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Resumo

O fluxo génico, ou escape génico, é definido como a troca de alelos entre individuos, isto é, a transfe-
réncia de alelos de uma variedade/espécie para outra. Os fatores climaticos, como velocidade e dire-
¢ao do vento, temperatura e umidade relativa podem interferir no fluxo génico por afetar a distancia,
a duragdo e a quantidade de poélen liberado. A utilizagao da engenharia genética nos programas de
melhoramento genético de forrageiras tropicais e a falta de informagdo sobre o fluxo génico nessas
gramineas gerou a necessidade de se conhecer o fluxo de genes em espécies de valor economico, prin-
cipalmente do género Brachiaria e Panicum por serem as mais utilizadas na dieta de ruminantes no
Brasil. Os objetivos desta revisao foi esclarecer o que ¢ o fluxo génico e como pode ocorrer na nature-
za; além disso, mostrar os modelos experimentais de investigagdo usados no melhoramento genético
de plantas forrageiras e gerar conhecimento para futuras aplicagdes em sistemas agricolas transgéni-
cos com espécies dos géneros Brachiaria e Panicum em regides tropicais. O fluxo génico é um evento
natural entre diferentes espécies de plantas e pode ser controlado por barreiras fisicas, temporais ou
modo de reprodugiao. O delineamento mais utilizado para a investigagdo de fluxo génico em gramine-
as é o concéntrico, e analises moleculares sao excelentes ferramentas para auxiliar na investigacao de
fluxo génico em plantas. Conhecer o fluxo génico em plantas é indispensavel para garantir a liberagao
e regularizagao de eventos geneticamente modificados.
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Importance of Estimate of the Gene Flow in Tropical Climate Grasses for Breeding Plants

Abstract

Gene flow, or gene escape, is defined as the exchange of alleles between individuals, that is, the transfer
of alleles of a variety/species to another. Climatic factors as wind speed and direction, temperature and
relative humidity can affect the gene flow by interfering on the distance, duration and quantity of pollen
released. The use of genetic engineering in breeding programs of tropical forage and the lack of informa-
tion about the gene flow in these grasses have generated the need of knowledge about the flow of genes
in species of economic value, especially of the genus Brachiaria and Panicum, which are the most used
for ruminants in Brazil. The objective in this review was to clarify what gene is flow and how it occurs in
nature; besides, experimental research models used in breeding forage plants are presented and knowledge
is generated to be applied in the future on transgenic agricultural systems involving species of Brachiaria
and Panicum genera in tropical regions. Gene flow in a natural event in different plant species and can be
controlled by physical or time barriers, or mode of reproduction. The most used design for the investiga-
tion of gene flow in grasses is the concentric one, and molecular analyses are excellent tools to assist the
investigation of gene flow in plants. Knowing of gene flow in plants is essential to ensure the release and
regularization of genetically modified events.

Keywords: Gene escape Forages. Brachiaria. Panicum. Pollen.
1 INTRODUCAO

Na engenharia genética, técnicas moleculares sdo utilizadas para a introdugao e a integragao
de pequenos fragmentos de DNA isolados e clonados de outros organismos no genoma da espécie
receptora. Apesar dos beneficios evidentes dos cultivares geneticamente modificados, a possibilidade
de que estes possam apresentar algum efeito adverso ao meio ambiente durante a libera¢ao de pdlen
deve ser examinada, e por isso tem sido alvo de estudos por pesquisadores em diversas institui¢oes.'

Entende-se que o fluxo génico em populagdes de plantas ocorre durante a geracdo game-
tofitica e a esporofitica, portanto, por meio da dispersao do polen e da semente.” O fluxo génico ou
escape génico é definido como a troca de alelos entre individuos, isto ¢, a transferéncia de alelos de
uma variedade/espécie para outra.’

