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RESUMO

As variedades de milho crioulo sdo cultivadas e conservadas
principalmente por pequenos agricultores, possuindo caracteristicas
intrinsecas que as distinguem das demais variedades. Os riscos sdo para
as variedades crioulas que estfo coexistindo com hibridos Geneticamente
Modificados (GMs) e ndo GMs, e mesmo sabendo que ndo ha barreiras
bioldgicas para o fluxo génico entre as diferentes variedades de milho
(hibridas/GMs e crioulas), estas podem existir nas proximidades, e,
portanto, ocorrer o fluxo génico. O objetivo desta dissertagdo foi estudar
os efeitos da presenca de transgenes (eventos TC1507 e TC1507 +
NK603) por meio de um screening inicial dos principais grupos
funcionais de graos inteiros e suas partes (degerminados e embrides), em
hibridos isogénicos de milho transgénicos (GM) e ndo transgénicos
(NGM) isolados e associados a populacdes portadoras de diferentes
proporgdes de background genético de variedade crioula Rosado-Rajado
(RS). Estas tultimas foram geradas para simular contaminagdes gradativas
e recorrentes, proporcionadas pelo pdlen dos hibridos sobre a variedade
RS por fluxo génico. Para tanto, foram geradas populagdes com distintos
backgrounds genéticos (25, 50 e 75%) entre o milho GM e a sua versdo
ndo GM sobre a variedade crioula RS. Inicialmente, foram realizadas
confirmagdes de auséncias prévias de fluxo génico de hibridos GMs sobre
a variedade crioula RS, confirmag¢des das identidades dos hibridos GMs e
a efetividade dos cruzamentos realizados. Foram comparados os perfis
metabolicos de grdos inteiros, degerminados ¢ embrides dos hibridos
isogénicos GMs e ndo GM, da variedade crioula RS e das progénies
portadoras de 25%, 50% e 75% de genes de RS, em combinacdo com
cada um dos trés hibridos isogénicos, por meio da analise de
infravermelho médio com transformada de Fourier por reflectincia difusa
(DRIFTS) e de estatistica multivariada (PCA e agrupamento). As analises
dos grupos funcionais carboidratos, proteinas, lipidios e poli(fendis)
formaram agrupamentos dissimilares, dependendo do tecido vegetal
analisado e do hibrido isogénico envolvido. Nas analises de carboidratos
e proteinas de grdos inteiros, observou-se um efeito gradativo de



distanciamento entre tratamentos, ou seja, as popula¢des com propor¢ao
média de genes 25% RS e 50% RS estiveram mais proximas ao genitor
GMHR (Geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), nessa
ordem, assim como apenas a populacdo 75% RS agrupou-se ao genitor
RS. Nas andlises de graos degerminados, os grupos funcionais
constituidos pelos carboidratos, proteinas e lipidios ndo foram bons
indicadores para detectar efeito da presenga de transgenes, a partir da
analise de hibridos isogé€nicos. Estes grupos funcionais também nao
foram adequados para acompanhar as mudangas decorrentes das
contaminagdes recorrentes da variedade crioula por pdélen de milhos
GMs. Os grupos funcionais constituidos pelas proteinas e lipidios em
embrides foram satisfatorios para detectar o efeito da presenca de
transgenes, diferenciando hibridos isogénicos com e sem transgenes,
assim como estes em relagdo a variedade crioula RS. Procedimentos
metabolomicos, combinado com analise multivariada, possibilitou um
screening inicial rapido de milhos GMs e suas contrapartes
convencionais, incluindo variedades crioulas contaminadas com polen
GM por fluxo génico.

Palavras-chave: DRIFTS, grupos funcionais, OGM, Rosado-Rajado, Zea
mays L.
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ABSTRACT

Maize landrace varieties are grown and maintained mainly by small-scale
farmers and possess intrinsic characteristics that distinguish them from
other varieties. The risks are that the landraces are coexisting with hybrid
genetically modified (GM) and non-GM, and even though there is no
biological barriers to gene flow between the different varieties of maize
(hybrid / GMs and landraces), these may exist in nearby, and therefore
gene flow occur. This work aimed to study the effects of the presence of
transgenes (events TC1507 and TC1507 + NK603) through an initial
screening of the major functional groups of whole grains and its parts
thereof (degerminated and embryos) from isolated isogenic hybrids (GM
and non-GM) and associated with populations that carry different
proportions of genetic background of the landrace Rosado-Rajado (RS).
Thus, populations with different genetic backgrounds were generated
(25%, 50% and 75% RS genes) through intercrossing the GM hybrids and
its non-GM version with the variety RS. Previous absences of gene flow
from GM hybrids on the variety RS were performed as well as the
identities of GM hybrids and the effectiveness of the performed
populations. The metabolic profiles of whole grains, degerminated and
embryos of the isogenic hybrids GM and non-GM, variety RS and
progenies carrying 25%, 50% and 75% RS genes were compared with
each of the three isogenic hybrids through mid-infrared Fourier transform
analysis by diffuse reflectance (DRIFTS) and multivariate analysis (PCA
and cluster). The analyses of functional groups - carbohydrates, proteins,
lipids and poly(phenols) - formed dissimilar groups depending on the
analyzed plant tissue and isogenic hybrid. In the analysis of carbohydrates
and proteins in whole grain, it was observed a gradual effect of distancing
between treatments; thus, populations carrying genes of RS - mean
proportion of 25% and 50% - were closer to the parent GMHR
(genetically modified — event TC1507 + NK603), as well as only the
population 75% RS grouped with the RS parent. In degerminated grain
analyses, carbohydrates, proteins and lipids were not good indicators to



detect effect of the presence of transgenes, based on analysis isogenic
hybrids. These functional groups also were not proper to follow the
changes resulting from recurrent contamination promoted through GM
pollen on RS variety. On de order hand, proteins and lipids in embryos
were satisfactory functional groups to detect the effect of the presence of
transgenes, differentiating isogenic hybrids, as well as these in relation to
RS variety. Metabolomic procedures, combined with multivariate
analysis enabled a rapid initial screening of GM maize and their
conventional counterparts, including landraces, which were contaminated
with GM pollen by gene flow.

Keywords: DRIFTS, functional groups, GMO, Rosado-Rajado, Zea mays
L.
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(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,8324... 162
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A conservacdo dos recursos genéticos, incluindo a conservagao
on farm de variedades crioulas e sua utilizagdo sustentavel, estd no
ambito de féruns internacionais ¢ nacionais, como na Conven¢do da
Diversidade Biologica de 1992, no Plano de Acdo Global elaborado
durante a IV Conferéncia Técnica Internacional para Recursos
Genéticos de Plantas em Leipzig-Alemanha, na III Conferéncia das
Partes para a Convengdo da Diversidade Biologica, realizada na
Argentina, ambas em 1996, e no Tratado Internacional sobre Recursos
Fitogenéticos para a Alimentacdo e a Agricultura (TIRFAA), aprovado
em Roma em 2001.

De acordo o artigo 8, item g, da Convenc¢do da Diversidade
Biologica, deve-se “estabelecer ou manter meios para regulamentar,
administrar ou controlar os riscos associados a utilizacéo e liberagéo
de organismos vivos modificados resultantes, da biotecnologia que
provavelmente provoquem impacto ambiental negativo que possa afetar
a conservagdo e a utilizacdo sustentdvel da diversidade bioldgica,
levando também em conta as riscos para a salde humana” (BRASIL,
1994).

A III Conferéncia das Partes também aprovou a decisdao II1/11,
que reconhece a relacdo estreita entre agricultura e biodiversidade, bem
como a necessidade de desenvolver ac¢des que pudessem mitigar
impactos e apontar para o seu uso sustentavel (CONVENCAO SOBRE
DIVERSIDADE BIOLOGICA, 1996), sendo posteriormente detalhada na
V Conferéncia das Partes, realizada em Nairobi, em 2000, no programa
de trabalho especifico sobre a agrobiodiversidade (CONVENCAO
SOBRE DIVERSIDADE BIOLOGICA, 2000).

Segundo o TIRFAA, os artigos 4°, 5° ¢ 9° dispdem promover a
conservacdo, prospeccdo, coleta, caracterizacdo, avaliagio e
documentacdo de recursos fitogenéticos para a alimentacdo e a
agricultura; a promog¢do do uso sustentavel desses recursos; e sobre o
direito dos agricultores sobre esses recursos fitogenéticos,
respectivamente (BRASIL, 2008).

Com o objetivo de assegurar a biotecnologia internacionalmente,
em 29 de janeiro de 2000, ¢ firmado na cidade de Montreal, Canada, o
Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca da Convengdo sobre
Diversidade Biologica, come¢ando a vigorar, em ambito internacional,
em 11 de setembro de 2003, e nacional, em 22 de fevereiro de 2004.
Atualmente, 167 paises fazem parte do protocolo (CONVENTION ON
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BIOLOGICAL DIVERSITY, 2014) que tem como objetivo geral
“assegurar um nivel adequado de protecdo no campo da transferéncia,
da manipulagdo e do uso seguro dos organismos vivos modificados
(OVMs), resultantes da engenharia genética, que possam vir a ter
implicagcbes na conservacdo e no uso sustentavel da diversidade
bioldgica, considerando os riscos a salde humana e 0s movimentos
transfronteiricos” (BRASIL, 2006).

