entre as unidades experimentais no preseatitalho.

Para o estudo da relacdo da probabilidade de cordefiv e das distancias
avaliadas em relacdo as barreiras, modelos linearg® lineares de regressao, foram
ajustados, com auxilio do programa SPSS 16.0 destaela estatistica F, de Snedecor
(1967), e verificada a qualidade do ajuste a pddicoeficiente de determinacdo. Os
modelos permitiram fazer estimativas da probahiédde contaminacdo até a 8m a

partir da ultima linha do isolamento.

3.3.3 Bioensaio

O bioensaio foi conduzido no laboratério de pesydis sementes do ICIAG —
UFU. A quantidade de sementes retirada de cadelpaaestinada ao bioensaio foi de
200g, exceto quando a quantidade total da amostrenenor que 300g, quando entao
as amostras foram divididas em duas.

Inicialmente, 200 sementes de cada unidade iexpetal foram colocadas para
embeber por 16 horas no escuro, envoltas em duhasfale papel germitest,
umedecidas com uma solucdo de glifosato (0,6%, ecaj® volume em mililitros
corresponde a 2,5 vezes 0 peso do papel seco,amnagrDepois, as sementes foram
colocadas para germinar, conforme metodologia ptasgara teste de germinacdo —
Regras para Analises de Sementes - RAS (BRASIL9)2@0colocadas em germinador,
a 25 +5°C, durante 5 dias, para avaliagdo. Ao final dste, as plantulas foram
classificadas em normais e anormais, segundo metpdodescrita por Tillmann e
West (2004) (Figura 4).

As plantulas que se apresentam normais, apos @ neast condigcbes descritas
anteriormente, sao tolerantes ao glifosato, enqugué as anormais séo convencionais
(TILLMANN; WEST, 2004). Durante a classificacdo daléntulas, quando surgiram
davidas quanto a normalidade ou ndo, as plantuias d¢estadas individualmente,

utilizando oStrip Test(Figura 5).
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FIGURA 4 — Aparéncia de uma plantula de soja tréngg classificada como normal
(A) e outras convencionais com desenvolvimentoraab(B).

Da mesma forma que realizado no experimento a cafoipeatilizado o numero
de plantulas normais e anormais para calcularquércia, onde as plantas normais sédo

as transgénicas e anormais as convencionais. Tarnfdm@&m calculados os limites
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méximos de plantulas transgénicas, p8kedCalc8.0, informando a presenca de

semente adventicia, ao nivel de 95% de probabédidad
Também foram ajustados modelos lineares e naordisede regressdo para

estudo da relacdo da probabilidade de contaminagadas distancias com o0s
isolamentos de soja e milho, testados pela e#tati$t, de Snedecor (1967) e

determinada a qualidade do ajuste a partir do @eate de determinacgao.

Figura 5 — Teste individual de plantulas de soja aldtivar “Conquista”,
apresentando resultado negativo (plantula anoraralancional — A)
e outra com resultado positivo (plantula normatamggénica — B),

para oStrip test.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Teste a campo para deteccéo de plantas tolerastao glifosato (transgénicas)

Na Tabela 1, sdo apresentados os dados referenftes|i@ncia de plantas
transgénicas (em porcentagem), obtidos no testecampo com as amostras das
unidades experimentais, oriundas dos experimaaioduzidos no verao e no inverno,

em diferentes distancias apos o isolamento.

TABELA 1 — Frequéncia de plantas transgénicas (f),unidade experimental, obtida
nos experimentos conduzidos no verao e no inveono isolamento de
soja e milho, em diferentes distancias da font@@en com transgene.
Uberlandia — MG, 2010.