Um estudo realizado por Chevre et al.* define as varias condi¢des necessarias para que o fluxo
génico ocorra em condigdes de campo: existéncia de individuos sexualmente compativeis.? coinci-
déncia temporal e espacial dos individuos, polinizagdo cruzada, grande longevidade do polen, hibri-
dos viaveis, transmissdo génica nas geragoes seguintes, recombinagdo génica entre os genomas e nao
exclusdo do gene do genoma receptor. Entretanto, fatores climaticos como velocidade e dire¢dao do
vento, temperatura e umidade relativa® podem interferir na viabilidade do fluxo génico por afetar a

distancia, a duragdo e a quantidade de pdlen liberado.®
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A utilizagdo da engenharia genética nos programas de melhoramento genético de forragei-
ras tropicais e a falta de informagao sobre o fluxo génico nessas gramineas gerou a necessidade de se
conhecer o fluxo de genes em espécies de valor econémico, principalmente do género Brachiaria e
Panicum, por serem as mais utilizadas na dieta de ruminantes no Brasil. Os objetivos da elaboragao
dessa revisdo sao esclarecer o que é o fluxo génico e como ele pode ocorrer na natureza, e mostrar os
modelos experimentais de investigacao usados no melhoramento genético de plantas forrageiras, isso
tudo com a finalidade de gerar conhecimento para futuras aplicagdes em sistemas agricolas transgéni-

cos com espécies dos géneros Brachiaria e Panicum em regides tropicais.

2 REVISAO

2.1 FLUXO GENICO VIA POLEN

O conhecimento da dispersdo génica decorrente do movimento de pdlen entre individuos
ou populacdes é de especial interesse para agronomos, geneticistas e ambientalistas. A contaminagao
de campos de produ¢ao de sementes por pdlen de outras variedades ou outras espécies sexualmente
compativeis desencadeou uma série de estudos, com o objetivo de estabelecer distancias requeridas
para a manutencdo da pureza genética. Assim, diversos autores’ analisaram a descendéncia do cru-
zamento entre milho e seu ancestral teosinto para determinar o nimero de genes responsaveis pela
natureza invasora desse ancestral silvestre. Em outro estudo?®, o fluxo génico foi avaliado utilizando-se
genotipos tetraploides de Lolium perenne. Outros autores’ investigaram a frequéncia de cruzamento
e distribuicao de colza transgénica (Brassica napus L.). Os pesquisadores tém, também, desenvolvido
outros mecanismos para assegurar o isolamento genético: barreiras vegetais, uso de bordadura, con-
trole de polinizadores e assincronia de época de florescimento, entre outros.

A distancia na qual o fluxo génico via pélen pode ocorrer é variavel. Em geral, o fluxo génico
por meio do pdlen ocorrera a distancias relativamente curtas, porque o pélen é viavel por um curto
periodo de tempo, geralmente apenas algumas horas ou dias. Este esta sujeito a desseca¢ao, e a viabili-
dade é reduzida por altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar. O fluxo génico pode acontecer
por meio da dispersao de pélen e sementes. A intensidade da dispersdo génica sera maior quando
existirem familiares altamente compativeis, muitas espécies de parentes compativeis, sincronismo de
florescimento, uma grande fonte de pélen e ventos fortes."

O fluxo génico via pélen requer coexisténcia de plantas doadoras e receptoras de poélen, so-
breposi¢do de floragdo e sucesso na polinizagdo e fertilizagdo. A dispersao do pdlen e a fertilizagao
das plantas receptoras sao favorecidas por populagdes selvagens e cultivadas, presenca de um elevado
nimero de parentes altamente compativeis, grande quantidade de pdlen produzido, pélen leve, ventos
fortes (polinizagdo pelo vento), grandes populag¢des de insetos (polinizagdo por insetos), longa viabi-
lidade do pdlen, baixa temperatura e alta umidade relativa. O fluxo génico via pdlen é reduzido pelo

isolamento espacial, isolamento temporal, linhas de fronteira e controle voluntario."
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2.2 FLUXO GENICO VIA SEMENTES

As sementes sdo movidas por mecanismos de dispersao naturais, como agua, vento, animais
ou a¢des humanas. Em geral, a dispersdo natural de sementes ocorre em distancias relativamente cur-
tas, na ordem de metros, a partir de campos de produ¢do. No entanto, a movimentagdo de sementes
¢ dificil de evitar ou prever. As caracteristicas da semente que influenciam no fluxo de genes sao o
tamanho, a longevidade de dorméncia e a queda de sementes antes ou durante a colheita.