Conforme o principio da precaugdo da Convengdo da Diversidade
Biologica (BRASIL, 2000), quando houver ameaca de danos graves ou
irreversiveis, a auséncia de certeza cientifica absoluta ndo sera utilizada
como razdo para o adiamento de medidas economicamente viaveis para
prevenir a degradagdo ambiental.

De acordo com a Politica Nacional de Biodiversidade,
implantado em 2002, com o objetivo da utilizacdo sustentavel dos
componentes da biodiversidade, deve-se “‘promover mecanismos e
instrumentos que envolvam todos 0s setores governamentais e n&o-
governamentais, publicos e privados, que atuam na utilizacdo de
componentes da biodiversidade, visando que toda utilizacdo de
componentes da biodiversidade seja sustentavel e considerando né&o
apenas seu valor econémico, mas também os valores ambientais, sociais
e culturais da biodiversidade (BRASIL, 2002).

No ambito federal, por intermédio da Secretaria da Agricultura
Familiar do Ministério do Desenvolvimento Agrario, também tem sido
oferecido apoio ao uso, manejo e conservagdo de variedades crioulas
(BRASIL, 2003). Por meio do Cadastro Nacional de Cultivares
Tradicionais e Crioulas € possivel garantir legalmente a oportunidade de
acesso as politicas publicas da agricultura familiar a todos que utilizam
sementes crioulas (BRASIL, 2007). Além disso, através do governo
brasileiro, em 2012, em conjunto com parceiros nacionais e estaduais, é
dado o apoio a organizagdo de bancos comunitarios de sementes
crioulas, contribuindo, deste modo, para a conservagdo de recursos
genéticos da agrobiodiversidade (MAPA, 2012).

Por outro lado, contrariamente as politicas mencionadas
anteriormente, o Brasil concede autorizagdes para cultivos comerciais de
Organismos Geneticamente Modificados (OGMs). O surgimento de
OGMs, ou também chamados de transgénicos, ocorreu com a aplicacdo
da tecnologia do DNA recombinante e/ou engenharia genética ao
melhoramento de diversas espécies com diferentes propositos. Essas
técnicas permitem o rompimento da barreira sexual entre espécies, e
através da utilizacdo de enzimas de restricdo e enzimas ligases,
recombina-se in vitro fragmentos de DNA de espécies diferentes, o que
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por meio natural jamais seria possivel (COHEN et al., 1973). Portanto,
OGMs sdo definidos como organismos que foram transformados pela
introdugdo e integragdo de um ou mais genes exdgenos pela técnica de
engenharia genética, tendo como exemplos de cultivos modificados o
milho, a soja, algoddo, entre outros. Estas espécies quase que
exclusivamente foram desenvolvidas em varios paises do mundo para
serem resistentes a insetos e tolerantes a herbicidas.

Os cultivos GMs para a alimentagdo estdo liberados no mundo a
cerca de 20 anos, mas experimentos e dados concretos com humanos
que mostrem seus efeitos prejudiciais a saide sdo muito escassos.

Pela grande difusdo e adogdo dos cultivos geneticamente
modificados pelos agricultores, os cultivos de milho ndo GM (Nao
Geneticamente Modificado), incluindo variedades crioulas e locais,
estdo obrigados a coexistir. De acordo com a Resolu¢do Normativa
Brasileira n® 4, de 16/08/2007 ha distancias minimas visando a
coexisténcia entre os diferentes sistemas de produgdo, que sdo de 100 de
metros entre cultivos ou de 20 metros mais 10 fileiras de milho ndo GM
(BRASIL, 2007). Segundo a propria CTNBio, por meio do Parecer
Técnico n° 1.100/2007, admitiu que sob ventos baixos a moderados,
estima-se que cerca de 2% do pdlen sdo encontrados a 60 metros, 1,1%
a 200 metros, ¢ 0,75-0,5% a 500 metros de distdncia (BRASIL, 2007).

O isolamento espacial se deve ao fato de o milho ser uma espécie
que realiza preferencialmente polinizacdo cruzada, podendo o polen ser
deslocado, principalmente pelo vento, a grandes distancias (HENRY et
al., 2003; SANVIDO et al., 2008; GALEANO et al., 2010). Portanto, as
normas de distdncia minima de isolamento ndo garantem a coexisténcia
entre cultivos sem a contamina¢do do milho ndo GM.

Na pratica, estabelecer limites visando a coexisténcia entre os
diferentes cultivos de milho no Brasil, com a crescente area de cultivo
com GM, gera muitos conflitos, pois por lei fica ameagado o direito dos
agricultores em escolher qual o sistema de produg¢do querem adotar. O
Brasil possui a segunda maior area cultivada, quando se considera a
adocdo da tecnologia GM, sendo que esta previsto na safra 2013/2014,
que o cultivo de milho GM seja plantado em 12,55 milhdes de hectares.
(JAMES, 2012; CELERES, 2013).

Comparando a legislag@o brasileira e a europeia para os produtos
alimenticios organicos quanto a tolerancia de contaminagdo por OGMs
estas se mostram divergentes. Na Europa o limite de contaminagdo ¢ de
0,9%, e no Brasil esta tolerancia ¢ nula, o que acaba impossibilitando a
coexisténcia no Brasil de cultivos organicos ¢ GMs de milho (FERMENT
etal., 2009).
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Com o avango do desenvolvimento de alimentos geneticamente
modificados, autoridades reguladoras langam o conceito da equivaléncia
substancial. Ou seja, se um alimento ou ingrediente alimentar derivado
dos recentes avangos em biotecnologia for  considerado
substancialmente equivalente a um alimento ou ingrediente alimentar
convencional, aquele alimento podera ser considerado tdo seguro quanto
esse. Portanto, para se estabelecer a equivaléncia substancial, os
alimentos derivados dos recentes avangos em biotecnologia devem ser
comparados com as espécies ou com os alimentos derivados destas
espécies 0s mais proximos possiveis (FAO/OMS, 1996).

Segundo o artigo 2°, do decreto 4.680, de 24 de abril de 2003
(BRASIL, 2003), o consumidor tem o direito a informagdo, quando
alimentos e ingredientes alimentares destinados ao consumo humano ou
animal contenham concentra¢cdes acima de 1% do produto ou sejam
produzidos a partir de organismos geneticamente modificados. Nos
casos positivos, o produto devera ser embalado e, no seu rotulo, devera
estar especificado que sua origem ¢é geneticamente modificada.

Visto a existéncia desta diferenca de limites de contaminagdes
para cultivos de milho convencional (até 1%) e organico (0%) por GMs,
deve-se mencionar que os impactos econdmicos decorrentes da
contaminagao em cultivos convencionais ndo sdo menos importantes do
que em cultivos orgénicos, ndo justificando essa distingdo entre os
limites, tendo esses grdos como matéria-prima base das cadeias
produtivas da avicultura e suinocultura.

Variedades crioulas e locais foram desenvolvidas, adaptadas ou
produzidas por agricultores familiares, assentados da reforma agraria ou
indigenas, possuindo caracteristicas fenotipicas bem determinadas e
reconhecidas pelas respectivas comunidades e que, a critério do MAPA,
considerando também os descritores socioculturais ¢ ambientais, ndo se
caracterizam como substancialmente semelhantes as cultivares
comerciais (BRASIL, 2003). Sao variedades de grande importancia para a
agricultura familiar catarinense e agricultura organica pelos seus valores
de uso, cultivo e adaptativo, que foram construidos ao longo de geragdes
como resultado do manejo e uso dos agricultores, bem como das
pressdes de selecdo conferidas pelo ecossistema agricola dessa regido
(FERMENT et al., 2009).

Ha uma consideravel riqueza de variedades crioulas conservadas
por agricultores do Oeste de SC (COSTA, 2013; OGLIARI et al., 2007;
OGLIARI et al, 2013; VIDAL et al.,, 2012); em contrapartida, ha um
desconhecimento do seu valor real e potencial. Isso justifica a
preocupacdo da comunidade cientifica com os impactos decorrentes da
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contaminagdo por GM, sobretudo dos efeitos que resultam na perda de
agrobiodiversidade e da diversidade das variedades crioulas e de seus
valores adaptativos, de cultivo, e de uso na alimenta¢do humana.

Os OGMs sdo cultivados legalmente em escala comercial no
Brasil desde 2003, e, em 2008, o milho (FERMENT et al., 2009). Mas a
auséncia de medidas que assegurem a coexisténcia das plantas GMs com
os cultivos convencionais ¢ orginicos sem contaminacdo, embora as
normas de biossegurancga ja estivessem asseguradas por lei desde 2005
(BRASIL, 2005), coloca em risco a integridade da diversidade conservada
in situ - on farm, desconsiderando o direito dos agricultores de
conservarem suas sementes crioulas, excluindo qualquer outra opgdo
tecnologica diferente da transgenia.

A hipotese desta dissertagdo € que o fluxo génico recorrente em
variedades crioulas por milho GM possa provocar alteracdes ndo
intencionais devido a presenga do transgene no background genético
crioulo, e assim, o metaboloma dos graos estaria em risco com a perda
de sua identidade.