Distancia da Semeadura no verao Semeadura no inverno
fonte de podlen

Isolamento com Isolamento com Isolamento com Isolamento

com transgene N - - -~
(m) milho soja milho com soja

3,5 0,040 0,016 0,159 0,094

4 0,020 0,010 0,189 0,109

5 0,008 0,013 0,108 0,058

7 0,005 0,006 0,183 0,071

9 0,000 0,010 0,069 0,047

11 0,000 0,004 0,046 0,029

1 Constituido por seis fileiras, semeadas a pdetiniltima fileira da cultivar utilizada como fonte
pblen com transgene, até a primeira fileira dawartconvencional

Dentro de cada distancia, a frequéncia de plaméasgénicas foi maior no
inverno que no verdao, em ambos tipos de bordadumafluéncia do ambiente parece
ser a responsavel pela diferenca nos resultadgmsEivel que no ambiente de S&o
Romao, durante o periodo de inverno, a seca mi@ssa que afeta as areas minimize
de tal forma a vegetacdo, que os insetos polinieadeejam forcados a migrarem
preferencialmente para a soja cultivada no local étasido do florescimento, o
namero de insetos visitantes nas flores de soja pedbem maior que no ambiente em
Uberaba, colaborando para uma maior taxa de pafid@ cruzada e um consequente
aumento no fluxo génico.

Os limites maximos de plantas transgénicas, obtidel® SeedCalc,séo
apresentados na Tabela 2 e confirmam que no cugvimverno, no ambiente de Sao

17



Romao, a quantidade de plantas transgénicas fgreemaior que no cultivo de verao,
em Uberaba. Esses resultados confirmam que asc¢éasdiambientais particulares

interferem na frequéncia de plantas transgéniessd de acordo com aqueles obtidos

por Pereira e outros (2007) .

TABELA 2 — Limites maximos percentuais de planteens$génicas na avaliacdo a
campo, obtidos pel&eedCalc nos experimentos com semeadura de
verdo e inverno e nas diferentes distancias awdiad Uberlandia —

MG, 2010.

Distancia da Experimento

fonte de pélen
com transgene Verao (milho) Verdo (soja) Inverno (milho)nverno (soja)

(m)

3,5 0,07 0,03 0,25 0,16
4 0,04 0,03 0,28 0,17
5 0,02 0,03 0,17 0,09
7 0,02 0,02 0,25 0,11
9 0,01 0,03 0,11 0,08
11 0,01 0,02 0,08 0,05

Pelos dados apresentados na Tabela 2, verificaessempre ocorreu a menor
porcentagem de plantas transgénicas, ou seja, unorrfhexo génico na maior distancia
avaliada, em todos experimentos e em ambas lodakda

Com os limites maximos de plantas transgénicagxpsrimentos semeados no
verdo com isolamento de milho, calculou-se a equalgiregressdo, apresentada na
Figura 6. Nota-se que quanto mais proximo a forepdlen transgénico, maior a
ocorréncia de plantas transgénicas e a tendéngiee éssa transferéncia de material
genético cesse a uma distancia ndo detectadaamealtt estudado.

A dispersdo dos dados de probabilidade de contgaw(®) em funcdo da
distancia da fonte de pélen com o transgene (mgxperimento de verao, e utilizando
soja como isolamento, é apresentada na Figura da@ss ndo apresentaram ajuste,
indicando que a probabilidade de contaminacamé@pendente da distancia avaliada

(Figura 7).
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FIGURA 6 — Curva de probabilidade de contamina¢dd) ¢ a dispersdo dos
dados em funcdo da distancia da fonte de pélenatiansgene
(m), no experimento de verdo, utilizando o milhdedandia -
MG, 2010.
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FIGURA 7 — Dispersao dos dados de probabilidagleahtaminacéo (%) em
funcdo da distancia da fonte com o pdlen transgét), no
experimento de verdo utilizando soja. UberlandwG, 2010.
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Para o experimento semeado no inverno com isolantenimilho, os dados de
plantas transgénicas, obtidos 8eedCalctiveram uma dispersdo que permitiu ajuste,
conforme indicado na Figura 8. Os dados indicamhguema tendéncia de diminuicéo
da probabilidade de contaminacdo a medida quet@ndia da fonte doadora do pélen

com transgene aumenta, estando esta distanciddondervalo estudado.