Algumas culturas como a canola e as braquidrias sdo propensas a queda de sementes — de-
grana natural,'' contribuindo para o elevado numero de sementes para o banco de sementes. A dor-
méncia mantém armazenada no solo as sementes dispersas, permitindo a manuten¢ao de genes de
ano para ano.

Para ocorrer o fluxo génico via sementes é necessario que a dispersdo ocorra por meio
de agentes como vento, agua, animais ou seres humanos. A dispersdo das sementes é favorecida por
populagdes selvagens e cultivadas, sementes pequenas e leves, alta producdo de sementes, longevi-
dade e dorméncia de sementes, transporte por maquinas incorretamente limpas e alta produgdo de
sementes. O uso de sementes certificadas, a limpeza de maquinas entre os campos e o controle volun-

tario sao alguns fatores que reduzem a ocorréncia do fluxo génico por sementes."
2.3 FLUXO GENICO VERTICAL

O fluxo génico é considerado vertical quando ocorre entre populagdes da mesma espécie
por meio da passagem de alelos ou quando hd existéncia de organismos geneticamente modificados
(OGMs). Os fatores de variagao da frequéncia do fluxo génico vertical sao as caracteristicas reprodu-
tivas da espécie e as condi¢des ambientais. As espécies podem ser classificadas quanto a frequéncia de
autofecundagao natural em: espécies autdgamas, cuja frequéncia ¢, em média, superior a 95%, como
soja, feijao, arroz, trigo, aveia, pessegueiro, entre outras; e espécies alégamas, em que a frequéncia é
inferior a 5%, como milho, cebola, cenoura, eucalipto, alfafa e varias espécies de braquidrias, entre
12

outras. Nas espécies intermediarias estdo incluidas aquelas que se situam entre esses dois extremos.

Espécies importantes que se enquadram nesse grupo sao: algodao, café, cacau e melao.
2.4 FLUXO GENICO HORIZONTAL

O fluxo génico horizontal acontece quando ha migracao dos alelos ou genes entre individuos
de espécies diferentes. As possibilidades do fluxo génico horizontal sao dependentes das espécies e do
local de origem. Bartsch e Schuphan®® listaram as espécies cultivadas mais importantes que podem hi-

bridizar com espécies silvestres na natureza: trigo, arroz, milho, soja, cevada, algodao, sorgo, milheto,
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feijao e canola. No caso da soja, o género Glycine tem varias outras espécies, que ocorrem na Australia,

China, Taiwan, Filipinas, India, Quénia, Angola, Congo, Etidpia e Tanzania.
2.5 FLUXO GENICO EFETIVO E INTROGRESSAO GENICA

A introgressao génica pode ser definida como a incorporagdo perene de genes de uma po-
pulagdo diferenciada (espécie ou subespécie) em outra. Ja a hibridagdo ou fluxo génico equivale ao
simples cruzamento entre plantas de duas populagdes.'* O principal risco ambiental que tem sido
apontado como consequéncia da introgressdo de transgenes é o surgimento de plantas daninhas mais
agressivas e de dificil eliminagdo, também chamadas superervas daninhas.”” As ervas daninhas so-
mente se tornardo mais invasivas se o transgene introgredido conferir maior adaptabilidade ao novo
hospedeiro.'¢

Como mencionado, genes com potencial de aumentar a adaptabilidade de novos hospedeiros
podem ser introgredidos se quebrarem todas as barreiras naturais anteriormente descritas e, em de-
terminadas condi¢des, aumentarem a adaptabilidade de plantas silvestres. Portanto, os casos de fluxo
génico que envolvem genes que apresentam potencial para o aumento de adaptabilidade devem ser
criteriosamente estudados.'”'®"

A possibilidade de ocorréncia de introgressao, assim como os potenciais riscos advindos des-
se fendmeno, devem ser avaliados caso a caso, considerando-se ndo apenas a caracteristica conferida
pelo transgene, mas também a cultura em questdo."