Com os cultivos GMs, os possiveis efeitos inesperados podem
estar relacionados as alteracdes em genes ndo alvos, ou a alteragdes
metabolicas dos produtos de transcricdo dos transgenes, podendo
interagir regulando outros genes ou outras rotas bioquimicas (CELLINI et
al., 2004; RICROCH et al., 2011).

O metaboloma ¢ o conjunto de todos os metabolitos que sdo
produzidos e/ou modificados por um organismo (VILLA-BOAS &
GOMBERT, 2006). Caracterizar o metaboloma dos grios das variedades
crioulas de milho do Oeste de SC é de suma importincia pela sua
riqueza de diversidade, sobretudo pela falta de estudos comparativos do
metaboloma entre plantas NGMs e GMs, que ndo sejam financiadas
pelas empresas biotecnologicas. Além disso, também sdo inexistentes
estudos que envolvem comparagdes com variedades crioulas simulando
contaminagdes recorrentes que ocorrem por fluxo génico entre NGMs e
GM. Ambos os argumentos justificam a realizagdo de uma abordagem
de analise inicial do efeito do background genético na expressdo dos
transgenes inseridos em variedades crioulas, apresentando uma possivel
ameaca ao principio da equivaléncia substancial.

A presente dissertagdo esta estruturada da seguinte maneira: (i)
uma primeira parte que contém uma revisdo bibliografica acerca do
assunto, como as premissas relevantes para um completo entendimento
e posterior discussdo; (ii) uma segunda parte que contém um capitulo
dedicado a analise dos perfis espectrais de infravermelho médio com
transformada de Fourier por reflectancia difusa (DRIFTS) de graos
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inteiros, degerminados ¢ embrides oriundos de populagdes de milho
produzidas com o intuito de simular a contaminacdo em variedade
crioula por transgenes.



39

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRASIL: Casa Civil - Decreto n° 4.680, de 24/04/2003, 2003.

BRASIL: Casa Civil — Lei de Biosseguranga n° 11.105, de 24/03/2005,
2005.

BRASIL: Casa Civil - Lei n® 10.831, de 23/12/2003, 2003.
BRASIL: MAPA. Lei n®10.711, de 05/08/2003, 2003.

BRASIL: MCT - Comissdo técnica nacional de biossegurancga. Parecer
Técnico n°1.100, 2007.

BRASIL: MCT - Comissdo técnica nacional de biosseguranca.
Resolu¢do Normativa n° 4, de 16/08/2007, 2007.

BRASIL: MCTI - Decreto Legislativo n® 2, de 03.02.1994, 1994.
BRASIL: MDA. Portaria n° 51, de 03/10/2007, 2007.

BRASIL: MMA - A Convencao sobre Diversidade Biol6gica — CDB,
2000.

BRASIL: MMA. Decreto n° 4.339, de 22/08/2002, 2002.

BRASIL: MRE - Decreto n°® 5.705, de 16/02/2006, 2006.

BRASIL: MRE - Decreto n° 6.476, de 05/06/2008, 2008.

CELERES: Informativo biotecnologia. 2013. Disponivel em:
<http://celeres.com.br/wordpress/wp-
content/uploads/2013/12/IB13021.pdf>. Acesso em: 20/03/2014.
CELLINI, F.; CHESSON, A.; COLQUHOUN, L.; et al. Unintended

effects and their detection in genetically modified crops. Food
Chemistry Toxicology, v. 42, p. 1089- 1125, 2004.



40

COHEN, N.C.; CHANG, C.Y.; BOYER, H.W.; et al. Construction of
biologically functional bacterial plasmids in vitro. Proc. Nat. Acad. Sci
USA, v.70, n.11, p. 3240-3244, 1973.

CONVENCAO SOBRE DIVERSIDADE BIOLOGICA. COP Il
Decision 111/11: Conservation and sustainable use of agricultural
biological diversity. 1996. Disponivel em:
<http://www.cbd.int/decision/cop/default.shtml?id=7107>. Acesso em:
01/09/2014.

CONVENCAO SOBRE DIVERSIDADE BIOLOGICA. COP V
Decision V/5: Agricultural biological diversity: review of phase | of
the programme of work and adoption of a multi-year work
programme. 2000. Disponivel em: <
http://www.cbd.int/decision/cop/default.shtml?id=7147>. Acesso em:
01/09/2014.

CONVENTION ON BIOLOGICAL DIVERSITY: Party to the
Cartagena Protocol on Biosafety. 2014. Disponivel em:<
http://bch.cbd.int/protocol/e-doc/?pressRelease=97912>.  Acesso em:
25/08/2014.

COSTA, F. M. Diversidade genética e distribuicdo geografica: uma
abordagem para a conservagdo on farm e ex situ e o uso sustentavel dos
recursos genéticos de milho do Oeste de Santa Catarina. Dissertacao.
Recursos Genéticos Vegetais. UFSC. 2013.

FAO/OMS: Biotechnology and food safety. In: Report FAO/OMS,
FAO Food Nutrition Paper, 61. Roma. 31p., 1996.

FERMENT, G.; ZANONI, M.; BRACK, P.; et. al. Proposta de Revisao
da Resolugdo Normativa n°4 da CTNBIo. Brasilia: MDA, 2009.

GALEANO, P.; DEBAT, C. M.; RUIBAL, F.; et al. Cross-fertilization
between genetically modified and non-genetically modified maize crops
in Uruguay. Environ. Biosafety Res., v. 9, p. 147-154, 2010.

HENRY, C.; MORGAN D.; WEEKES R.; et al. (2003). Farm scale
evaluations of GM crops: monitoring gene flow from GM crops to non-
GM equivalent crops in the vicinity: part I: forage maize. DEFRA
report EPG 1/5/138. Disponivel em: < http://cib.org.br/wp-



41

content/uploads/2011/10/estudos_cientificos ambiental 14.pdf>.
Acesso em: 04/02/2014.

JAMES, CLIVE. 2012. Global Status of Commercialized Biotech/GM
Crops: 2012. ISAAA Brief. n° 44. ISAAA: Ithaca, NY.

MAPA: Sementes crioulas promovem a agrobiodiversidade. 2012.
Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/vegetal/noticias/2012/08/sementes-
crioulas-promovem-a-agrobiodiversidade>. Acesso em: 01/09/2014.

OGLIARI, J. B.; ALVES, A. C.; KIST, V.; et al. Analise da diversidade
genética de variedades locais de milho. Revista Brasileira de
Agroecologia, v. 2, p. 191-195, 2007.

OGLIARI, J. B.;KIST, V.; CANCI, A. The participatory genetic
enhancement of a local maize variety in Brazil. In: DE BOEF, W_;
PERONI, N.; SUBEDI, A.; et al. (Org.). Community Biodiversity
Management. Promoting Resilience and the Conservation of Plant
Genetic Resources. 1* ed., Abingdon: Routledge, p. 265-271, 2013.

RICROCH, A. E.; BERGE, J. B.; KUNTZ, M. Evaluation of genetically
engineered crops using transcriptomic, proteomic, and metabolomic
profiling techniques. Plant Physiology, v. 155, n° 4, p. 1752-1761,
2011.

SANVIDO O.; WIDMER F.; WINZELER M.; et al. Definition and
feasibility of isolation distances for transgenic maize cultivation.
Transgenic Res., v. 17, p. 317-335, 2008.

VIDAL, R. SILVA, N. C. A.; COSTA, F. M.; et al. Analise da
diversidade genética e conservagdo de variedades de milho crioulo no
Oeste de Santa Catarina. Anais do Il Congresso Brasileiro de
Recursos Genéticos. Belém/Para, 2012.

VILLAS-BOAS, S. G.; GOMBERT, A. K. Anélise do metaboloma.
Uma ferramenta biotecnologica emergente na era pds-gendmica.
Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento Ano IX, n® 36, 2006.



42



43

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Origem e diversidade do milho

O milho ¢ uma graminea da familia Poaceae, tribo Maydeae,
género Zea e espécie Zea mays, ssp. mays. E monodica anual cultivada
em diversos paises para ragdo animal, silagem, alimenta¢do humana,
xarope, 6leo vegetal, entre outros usos (PATERNIANI & CAMPOS, 2005;
FORNASIERI FILHO, 2007).

O genoma do género Zea encontra-se organizado em 20
cromossomos (2n=20), sendo alotetraploide com regides de copias
duplicadas (PATERNIANI & CAMPOS, 2005; CANDELA & HAKE, 2008).

O centro de origem do milho é o México, uma vez que, nessa
regido, foi encontrado um maior nimero ¢ diversidade das espécies
ancestrais, teosinte e Tripsacum, e ha indicios de que sua domesticagao
tenha ocorrido ha 8000 anos. As antigas civilizagdes dessa regido, e em
paises vizinhos, ja utilizavam o milho na alimentagdo, desenvolvendo
inimeras ragas e variedades com ampla diversidade de cores, tamanhos
e formas de gridos e espigas, adaptando-se ha distintos ecossistemas
(MACHADO & PATERNIANI, 1998).

Com a grande diversidade de ragas e variedades, no mundo,
estima-se 150 espécies e 300 racas de milho (BROWN & GOODMAN,
1976). Todavia, o Brasil conta com boa parte dessa diversidade, cujas
ragas sao descritas por Paterniani & Goodman (1977).