0,30 |
- My=0,345-0,024x R>=71,5%
0,25 - u [ |

0,20

0,15 -

0,10

Probabilidade de contaminagao (%)

0,05 -

0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Distancia (m)

FIGURA 8 — Curva de probabilidade de contamina¢dd) ¢ a dispersdo dos
dados em funcdo da distancia da fonte com o péesdgene (m),
no experimento de inverno, utilizando milho. Ubed& - MG,
2010.

Na Figura 9, esta apresentada a curva de regresaatispersédo dos dados de
probabilidade de contaminacdo (%) em funcao darmliss apos o isolamento (m), no
experimento de inverno, utilizando a soja comaais@nto. A analise destes dados nos
mostram que ha uma tendéncia da probabilidade dwarmotacdo atingir seu ponto
nulo, em uma distancia além daquelas avaliadasesepte estudo.

Com excec¢dao do experimento semeado no verdo caahora de soja, em que
a probabilidade de contaminagdo n&do dependeu dancdis avaliada, todos outros
experimentos mostraram a mesma tendéncia: da plidade de contaminagéo ir
diminuindo a medida que se aumenta a distanciamta oadora do pdélen transgene.
Esses resultados estdo de acordo com aqueles gg@doutros autores, como Silva e
Maciel , (2010); Pereira e outros (2007); Abud klocoradores (2003).
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FIGURA 9 — Curva de probabilidade de contamina¢dd) € a disperséo dos
dados em funcéo da distancia da fonte de pélesgéaco (m), no
experimento de inverno, utilizando soja. UberlandiG, 2010.

E importante salientar que no intervalo de dis@heivaliado neste estudo, até
onze metros, nao foi encontrada a distancia emngoeocorreria mais fluxo génico.
Considerando a fonte de pdlen com transgene, Abwdlaboradores (2003) nao
observaram fluxo génico a partir de seis metrogi® e distancia, em Planaltina - DF;
Pereira e outros (2007) nao detectaram eventgsollieizacdo cruzada a partir de
quatro metros, em Vigcosa —MG, e oito metros, enreSkal - MG; Silva e Maciel
(2010) ndo encontraram plantas resistentes aosgtdoa partir de trés metros de

distancia, em Alfenas - MG.

4.2 Bioensaio

Na Tabela 3, sdo apresentados os dados relativosumero de plantulas
normais (transgénicas RR), anormais (convenciomai)frequéncia de ocorréncia de
plantulas transgénicas (%), obtidas no bioensaoa ps semeaduras de verdo e de
inverno e utilizando como isolamento plantas da sojle milho, a diferentes distancias
da fonte de pdlen com transgene. Pelos resultadtas;se que um pequeno namero de
plantulas transgénicas foi detectado, havendo maeorréncia, nas condi¢cdes de

semeadura, no inverno. Os valores de frequéncidaranogjue, no experimento com
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semeadura no inverno, para a maxima distanciaaaalillm) e ambos isolamentos,
(Tabela 3), o bioensaio detectou uma porcentagemrna@ contaminantes que o
experimento a campo (Tabela 2), independentementedeira utilizada. Nas demais
distancias, as frequéncias foram sempre maiorexperimento a campo do que para o

bioensaio.

TABELA 3 -Numero de plantulas normais (transgéniR&y, anormais (convencionais)
e frequiéncia, obtido nos bioensaios. UberlandiaG; BD10

Distancia da fonte de Quantidade de plantulas
polen C(zm)transgene Anormais Normais Frequéncia (%)
Semeadura no verdo com barreira de milho!
3,5 1600 0 0
4 1600 0 0
5 1600 0 0
7 1600 0 0
9 1600 0 0
11 1600 0 0
Semeadura no verdo com barreira de soja?
3,5 1599 1 0,0625
4 1600 0 0
5 1600 0 0
7 1600 0 0
9 1600 0 0
11 1600 0 0
Semeadura no inverno com barreira de milho?
3,5 1600 0 0
4 1598 2 0,1252
5 1600 0 0
7 1599 1 0,0625
9 1600 0 0
11 1598 2 0,1252
Semeadura no inverno com barreira de soja?
3,5 1600 1 0,0625
4 1600 1 0,0625
5 1600 0 0
7 1600 0 0
9 1600 0 0
11 1600 2 0,1252

1 |solamento constituido por 6 fileiras de plardasmilho semeadas a partir da ultima fileira daivad
utilizada como fonte de pdlen com transgene, abéiraeira fileira da cultivar convencional apés o
isolamento.