No Brasil, por exemplo, Comissao Técnica Nacional de Biotecnologia (a CTNBio) liberou a
soja resistente a glifosato e, nesse caso, nao ha problemas de fluxo génico, ja que ndo existem parentes
silvestres sexualmente compativeis com a soja no Pais, excluindo qualquer possibilidade de problemas
ambientais decorrentes do fluxo génico.”

No caso do algodao Bollgard, que confere resisténcia a insetos, a decisao da CTNBio foi
diferente. No Brasil, além de o algodao ser cultivado em larga escala, existem mais de duas espécies
do género Gossypium que sao sexualmente compativeis. Essas espécies podem ocorrer na forma sel-
vagem, ragas locais ou em cultivos de “fundo de quintal”?’ Com o objetivo de evitar o fluxo génico
entre algodao transgénico e esses genotipos, foi proposto um zoneamento para o plantio do algodao
transgénico.” Isso significa que foram delimitadas areas onde o algodao geneticamente modificado
pode ser cultivado e zonas de exclusdo, que correspondem as areas onde é proibido esse cultivo.

Em arroz, uma pesquisa foi conduzida® no campo experimental da Embrapa Arroz e Feijao,
no Municipio de Alegrete, RS. O ensaio foi instalado em delineamento concéntrico, e no centro do
experimento foi transplantada uma planta de arroz vermelho (acesso Gen009) com 10 paniculas. Isso
garantiu a quantidade suficiente de pélen para manter a homogeneidade do padrao molecular do es-
tudo. Outras 120 plantas da cultivar BR-Irga 409 foram distribuidas nas interse¢des entre 10 circulos

concéntricos (distanciados 5,0 metros entre si) e 12 raios distanciados em 30°. Nessa avaliagdo entre
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o arroz vermelho e o arroz cultivado foi detectado fluxo génico a 10 metros de distancia, ajudando a
explicar o alto potencial de contaminagdo dessa invasora em areas de cultivo comercial.

No caso do milho, a taxa de fecundagédo cruzada entre espécies ou entre cultivares da mesma
espécie depende da producéo e dispersao de pdlen.”* Modelos matematicos tém sido utilizados para
simular os padroes de dispersao de pdlen em milho e outras espécies. A duragdo da antese varia entre
as cultivares, porém, de um modo geral, ela ocorre de cinco a oito dias.*

A longevidade do pdlen é variavel com as condigdes ambientais, dependendo especialmente
da temperatura e umidade relativa do ar. Ha relatos de viabilidade apds 24 horas até alguns dias.”” O
grao de polen de milho é relativamente muito grande e pesado, em média de 90 a 125 pm (microme-
tros), e o principal veiculo de polinizagdo é o vento.

Estudos tedricos apontam que pelo vento ele pode ser levado por até alguns quilémetros.
Contudo, ha inumeros relatos que apontam que a dispersdo do pdlen se concentra a poucos metros
da fonte.

Em estudos para a avaliagdo de fluxo génico em genoétipos tetraploides de Lolium perenne L.,
a assintota horizontal medida foi de até 36 metros em todos os sentidos. Em festuca (Festuca pratensis
Huds.), o fluxo de genes minimo foi medido a 75 metros da planta doadora de pélen,* e as taxas de
fluxo génico medido com gramas transgénicas (Agrostis spp.) atingiu uma assintota de mais de 100
metros da fonte de pdlen.”

Essas observagdes sdo apoiadas por pesquisas anteriores sobre o fluxo de pélen de azevém

perene em que foram alcangadas assintotas de 30 a 50 metros.>*

3 DISCUSSAO
3.1 MEIO AMBIENTE E ORGANISMO GENETICAMENTE MODIFICADO (OGM)

No caso dos transgénicos, pela Lei de Biosseguranga Lei n. 11.105, de 24 de margo de 2005),
uma das principais questdes para a andlise de pedidos de liberagao, de OGMs, no meio ambiente, com a
finalidade de pesquisa e de solicitagdes de liberagdes comerciais, é a definicdo dos 6rgaos responsaveis.