O Oeste de Santa Catarina é conhecido pela riqueza de
variedades crioulas de milho, conservadas por agricultores, em suas
unidades de produgdo familiares (OGLIARI et al., 2007, OGLIARI et al.,
2013).

Os municipios de Anchieta e Guaraciaba/SC apresentam uma
importante diversidade genética de milho comum, tanto por
caracteristicas fenotipicas, quanto com base nos nomes atribuidos
pelos agricultores. Uma analise realizada nos municipios de Anchieta e
Guaraciaba/SC permitiu identificar com base no nome, 55 variedades
crioulas diferentes de milho comum, sendo que 37 foram classificadas
quanto ao numero de indicagdes de cultivo como raras e 18 como
amplas (VIDAL et al.,, 2012). No trabalho de Costa (2013), foram
identificadas 155 variedades crioulas de milho comum, situadas em
100 propriedades agricolas e distribuidas em 23 comunidades rurais do
municipio de Anchieta/SC. No total, foram verificadas 224
preferéncias de usos, tendo maior citagdo dentro das categorias
Agrondmica, Gastrondmica, Adaptativa e Econdmica. A soma destas
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categorias foi de 90,54% dos wusos, e 36,77% das variedades
identificadas como ‘multiusos’.

Segundo Ogliari et al. (2007), 23 variedades locais de milho,
procedentes dos municipios catarinenses de Anchieta ¢ Palma Sola,
foram analisadas para um total de 19 varidveis, onde 17 apresentaram
diferencas significativas, indicando a presenga de diversidade fenotipica
desses recursos genéticos.

Segundo a legislagdo brasileira, a cultivar local, tradicional ou
crioula ¢ a variedade desenvolvida, adaptada ou produzida por
agricultores familiares, assentados da reforma agraria ou indigenas, com
possuem caracteristicas fenotipicas bem determinadas e reconhecidas
pelas respectivas comunidades e que, a critério do MAPA, considerando
também os descritores socioculturais e ambientais, ndo se caracterizam
como substancialmente semelhantes as cultivares comerciais (BRASIL,
2003).

Importéncia econbmica

O milho (Zea mays L.) constitui, junto com o arroz e o trigo, um
dos trés cereais principais do mundo, no que se refere a area plantada e a
produgdo, e ¢é caracterizado pelas diversas formas de utilizagdo, desde a
alimentacdo animal, até a industria de alta tecnologia (FAO, 2013;
DUARTE, 2012).

No mundo, safra de 2012/2013, o cultivo do milho foi em uma
area de 177,58 milhdes de hectares, com uma produgao total de 868,61
milhdes de toneladas e uma produtividade média de 4,89 t ha”. Nessa
mesma safra, o Brasil continua ocupando o terceiro lugar em area
plantada, com 15,8 milhdes de hectares, ficando atrds dos Estados
Unidos e China, com uma produgéo total de 81,5 milhdes de toneladas e
produtividade média de 5,16 t ha'. Na safra 2013/2014, a previsao € que
o pais tenha cultivado milho geneticamente modificado em 12,55
milhdes de hectares, ou 81,5% da area total (CELERES, 2013; USDA,
2014).

Segundo estimativa de Céleres (2013), Santa Catarina foi o
quinto estado da federa¢do que mais produziu milho na safra de verdo
2013/2014, com 3,45 milhdes de toneladas, numa area de 500 mil
hectares, com produtividade média de 6,9 t ha™. Desse total produzido, a
area cultivada com milho geneticamente modificado foi de 440 mil
hectares. Portanto, cerca de 88% do milho produzido em Santa Catarina,
na safra 2013/2014, foram oriundos de cultivos geneticamente
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modificados. Segundo Costa (2013), um Censo da Diversidade realizado
no municipio de Anchieta/SC demonstrou que a area cultivada por
milho GM correspondeu a 33,41% da area total cultivada por milho no
municipio. No municipio de Guaraciaba/SC, do nimero total dos
campos que cultivam milho, 31,21% ¢ de milho GM (SILVA, dados ndo
publicados), estando esses municipios muito aquém das publicagdes
oficiais para o estado de SC.

O estado catarinense € caracterizado pela agricultura familiar, que
de acordo o ultimo Censo Agropecuario do IBGE (IBGE, 2006), 88% dos
estabelecimentos catarinenses que produzem milho sdo de agricultura
familiar e representam 76% de toda a produgdo estadual. Trata-se de
uma cultura agricola de fundamental importancia para a economia do
estado, interferindo diretamente na cadeia produtiva da avicultura,
suinocultura e pecudria de leite e corte (ASCOLI & ORLOWSKI, 2008).

No municipio de Anchieta/SC, o milho produzido com as
sementes crioulas ¢ voltado quase que exclusivamente para atender as
necessidades na propriedade, através da alimentagdo da familia, animal
e ao consumo de milho verde. Entretanto, algumas variedades sdo
utilizadas especificamente para o consumo humano, na forma de
farinha, canjica e milho verde, e outras com relagdo ao seu valor
adaptativo de resisténcia a pragas e doengas. H4 também algumas
variedades que sdo destinadas a comercializacdo de grios e sementes, €
para a doagdo ou troca (COSTA, 2013). A Associa¢do dos Pequenos
Agricultores Produtores de Milho Crioulo Organico e Derivados
(ASSO) possui um moinho de pedra para processar o milho e
comercializar localmente e regionalmente a farinha sob a marca
Tradicdo Crioula, havendo também a possibilidade da fabricagdo de
bolachas e biscoitos organicos e canjica. Alguns agricultores vendem
sementes de milho diretamente ao Sindicato dos Trabalhadores na
Agricultura Familiar de Anchieta (SINTRAF/Anchieta), que atua como
importante fonte primaria de sementes crioulas para os agricultores do
municipio e regido (VOGT et al., 2007).

Composicao quimica do grdo de milho

O grao de milho ¢ formado por quatro principais estruturas:
endosperma, gérmen, pericarpo e ponta, diferenciando entre si na
composi¢do quimica e organizacional dentro do grao (Figura 1). O
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endosperma corresponde & maior parte do grdo, e é composto
basicamente de amido (amilose e amilopectina), proteinas de reserva
(zeinas), e localizados na camada de aleurona e endospema vitreo os
carotenodides (zeaxantina, alfa e beta carotenos, luteina e criptoxantina).
O gérmen (embrido) € a parte viva dos grios, sendo composto
basicamente de lipidios, minerais, proteinas e agticares. O pericarpo tem
como fungdo basica de protecdo, com polissacarideos do tipo
hemicelulose e celulose. A ponta é responsavel pela conexdo do grao
com o sabugo, e ¢ composta de material lignocelulosico. (PAES, 2006;
ABIMILHO, 2014).

Endosperma
Farinaceo
Vitreo
Testa
Células do endosperma Células tubulares
Células cruzadas pericarpo

Camada de
aleurona

Mesocarpo
Epidermea

Gérmen
Plamula
Escutelo

— il Radicula

Figura 1: Anatomia do grao de milho e suas partes. Fonte: Adaptado de
Britannica (2006), citado por Paes (2006).

A composi¢do média dos graos de milho é 72% de amido, 9,5%
de proteinas, 9% fibra e 4% de o6leo. Entretanto, existem no mercado
milhos com alto teor de 6leo (6 a 7,5%), alto teor de proteina (>12%),
melhor qualidade protéica e altos teores de amilose, acido graxo oléico e
aminoacidos (PAES, 2006).

As composi¢des quimicas dos graos podem variar de acordo com
a genética do material, tipo de solo cultivado, adubagdo, condigdes
climaticas durante o desenvolvimento da cultura.

Segundo Kuhnen (2007), 26 variedades crioulas e locais de milho
de Anchieta/SC analisadas obtiveram uma variagdo no total das fragoes
de amilose e amilopectina de 66,1g.100" a 41,1g.100"", sendo tais
valores superiores aos das cultivares comerciais analisadas. No teor total
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de proteinas, houve diversidade entre as variedades, com destaque em
valor nutricional o Pixurum 6, Pixurum 5 ¢ MPA1.

De acordo com o trabalho de Marsaro Junior et al. (2007), os
teores de cinzas, lipidios e proteinas de graos de milho foram menores
na auséncia de adubagdo. Entretanto, teores de carboidratos foram
maiores neste sistema, ¢ combinando adubacao organica e mineral o teor
de proteinas nos graos foi maior.

A aplicagdo de Pseudomonas fluorescens via inoculagdo
incrementou os teores de P e K dos graos de milho, independentemente
dos niveis de adubacgdo. Os teores dos nutrientes, de proteina e de cinzas
dos graos de milho ndo foram influenciados pelos niveis de adubagdo
mineral, com exce¢do do Cu, que aumentou com a elevagdo dos niveis
de adubagao (OLIVEIRA et al., 2012).

Segundo Puga et al. (2013), solos tropicais, em geral, apresentam
baixa quantidade de zinco (Zn), e sua deficiéncia ¢ reconhecida com um
problema nutricional mundial na producdo de grdos. O zinco aplicado
no solo pelo método de “sulco na semeadura” promoveu maiores teores
de total de hidratos de carbono, amido e proteina nas culturas do milho e
Sorgo.