2 |solamento constituido por 6 fileiras de sojavastional semeadas a partir da Gltima fileira déveu
utilizada como fonte de pdlen com transgene, abéiraeira fileira da cultivar convencional apés o
isolamento.
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Com o resultado da avaliagdo das plantulas norrfteasisgénicas RR) e
anormais (convencionais), foram calculadas as ptagens maximas de contaminacao,

pelo SeedCalcapresentadas na Tabela 4.

TABELA 04 — Limites maximos percentuais de plarmsuteansgénicas no bioensaio,
obtidos pelo SeedCalmos experimentos com semeadura de verdo e
inverno e nas diferentes distancias avaliadas erléiidia — MG,

2010.
Distancia da fonte Experimento
de pdlen com ~ : ~ : , .
transgene (m) Verdo (milho) Veréo (soja) Inverno (milho) Inverno (soja)
3,5 0,19 0,30 0,21 0,30
4 0,19 0,19 0,45 0,30
5 0,19 0,19 0,19 0,19
7 0,19 0,19 0,30 0,19
9 0,19 0,19 0,19 0,19
11 0,19 0,19 0,45 0,39

Os dados apresentados na Tabela 4 mostram quec@hiagens de plantulas
transgénicas detectadas no bioensaio (Tabela @nfaraiores que as porcentagens de
plantas transgénicas detectadas no campo (Tabelga® todos os experimentos e
distancias, e em ambas localidades, exceto nandigtadle 3,5m no experimento
conduzido no inverno com isolamento de milho.

A dispersdo dos dados de probabilidade de contg&onéo) em funcdo da
distancia apds o isolamento (m), no experimentoveldo e utilizando soja como
isolamento, é apresentada na Figura 10. Os dalosapresentaram ajuste, indicando
que a probabilidade de contaminacéo foi indepdedéa distancia avaliada (Figura
10).

Analisando os dados na Figura 10, nota-se menobapiidade de
contaminacéo a distancia de sete metros da foradod® do pdlen com o transgene.
Constata-se também a tendéncia de aumento desteaté@la maior distancia avaliada.
Este resultado, aparentemente incoerente, devexpbcado pela tamanho da amostra
avaliada, pois como o evento ocorre em baixas pgéps € importante determinar qual

o0 tamanho necessario que a amostra deve ter paeseatar o nivel de contaminacéo.
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FIGURA 10 - Dispersao dos dados de probabilidadeatdgaminacdo (%) em
funcdo da distancia apds o isolamento (m), no éxeato de
verao, utilizando soja como isolamento. Uberlandis, 2010.

Ainda que caiba ajuste de um modelo, ele ndo exic pois a
representatividade é baixa. Estes ajustes nao smqemn as probabilidades de
contaminacdo do bioensaio pois sdo baseadas emuUumeran muito pequeno de
sementes, quando comparadas ao teste a campquds$ica frequéncias altas nas
maiores distancias, possivelmente sendo um valeicqaepresentativo. Tal fato
sinaliza que o0s bioensaios ndo sdo aplicaveis cdestes para quantificar
contaminantes, embora tenha sido considerado @yéfipido e eficiente por CUNHA e

outros (2005); PEREIRA e outros (2007); TILLMANNMEST, (2004).
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CONCLUSOES

v' A freqiiéncia de plantas transgénicas foi maisnasasemeaduras de inverno que
de verdo, independentemente do isolamento utilizado

v O fluxo génico reduziu com o0 aumento na distéacidodos os experimentos;

v’ A distancia de 11 m nao foi suficiente para ewtfiuxo génico;

v" O bioensaio nao foi eficiente na quantificacadlako génico.
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