De acordo com essa Lei, todas as questdes que envolvem pesquisa com OGMs sao reguladas
exclusivamente pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). As liberagdes comer-
ciais sdo submetidas a duas etapas de avaliagdo: técnica e politica. Primeiramente, a CTNBio fornece
um parecer técnico conclusivo sobre a biosseguranga do produto em questdo. Caso ele seja considera-
do seguro, do ponto de vista alimentar e ambiental, um conselho de ministros de Estado, o Conselho
Nacional de Biosseguranca (CNBS), concedera ou nio autorizag¢ao para a comercializagdo no Pais,
julgando quanto aos aspectos da conveniéncia e oportunidade socioecondmicas e do interesse nacio-
nal do uso comercial do OGM.

Visando identificar e medir os riscos potenciais do uso de variedades transgénicas, muitos

projetos de pesquisa foram conduzidos em laboratdrios, casa de vegetagdo e no campo,” os quais, em
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sua maioria, eram direcionados para o entendimento do modo de reproducédo das plantas, especial-
mente os sistemas de incompatibilidade e mecanismos de dispersao do pdlen; da hibrida¢ao e intro-
gressdo génicas; da colonizacgdo; da especiagdo e da evolugao, todos associados ao uso comercial das
variedades transgénicas.

Os possiveis riscos de introgressao advindos do fluxo génico de plantas transgénicas para espé-
cies de plantas silvestres relacionadas® podem ocorrer quando houver compatibilidade sexual e sobre-
posicao de florescimento. Além disso, os hibridos devem ser férteis, de forma que seja possivel ocorrer
retrocruzamentos, ja que, normalmente, sdo estéreis ou possuem baixa adaptabilidade. Na maior parte
dos casos, para que ocorra introgressao, é necessario que o transgene confira vantagem seletiva superior
as desvantagens conferidas pelos alelos que estdo geneticamente ligados a ele e, ainda, uma série de
retrocruzamentos deve ocorrer de forma que este seja incorporado ao genoma de uma planta silvestre.'*

Em uma revisao cientifica publicada recentemente no Russian Journal of Plant Physiology, os
pesquisadores® relatam que existe uma dificuldade inicial de ampla propagac¢ao das plantas genetica-
mente modificadas, em culturas forrageiras especialmente, assim como nas culturas agronomicamen-
te mais importantes do mundo, o que requer uma profunda compreensdo desse processo com base
no desenvolvimento de critérios de riscos potenciais com base nas regularidades bioldgicas gerais,
integracdo com outras areas do conhecimento e, finalmente, defini¢do das possibilidades 6timas para
a dissemina¢do do produto final. Ainda nesse estudo, os pesquisadores afirmam que a engenharia
genética tornou-se o mais poderoso perturbador da paz da comunidade mundial no inicio do século
XXT. Isso esta relacionado ao fato de que a engenharia genética pode ter consequéncias ndo somente
positivas, mas também negativas. A principal dificuldade reside no fato de que nao somos capazes de

prever com precisdo todas as consequéncias da sua utilizagao em longo prazo.

3.2 DELINEAMENTOS USADOS PARA ESTIMAR FLUXO GENICO EM PLANTAS CULTIVADAS

Segundo um estudo pesquisado,' a ocorréncia de fluxo génico tem sido investigada em varias
espécies, utilizando-se diferentes delineamentos de plantio. A escolha de determinado delineamento
deve considerar o modo de reprodugao da espécie, o veiculo de dispersdo do pdlen, além de aspectos
referentes as condi¢des ambientais.

Os experimentos de campo realizados em Brassica napus L.° foram conduzidos em delinea-
mento concéntrico contendo uma parcela de plantas transgénicas, doadoras de grao de pdlen, cercada
por oito parcelas de plantas receptoras nao transgénicas; cada parcela com tamanho de 6 m x 6 m, com
50 plantas/m?. A distdncia entre a parcela doadora e parcelas receptoras foi de 1,5 m (Figura 1). Nesse
estudo, a média de taxa de cruzamentos dentro de uma distancia de 3 a 11 metros de 100% da parcela
transgénica foi consistente.