Na cultura do milho, quando a temperatura é superior a 35°C,
ocorre diminui¢do da atividade da redutase do nitrato, podendo alterar o
rendimento e a composic¢do protéica dos graos (LANDAU et al., 2009).

Como visto anteriormente na literatura citada, hd diversas fontes
de variagdo na composi¢do quimica dos grios. Entretanto, no que se
refere a4 presenca de transgenes, os pareceres técnicos das empresas
biotecnoldgicas anunciam que ha equivaléncia de composi¢do entre a
linhagem geneticamente modicada ¢ a convencional, ou seja, a planta
modificada exibe a mesma composi¢ao, em macro € micronutrientes,
apresentada pelo vegetal que ndo apresenta o transgene (COCKBURN,
2002).

Coexisténcia entre milho GM e ndo GM

As fontes de contaminagdes de sementes e de lavouras ndo
geneticamente modificadas podem ocorrer por vias bioldgicas (pdlen e
dispersdao de sementes), fisicas (mistura de sementes em maquinas,
caminhdes, durante o transporte, armazenamento e troca de sementes
entre agricultores) e por meio do mercado (dificuldades e falhas de
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identificagdo e segregacdo de cargas). Todavia, os agricultores tém a
possibilidade e o direito de escolherem entre o0 modo de producdo a
adotar (convencional ou organico), assim como os consumidores tem o
direito de escolherem alimentos livres de contaminagdo por OGMs.
Deste modo, as normas de coexisténcia editada na Resolu¢cdo Normativa
n® 4 da CTNBio, de 16 de agosto de 2007, deveriam impedir as
contamina¢des genéticas de hibridos, variedades convencionais de
polinizacdo aberta ou variedades crioulas, tradicionais e locais
destinadas as cadeias convencionais, orgdnicas ou agroecologicas
(FERMENT et al., 2009).

Segundo Ferment et al. (2009), a liberagao de cultivares
transgénicas ao meio ambiente acarretara contaminagdes genéticas por
fluxo de pdlen, sementes ou mistura de sementes, sendo que a maioria
dos cultivos ndo geneticamente modificados (GMs) sera contaminada,
num certo indice, por genes de cultivos de plantas transgénicas vizinhas,
a medida que os cultivos com variedades biotecnologicas se
expandirem.

Como ja abordado, as normas de distancia minima de isolamento
para cultivos geneticamente modificado sdo 100 metros sem bordadura,
ou 20 metros com bordadura. Segundo a prépria CTNBio, por meio do
Parecer Técnico n° 1.100/2007, admitiu que sob ventos baixos a
moderados, estima-se que cerca de 2% do poélen sdo encontrados a 60
metros, 1,1% a 200 metros, ¢ 0,75-0,5% a 500 metros de distancia.
Portanto, as normas de distancia minima de isolamento ndo garantem a
coexisténcia entre cultivos.

O fluxo génico por hibridacdo ¢ a transferéncia de material
genético entre organismos da mesma espécie, que sera influenciado pelo
periodo e tempo de florescimento das plantas; distancia entre o doador e
o receptor de pdlen; tamanho das populacdes dos doadores e receptores;
a localizagdo e a disposi¢do das fontes de podlen; as condigdes
climaticas; presenga de insetos polinizadores; tamanho, o peso e a
viabilidade do podlen; gendtipos e a compatibilidade do sistema
reprodutor das plantas geneticamente modificadas e variedades locais e
crioulas; as taxas de sobrevivéncia e a eficiéncia reprodutiva dos
hibridos e das progénies obtidas por retrocruzamentos e recombinacdes
cromossomiais apos fecundacdo (FERMENT, 2010; EASTHAM &
SWEET, 2002; CHEVRE et al., 1999). Segundo Holst-Jensen et al.(2006),
varios s3o os ciclos de retrocruzamentos necessarios para a incorporagao
do gene exdgeno em variedades locais.

Inimeros sdo os estudos que apontam, que a dispersdo do polen
do milho, vai além do limite de isolamento preconizado pela CTNBio e
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que a dispersdo de aproximadamente 1,5% do pdlen total emitido por
um pé de milho a uma distancia de at¢ 200 metros (EASTHAN &
SWEET, 2002; STEVENS et al., 2004; LUNA et al., 2001; MA et al., 2004).

De acordo com um diagnostico preliminar realizado por Cordeiro
et al. (2008), em Anchieta/SC, revelou-se que ndo ha possibilidade de
coexisténcia entre os sistemas de cultivo de milho GM e ndo GM na
regido.

Galeano et al. (2010) detectou contaminagdes a distincias de
mais de 330 metros do cultivo geneticamente modificado, onde em um
dos casos, a distancia era de 100 metros, com uma barreira de eucalipto
de 30 metros.

No Brasil, no estado do Parana, Riesemberg & Silva (2009)
detectaram contaminagdo em lavouras convencionais por cultivos
geneticamente modificados.

No Meéxico, centro de origem do milho, e onde o milho
transgénico ndo foi liberado, registrou-se contaminagdes em variedades
locais cultivadas por pequenos produtores (ORTIZ-GARCIA et al., 2005;
QUIST & CHAPELA, 2001, 2002).

Segundo Bitocchi et al. (2009), os resultados das andlises da
estrutura da populacdo, da diversidade e do desequilibrio de ligacdo
indicaram nivel varidvel e quantidade significativa de introgressdo de
variedades hibridas modernas em variedades crioulas recentes da Italia.

Evento TC1507

O evento TC1507, tecnologia Herculex® I, desenvolvido pela
empresa Dow AgroSciences, em conjunto com a Mycogen & Pioneer,
estd presente na cultivar BG7060H. A cultivar BG7060HR, além de
possuir o evento TC1507, também possui o evento NK603, tecnologia
Roundup Ready” 2, desenvolvido pela Companhia Monsanto. As
cultivares hibridas BG7060H e BG7060HR, bem como sua versao
isogénica ndo geneticamente modificada (BG7060), foram todas
desenvolvidas pela Biogene-Pioneer ¢ sdo alvo de estudo nesse projeto
(CERA, 2010).

As linhagens modificadas pelo evento TC1507 sdo resultado da
introducéo dos genes CrylF e Pat ao milho parental “Hi-I1”’, os quais
conferem resisténcia a insetos lepidopteros (Diatraea saccharalis e
Spodoptera frugiperda) e tolerancia ao Glufosinato de Aménio,
respectivamente. O gene CrylF foi isolado de uma bactéria comum do
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solo (Bacillus thuringiensis var. aizawai). Este gene expressa a proteina
CrylF, uma delta-endotoxina, que apds se ligar ao intestino médio dos
insetos, poros sdo formados interrompendo o fluxo de ions, provocando
a paralisia e morte do intestino devido a septicemia bacteriana. O gene
Pat foi isolado do fungo Streptomyces viridochromogenes. Este gene
codifica a produgdo da enzima fosfinotricina-N-acetiltransferase (Pat), a
qual ¢é responsavel pela tolerancia de plantas ao herbicida Glufosinato
(ingrediente ativo fosfinotricina), utilizado no controle de plantas
espontaneas na cultura do milho. A enzima Pat converte a L-
fosfinotricina, em uma forma inativa, ¢ que, na sua auséncia, inibe a
enzima glutamina sintetase, que resulta na reducdo da produgdo do
aminoacido glutamina e acumulo de niveis letais de amdnia em plantas
suscetiveis (CERA, 2010).

Para a introducdo do evento TC1507, foi utilizado o método de
transformacdo de aceleragdo de microparticulas com o plasmideo
PHP8999. Nesse evento, ha apenas uma copia do gene Pat, utilizando-se
do promotor 35S como regulador da transcri¢do (CERA, 2010).
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Figura 2: Vetor - Plasmideo PHP8999 - do evento TC1507 (DONG et al.,
2008).

Evento NK603
O evento NK603, tecnologia Roundup Ready®, desenvolvido

pela Companhia Monsanto, foi liberado pela primeira vez para plantio e
comercializagdo nos Estados Unidos, no ano de 2000, ¢ hoje sua
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comercializagdo é permitida, em muitos paises. O milho NK603
expressa a proteina CP4 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (CP4
EPSPS), tolerante ao glifosato, sendo uma das muitas proteinas EPSPS
encontradas na natureza, as quais sdo produzidas por plantas, bactérias e
fungos, mas ndo por animais, uma vez que estes ndo possuem a via
metabolica para a sua sintese. O organismo doador do gene,
Agrobacterium tumefaciens cepa CP4, ¢ uma bactéria comumente
encontrada no solo, causadora de galhas em plantas suscetiveis
(BRASIL, 2008; CERA, 2010).

O gene cp4 epsps, que codifica uma forma tolerante ao glifosato
da enzima S5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), foi
isolado da bactéria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 e inserido no
genoma do milho através do método de aceleracdo de particulas
(biobalistica). O modo de agdo do glifosato, causando a morte de
plantas, acontece devido a sua capacidade de bloquear a atividade da
enzima alvo (EPSPS), pertencente a via biossintética dos aminoacidos
aromaticos tirosina, fenilalanina e triptofano. Assim, as células de
plantas que expressam a proteina CP4 EPSPS continuam produzindo os
aminoacidos aromadticos essenciais ao seu metabolismo mesmo na
presenga do glifosato (BRASIL, 2008).