Autores* avaliaram o fluxo génico em Oryza sativa. Nesse experimento foi transplantada no
centro do experimento uma planta de arroz vermelho (acesso Gen009). Outras 120 plantas da cultivar

BR-Irga 409 foram distribuidas nas interse¢des entre 10 circulos concéntricos (distanciados 5,0 me-
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tros entre si) e 12 raios distanciados em 30° (Figura 2). A distdncia maxima encontrada entre a planta
de arroz vermelho doadora de pdlen e uma planta de arroz cultivado que produziu sementes hibridas
foi de 10 metros.

Outro estudo® utilizou delineamento concéntrico em ensaios de fluxo génico com Lolium pe-
renne L. O plano experimental usado pelos autores foi baseado em um projeto de roda de carruagem,
com um bloco central de plantas doadoras de pdlen. As plantas receptoras foram dispostas nos raios
cardeais em grupos de trés, posicionadas a 0,3 metros entre si, com distdncias que variam a partir de
1 metro a 144 metros a partir da borda da parcela doadora (Figura 3). A distancia estimada de fluxo
génico nesse ensaio foi de até 36 metros em todas as dire¢des medidas.

Da mesma forma, outros autores® também avaliaram o fluxo génico em Festuca arundinacea
Schreb por meio de um delineamento concéntrico composto por uma parcela central com plantas
transgénicas e nos raios de plantas ndo transgénicas em oito direcdes, chegando a 200 metros de dis-
tancia da parcela central (Figura 4). Os transgenes foram detectados nas progénies das plantas recep-
toras em diferentes dire¢oes até 150 metros de distancia do centro.

Ainda, em outra pesquisa,” utilizou-se 0 mesmo delineamento em estudos de dispersao gé-
nica em Paspalum notatum Fluggé. No centro do experimento foram plantadas 24 plantas transgéni-
cas resistentes a herbicidas como doadoras de pélen, enquanto as receptoras nao transgénicas foram
plantadas em um circulo de 2 metros de didmetro em torno das plantas doadoras de polen (Figura
5). A frequéncia de hibridagao entre tetraploides apomiticas transgénicas e ndo transgénicas diploides
sexuais foi 0,00 em 0,5 metros e 0,05% em 3,5 metros de distancia.

As Figuras a seguir apresentam delineamentos concéntricos utilizados em estudos sobre flu-

x0 génico em plantas.
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Figura 1 - Representacido esquematica do desenho experimental’

Figura 2 - Croquis do experimento de identificagdo de fluxo génico entre arroz vermelho e arroz cultivado*
Figura 3 - Campo experimental fluxo génico®

Figura 4 - Design do campo experimental de dispersio de polenl

Figura 5 - Plano experimental para o fluxo génico?
4 CONCLUSAO

O fluxo génico é um evento natural entre diferentes espécies de plantas e pode ser controlado
por barreiras fisicas, temporais ou pelo modo de reprodugao.

O delineamento mais utilizado para a investigacao de fluxo génico em gramineas é o concéntrico.

Conhecer o fluxo génico em plantas ¢ indispensavel para garantir a liberagao e regularizagao
de eventos geneticamente modificados.

Atualmente, analises moleculares sdo ferramentas indispensaveis a investigagao de fluxo gé-

nico em plantas.

" Uma parcela transgénica doadora ¢ cercada por oito parcelas receptoras nao transgénicas. Tamanho da parcela é de 6 m x 6 m,
distancia entre as parcelas é de 1,5 m.’

#No centro, a planta de arroz vermelho; nos pontos de intersec¢do entre os raios (1 a 12) e os circulos (1 a 10) estdo as plantas de arroz
cultivado, cv. BR-Irga 409. Em destaque, a localizagdo da planta 12.2, na qual foram detectadas sementes hibridas resultantes de fluxo
génico.”

$ As plantas receptoras estdo localizadas em trés grupos, em intervalos de distancias variando a partir de 1 m a 144 m da borda das
plantas doadoras.®

I As plantas transgénicas do centro do ensaio foram cercadas por plantas receptoras nio transgénicas.*

¢ Projeto grafico campo circular composto de plantas transgénicas tetraploides (fonte de pdlen), no centro cercado por um tipo de
graminea selvagem nao transgénica (receptores de pélen).*®
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