Figura 3: Vetor - Plasmideo PV-ZMGT?32 - do evento NK603 (DONG et
al., 2008).
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Espectroscopia vibracional de infravermelho médio com
transformada de Fourier por reflectancia difusa - (DRIFTS)

A radiacdo infravermelha (IR) corresponde aproximadamente a
parte do espectro eletromagnético situada entre as regides do visivel e
das microondas. A por¢do de maior utilidade para o quimico organico
esta situada no infravermelho médio, entre 4000 cm™ e 400 cm'l, onde a
radiacdo infravermelha converte-se, quando absorvida por uma molécula
organica, em energia de vibragdo molecular. O processo também ¢
quantizado, porém o espectro vibracional aparece como uma série de
bandas em vez de linhas, pois cada mudanga de nivel de energia
vibracional corresponde a uma série de mudangas de niveis de energia
rotacional. A frequéncia ou o comprimento de onda de uma absor¢do
depende das massas relativas dos atomos, das constantes de for¢a das
ligagdes e da geometria dos atomos (SILVERSTEIN et al., 2007).

As intensidades das bandas podem ser expressas como
transmitancia (T) ou absorbancia (A). A transmitancia é a razdo entre a
energia radiante transmitida por uma amostra e a energia radiante que
nela incide. A absorbancia ¢ o logaritmo decimal do inverso da
transmitancia, ou seja, A= logjo (1/T). Os quimicos orgdnicos costumam
usar termos semiquantitativos (F= forte, m= médio, f= fraco) para
indicar as intensidades (SILVERSTEIN et al., 2007).

A espectroscopia de infravermelho é o estudo da interagdo de luz
infravermelha com a matéria. Quando um feixe de luz infravermelha é
dirigido para uma amostra, os comprimentos de onda absorvidos sdo
dependentes das vibra¢des moleculares da substancia. Assim, com base
na absorvéncia de infravermelhos de uma amostra, pode-se determinar
quimicamente e estruturalmente uma amostra (GLASSFORD et al., 2013).

Os espectrometros de infravermelho modernos sdo geralmente os
espectrometros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
onde os sinais do detector destes espectrometros estao relacionados com
uma transformagdo de Fourier do espectro medido. O coragdo de um
espectrometro FTIR é um interferometro, como o interferometro
Michelson ilustrado na figura 4, havendo um espelho fixo e outro
movel. Este ultimo gera uma diferenga do trajeto optico variavel entre
duas vigas, que d4 um sinal de detector, que contém a informagdo
espectral. A luz emitida a partir da fonte de Iuz é dividida por um divisor
de feixe, sendo cerca de metade do que ¢ refletida para o espelho fixo ¢é
refletida de volta para o separador de feixe, onde cerca de 50% passa a
alcangar o detector (setas pretas da fig. 4). A outra metade da
intensidade de luz inicial que passa o divisor de feixe no seu primeiro
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momento ¢ refletida pelo espelho movel de volta para o separador de
feixe, onde 50% sdo refletidos em direcdo ao detector (setas cinza da fig.
4). Quando os dois feixes recombinar eles interferem e havera
interferéncia construtiva ou destrutiva, dependendo da diferenca de
trajeto optico d. O instrumento mede a intensidade da luz em relagdo a
posicdo do espelho movel e este é chamado de interferograma, ou seja, é
a transformada de Fourier do espectro. Todavia, uma segunda
transformada de Fourier realizada por um computador converte os dados
medidos em volta de um espectro. Assim, no total, com a FTIR ha duas
transformag¢des de Fourier: um pelo interferometro, ¢ outra por um
computador (BARTH, 2007).

fixed mirror

source
e.g. monachromatic .
SO ~ (i) beam splitter

mowvable
mirror

detector
ld} ~ 1+ cos (2mdid )
for monochromatic light

Fourier
transformation

Figura 4: Esquema do espectrdmetro de infravermelho com
transformada de Fourier. Fonte: Barth (2006) citado por Barth (2007).

Os recentes avangos na instrumentagdo FT-IR (Fourier
transform infrared spectroscopy), juntamente com o desenvolvimento
de analise multivariada de dados resultou em um aumento de aplicacdes
da espectroscopia do infravermelho médio nos estudos de seguranca
alimentar, com o controle de qualidade do produto final, processo e
autenticidade (KAROUI et al., 2010).

A FT-IR ¢ uma técnica espectroscopica vibracional que permite
o estudo da composicdo quimica e estrutura molecular de alimentos
heterogéneos e materiais bioldgicos (HOLSE et al., 2011). Este método
exige quantidades pequenas de amostra (mg), secas ou molhadas, sendo
ndo destrutivo (MAURICIO-IGLESALIS et al., 2009).

A espectroscopia de reflexdo difusa no infravermelho com
transformada de Fourier - DRIFTS (Difuse Reflection Infrared Fourier
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Transform Spectroscopy) - é um modo efetivo de se obter espectros
infravermelhos diretamente de amostras pulverizadas com um minimo
de preparacdo da amostra. Além de economizar tempo na preparacao da
amostra, permite a aquisi¢do de dados convencionais de infravermelho
em amostras que nao foram alteradas significativamente em relacdo a
sua forma original (SKOOG et al., 2002).

Na técnica de reflectancia difusa, a energia que penetra em uma
particula ou em um aglomerado de particulas ¢ refletida em todas as
diregdes, sendo aplicada principalmente para superficies ndo totalmente
planas, podendo o substrato ser continuo ou fragmentado (moido).
Assim, a reflectancia difusa mede a razdo entre a intensidade da luz
refletida a partir da amostra, ou seja, a por¢do de radiagdo que penetra
na superficie da amostra e ndo ¢ absorvida, mas refletida, e a intensidade
da luz incidente. O mecanismo de funcionamento da energia radiante
ocorre com a penetragdo do feixe de luz e interacdo com as substancias
da amostra e, apos absor¢do parcial e multiplos espalhamentos, esta
energia retorna a superficie. E importante salientar que a energia em
reflectancia difusa é atenuada apos entrar em contato diversas vezes com
as particulas da amostra, fornecendo muitas informagdes analiticas
(CORDEIRO, 2006).

Na tabela 1 estdo apresentados os principais metabolitos
presentes nos graos de milho com suas respectivas bandas caracteristicas
por infravermelho, baseados nos citados trabalhos cientificos.



Tabela 1: Principais metabolitos presentes nos graos de milho com suas respectivas bandas caracteristicas por

infravermelho.
1200 - 800 Polissacarideos CERNA et al. (2003); SIVAM et al. (2013)
C-O-C de polissacarideos  GIORDANO et al. (2001); KUHNEN (2007)
1200 - 950
1190 - 761 Hidratos de carbono SANTONI & PIZZO (2013)
. 1020-1010
Carboidratos Amido C-C; C-0 SIVAM et al. (2013)
1150-1080
941; 868; 477 SCHULZ & BARANSKA (2007)
Amilose/ Amilopectina
~994 UARROTA (2011)
Amilose 1018
KUHNEN (2007)
Amilopectina 997
d 3000-2800 C-H em cadeias de acilo PISTORIUS et al.(2009); HERRERO et al. (2012)
Lipidios .
~1740 Ester C=0 PISTORIUS et al.(2009); SIVAM et al. (2013)
~ 1650 CARBONARO et al. (2008); PISTORIUS et al.(2009); HERRERO et al. (2012)
Amida I (along.C=0)
1680 - 1630 SUBIRADE et al. (1998); BONWELL & WETZEL (2009); SANTONI & PIZZO (2013)
PISTORIUS et al.(2009)
. ~1530 Amida II (flexdo N-H)
Proteinas CARBONARO et al. (2008); SANTONI & PIZZO (2013)
1650 - 1500 AmidaIell BARTH (2007)
1231 Amida III (flexdo oposta N-H) CARBONARO et al. (2008); SANTONI & PIZZO (2013)
SILVERSTEIN (1994); LAMBERT (2001); XU et
2000-1700 e 900-690; 633 Anéis aromaticos
Fenolicos al.(2005); KUHNEN (2007)
Flavonoides 900-500 SCHULZ & BARANSKA (2007)
B-caroteno
Terpenos ~1524; 1157; 1004 SCHULZ & BARANSKA (2007)
Luteina

€S
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Estudar os efeitos da presenca de transgenes (eventos TC1507 e
TC1507 + NK603) por meio de um screening inicial dos principais
grupos funcionais de graos inteiros e suas partes (degerminados e
embrides), em hibridos isogénicos de milho transgénicos e nao
transgénicos, isolados e associados a populagdes com diferentes
proporgdes de background genético de variedade crioula, desenvolvidas
para simular contaminagdes gradativas e recorrentes por fluxo génico.

Objetivos especificos

Desenvolver populagdes com distintos backgrounds genéticos
entre trés cultivares isogénicas de milho (duas transgénicas: BG7060H e
BG7060HR e uma ndo transgénica: BG7060) e a variedade crioula
Rosado-Rajado (RS) do Oeste de SC, para simular diferentes
percentuais de fluxo génico das cultivares hibridas sobre a crioula;

Confirmar a auséncia prévia de fluxo génico de cultivares
transgénicas sobre a variedade crioula Rosado-Rajado (RS) e a
identidade ndo transgénica da cultivar hibrida isogénica BG7060;

Confirmar a identidade das cultivares hibridas isogénicas
(BG7060H e BG7060HR) e a efetividade dos cruzamentos envolvendo
as cultivares hibridas portadoras do evento TC1507 comum aos dois
hibridos transgénicos (BG7060H e HR);

Comparar o perfil metabolico (metaboloma parcial) de graos
inteiros, degerminados e embrides dos hibridos isogénicos transgénicos
(BG7060H e BG7060HR) e ndo transgénico (BG7060), da variedade
crioula Rosado-Rajado (RS) e das progénies portadoras de 25%, 50% e
75% de genes de RS, em combinagdo com cada um dos trés hibridos
isogénicos.
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Anédlise do perfil espectral por infravermelho médio (DRIFTS) de
graos inteiros, degerminados e embribes de distintos backgrounds
genéticos de milho crioulo com cultivares hibridas geneticamente
modificadas e ndo modificadas

Introducéo

O milho (Zea mays L.) constitui, junto com o arroz € o trigo, um
dos trés cereais principais do mundo, no que se refere a area plantada e a
produgdo (FAO, 2013). Em face disso, trata-se de uma cultura de grande
importancia agricola, sendo a base da alimentagdo de muitas familias.

A projecdo é que o cultivo do milho no mundo, safra de
2013/2014, é de 177 milhdes de hectares; no Brasil 15,4 milhoes de
hectares; e em Santa Catarina 500 mil hectares (CELERES, 2013; USDA,
2014). Desse total, o Brasil possui a segunda maior area cultivada
quando se considera a adogdo da tecnologia geneticamente modificada,
sendo que foi previsto na mesma safra que o cultivo de milho
geneticamente modificado (GM) foi plantado em 12,55 milhdes de
hectares, ou 81,5% da darea total (JAMES, 2012; CELERES, 2013). O
restante dos cultivos é ndo GM, e incluem variedades crioulas e locais.
Estima-se que no mundo hd mais de 300 ragas, com centenas ou
milhares de variedades de milho (TEIXEIRA et al., 2006).

Nesse sentido, a grande difusdo e adogdo dos cultivos
geneticamente modificados pelos agricultores, os cultivos de milho ndo
GM, incluindo variedades crioulas e locais, estdo obrigados a coexistir
com cultivos GMs. De acordo com a Resolu¢do Normativa Brasileira n°
4, de 16/08/2007, ha distancias minimas visando a coexisténcia entre os
diferentes sistemas de produg¢do, que sdo de 100 metros entre cultivos ou
de 20 metros mais 10 fileiras de milho ndo GM (BRASIL, 2007).

Na literatura cientifica, ja ¢ bem documentado que essa norma de
coexisténcia ¢ ineficaz (HENRY et al.,, 2003; SANVIDO et al., 2008;
CORDEIRO et al., 2008 GALEANO et al., 2010), e que o problema do fluxo
génico vai mais além, com troca de sementes de origem desconhecida
entre agricultores, com equivocos em maquinas, transporte e
armazenamento (FERMENT et al., 2009). Por conseguinte, ndo ha
barreiras bioldgicas para o fluxo génico entre as diferentes variedades de
milho (i.e.: hibridos, variedades de poliniza¢do aberta e crioulas); e que
ambos agrossistemas (i.e.: escala industrial e pequena) podem existir nas
proximidades. Portanto, ¢ esperado que o fluxo génico entre estas
variedades ocorra regularmente, com possiveis efeitos pleiotropicos nao
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intencionais em variedades crioulas e locais, tornando-se assim, uma
ameaca a riqueza do material genético do milho, conservada pelas
unidades de producdo familiares (on farm).

A introducdo de sequéncias de DNA exo6geno no genoma de uma
planta com o objetivo de conferir novas caracteristicas ¢ um ramo cada
vez mais difundido na pesquisa cientifica. Os produtos da transcri¢dao
do(s) transgene(s) introduzido(s) e, possivelmente, os caminhos
bioquimicos modificados com base nelas, pode interagir com a
regulacdo de outros genes e/ou vias bioquimicas. Assim, uma das
principais preocupacdes dessa tecnologia € a possibilidade de ocorréncia
de efeitos indesejados (efeitos pleiotropicos) causados, por exemplo,
pelo local de integracdo do transgene, resultando no metabolismo
modificado (CELLINI et al., 2004; RICROCH et al., 2011).

Assim sendo, com a finalidade de avaliar a seguranca dos
alimentos geneticamente modificados, os comités reguladores seguem o
conceito da “equivaléncia substancial”, criado em 1993 pela OECD
(Organisation de coopérationet de développement économiques) e que,
em 1996, ¢ incorporado pela FAO e OMS. Assim, um alimento ou
ingrediente alimentar desenvolvido pela aplicagdo da biotecnologia
moderna para ser considerado substancialmente equivalente, estes
devem ser analisados a produtos alimentares analogos. (FAO/OMS,
1996). De acordo com Millstone et al.(1999), trata-se de um conceito
somente comercial, mal elaborado e que deveria ser reestruturado,
incluindo testes toxicoldgicos, bioldgicos e imunoldgicos.

Em relagdo a avaliagdo de seguranca alimentar de OGMs, as
ferramentas metodoldgicas sdo baseadas em andlises de transcriptoma,
metaboloma, proteoma e perfil toxicologico (RICROCH et al., 2011).
Segundo Asiago et al. (2012), a metabolomica ¢ 1til para a andlise de
seguranca de OGMs, devido ao fato de que as concentragdes dos
metabolitos sdo frequentemente alteradas de forma mais significativa em
comparacdo com a expressao do gene ou niveis de proteina, tornando a
detecgdo de metabolitos uma medida sensivel da capacidade de resposta
do estado bioldgico. Os metabolitos sdo também "mais préximos" para o
produto final de atividades bioldgicas, assim presumivelmente, mais
reflexivas no fendtipo da planta, havendo uma maior importancia nas
avaliagdes de equivaléncia substancial das variedades GMs.

A variedade que foi utilizada como representante do material
vegetal crioulo, denominada Rosado-Rajado, demonstra potencial de
composi¢do quimica interessante. Segundo Kuhnen et al. (2012), essa
variedade apresenta nos “cabelos” (estigmas e estiletes) da espiga,
comparado a outros materiais crioulos, consideravel quantidade de
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carotenoides, como a luteina, trans-p-caroteno e a-caroteno. Todavia,
analisando os grdos, a variedade Rosado-Rajado apresenta também
interessante  composicdo de proteinas (11,33g/100g), lipidios
(5,39¢/100g), cinzas (1,58 g/100g), fibra total (11,43g/100g), amido
(69,81g/100g) e rica fonte de acidos graxos poliinsaturados
(STEINMACHER, 2005).

Dentro deste contexto, o objetivo desse estudo foi comparar graos
inteiros, degerminados e embrides obtidos das cultivares hibridas e
isogénicas de milho BG7060H (GM), BG7060HR (GM) e BG7060 (ndo
GM), da variedade crioula Rosado-Rajado(RS) e das progénies
portadoras de diferentes backgrounds genéticos (com 25%, 50% e 75%
de genes de RS), utilizando-se do método de andlise de metaboloma
DRIFTS (Difuse Reflection Infrared Fourier Transform Spectroscopy),
e da analise estatistica multivariada (PCA e agrupamento).

Material e Métodos
Material vegetal

As sementes da variedade de milho Rosado-Rajado, utilizada
nesse experimento como representante da categoria de material vegetal
crioulo, foram doadas pelos agricultores Jair Coser e Miriam Della
Vechia do municipio de Anchieta-SC, por intermédio do Engenheiro
Agronomo e Extensionista da EPAGRI Ivan José Canci. Trata-se de
uma variedade rara, resultante do cruzamento entre as variedades
crioulas Roxo, Amarelo e Rajado, que nas safras 2002/03 e 2003/04, no
municipio de Canoinhas/SC, produziu 5,22 e 6,65 t/ha™,
respectivamente (OGLIARI et al., 2013).

As cultivares hibridas isogénicas utilizadas sdo da Biogene
(Empresa Pioneer”™) e foram doadas pela Cooperativa Oestebio do Oeste
de Santa Catarina. Tratam-se de trés hibridos triplos isogénicos de ciclo
precoce, recomendados para a produgdo de grios e silagem, na regido
Sul do Brasil. Uma das cultivares isogénicas ¢ a forma convencional
sem transgene (BG7060) e as outras duas sdo as cultivares hibridas
geneticamente modificadas BG7060H, que contém a tecnologia
Herculex® I (evento TC1507), e BG7T060HR, que além da Herculex® I,
também contém a tecnologia Roundup Ready® 2 (eventos TC1507 e
NK603 combinados).

Para facilitar a identificagdo desse material, a variedade crioula
Rosado-Rajado passou a ser codificada como RS; a cultivar isogénica
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ndo geneticamente modificada BG7060 como INGM; a cultivar
geneticamente modificada BG7060H, portadora do evento Herculex® 1,
como GMH e; a cultivar geneticamente modificada BG7060HR,
contendo os eventos Herculex | + Roundup Ready® 2, como GMHR.
Para a obtencdo dos tratamentos foram realizadas poliniza¢cdes manuais
entre as trés cultivares hibridas e a variedade crioula de milho RS,
visando simular situagdes de contaminagdo reincidentes por fluxo
génico ao longo das geragoes de cultivo, em sistemas de conservagdo on
farm. Estes foram realizados com o objetivo de garantir a pureza dos
tratamentos, pois ndo seria possivel controlar a polinizagdo aberta num
mesmo local de plantio. Na safra 2011/2012, na area experimental do
Centro de Ciéncias Agrarias - CCA/UFSC, Florian6polis/SC, as
progénies da geracdo F1, resultantes do cruzamento entre RS e as
cultivares hibridas INGM, GMH e GMHR, separadamente, foram
desenvolvidas pela doutoranda Kelly Justin da Silva do Programa de
Pos-Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais. Na safra 2012/2013,
na Fazenda Experimental da Ressacada - UFSC, Florianopolis/SC,
foram desenvolvidas as progénies RC1F1, resultantes dos cruzamentos
das trés progénies F1 com seus respectivos genitores. As percentagens
25%RS/75% hibrido foram geradas pelos retrocruzamentos dos F1’s
produzidos a partir das combina¢des RS/GMH, RS/GMHR e RS/INGM
com o parental recorrente GMH, GMHR e INGM, respectivamente; as
proporcdes 50%RS/50% hibrido foram constituidas pela geragdo F2 das
combina¢des RS/GMH, RS/GMHR e RS/INGM, respectivamente; as
propor¢des 75%RS/25% hibrido foram geradas pelos retrocruzamentos
dos F1’s produzidos a partir das combina¢des RS/GMH, RS/GMHR e
RS/INGM com o parental recorrente RS. Dessa forma, os tratamentos
avaliados nessa pesquisa foram 100% RS, 100% GMH, 100% GMHR e
100% INGM, bem como as combina¢cdes RS/GMH, RS/GMHR e
RS/INGM, nas propor¢des 50%RS/50% hibrido, 25%RS/75% hibrido e
75%RS/25% hibrido, respectivamente, segundo o percentual de genes
vindos de RS e de seus respectivos hibridos isogénicos (Tabela 2).

Campo experimental

O material vegetal (grdos inteiros, degerminados e embrides)
usado nas analises foi obtido a partir de experimento conduzido em
conjunto com a doutoranda Kelly Justin da Silva do Programa de Pos-
Graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais. O experimento foi
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realizado na safra 2012/2013, na Fazenda Experimental da Ressacada —
UFSC, localizada a 27°41°06’S e 48° 32°39°°0, em Florianopolis, SC,
em 4rea cujo solo ¢ classificado como Neossolo Quartzarénico
Hidromoérfico Tipico (SANTOS et al., 2006), e clima Cfa, subtropical
umido com verdo quente, segundo a classificacdo climatica de Koppen-
Geiger.

O experimento teve sua implantacdo no dia 23 de margo, com a
colheita dos graos finalizada no dia 01 de outubro de 2013. As plantas
de cada tratamento foram polinizadas manualmente com uma mistura de
polen das plantas do proprio tratamento, para garantir que o endosperma
e embrides dos graos produzidos fossem resultantes da dupla fertilizagdo
entre gametas de suas respectivas populagdes. Com o objetivo temporal
de haver pélen suficiente para as polinizagdes subsequentes, uma linha
de cada tratamento foi semeada no dia 01 de abril. A variedade crioula
Rosado-Rajado completou seu ciclo com 176 dias e os demais
tratamentos com 174 e 182 dias. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, no esquema de parcela subdividida (desbalanceado)
com trés repeticdes e 15 tratamentos, considerando a presenca triplicada
da variedade 100% RS em cada repetigdo, ou seja, uma vez por
subparcela (Tabela 2). O fator 1 foi representado pelos hibridos
isogénicos INGM, GMH e GMHR e o fator 2 pelos diferentes
backgrounds genéticos gerados a partir das combinagdes dos trés
hibridos com RS (0/100, 25/75, 50/50, 75/25, 100/0) (Tabela 2) (Anexo
1). As parcelas foram constituidas por 4 fileiras de 5 metros lineares,
espagadas 1 metro entre si e uma densidade de plantas de 40.000 plantas
ha™', com 4rea util da parcela e da bordadura de 10 m” cada, totalizando
40 plantas na parcela util.

As temperaturas registradas em Florian6polis/SC durante os
meses do desenvolvimento da cultura variaram entre 2,1°C e 31,1°C,
com média de 18,9°C, e uma pluviosidade acumulada de 852 mm
(EPAGRI/CIRAM, 2013).

Com o objetivo de homogeneizar a area para a implantagdo, a
adubacdo foi realizada com base na analise quimica do solo (Anexo 2),
sendo que no plantio o bloco 1 recebeu 80 kg/ha de nitrogénio, 85 kg/ha
de fosforo e 110 kg/ha de potassio; os blocos 2 e 3 receberam cada um
80 kg/ha de nitrogénio, 125 kg/ha de fosforo e 85kg/ha de potassio. A
adubagdo de cobertura consistiu em 80 kg/ha de nitrogénio em cada
bloco (WIETHOLTER et al.,2004).

A irrigagdo foi realizada conforme a necessidade da cultura. Nao
foi realizado controle de pragas, doencas e plantas daninhas por meio de
inseticidas, fungicidas e herbicidas, respectivamente.
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O campo experimental da presente dissertacdo foi realizado em
conjunto com a tese da doutoranda Kelly Justin da Silva do Programa de
Pos-Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais.

Tabela 2: Tratamentos do experimento no esquema parcelas
subdivididas.

Fator 1 Fator 2 Percentuais de background genético
% RS INGM' GMH’ GMHR’
INGM 0 100 - -
INGM 25 75 - -
INGM 50 50 - -
INGM 75 25 - -
INGM 100 - - -
GMH 0 - 100 -
GMH 25 - 75 -
GMH 50 - 50 -
GMH 75 - 25 -
GMH 100 - - -
GMHR 0 - - 100
GMHR 25 - - 75
GMHR 50 - - 50
GMHR 75 - - 25
GMHR 100 - - -
INGM: isogénica ndo geneticamente modificada; “GMH:
geneticamente modificada com o evento Herculex® I; ®GMHR:

gencticamente modificada com os eventos Herculex® | + Roundup
Ready® 2 . Tragos correspondem a percentagem zero.

Deteccdo dos cruzamentos

A confirmagdo dos cruzamentos entre a variedade RS e hibridos
isogénicos transgénicos foi realizada por meio da deteccdao da presenga
do gene Pat (eventos TC1507 ¢ TC1507+NK603), presente em ambos
os hibridos (Tabela 3).
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Tabela 3: Iniciador utilizado na detec¢do dos cruzamentos.

Alvo Sequéncia (pb) Referéncia

* CTTGTGGTGTTTGTGGCTCT
Pat 279 Lietal., 2009
r* TGGCTCCTCCTTCGTATGT

* f=foward, sequéncia senso; r = reverse, sequéncia antisenso.

Como se trata de um experimento com o desenvolvimento prévio
de populagdes com seus distintos backgrounds genéticos, houve um
acompanhamento da efetividade dos cruzamentos, bem como da
auséncia de contaminag¢des antecedentes do material crioulo com
cultivares transgénicas, seja via deteccdo da proteina com tiras de
Imunoensaio de Fluxo Lateral para as proteinas especificas CrylAb e
CrylF, ou via DNA recombinante com iniciador especifico do gene Pat.

Extracéo de DNA

A extracdo de DNA foi efetuada a partir de uma “amostra
composta” de folhas obtidas de dez diferentes plantas por tratamento.
Uma mistura equitativa de folhas de cada tratamento foi macerada com
auxilio de almofariz e pildo de porcelana em nitrogénio liquido até a
obtengdo de um p6 bem fino. Foram utilizados entre 50 e 100mg de
tecido, acondicionados em tubo com capacidade de 1,5 mL,
adicionando-se 650 pL da solu¢do tampdo de extracdo, constituida por
CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilaménio-CTAB); 1,4 M de NacCl;
100 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM de EDTA, pH 8,0; 0,2 % de
betamercaptoetanol. Os tubos foram agitados manualmente e incubados
em banho-maria a 65 °C por 50 minutos, agitando suavemente a cada 10
min. Foram adicionados 650 pL de cloroféormio:éalcoolisoamilico (24:1,
v:v) e agitados manualmente até formar uma emulsdo. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 5.000 g para separagdo do
sobrenadante. O sobrenadante foi transferido para um microtubo novo,
onde foi adicionado 2,5 volumes de etanol gelado para precipitagdo do
DNA. Os tubos foram centrifugados novamente por 5 minutos a 10.000
g. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes com
etanol 70% por 5 min, e uma vez com etanol 100% por 3 min. Os tubos
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com DNA foram invertidos em papel toalha por 5 minutos (para
evaporar o etanol), ressolubilizados em 50 pL de 4gua ultrapura
autoclavada e armazenados a -20 °C (DOYLE & DOYLE, 1990, com
modificagdes).

A qualidade do DNA extraido foi verificada em gel de
eletroforese horizontal com 1% de agarose e corada com SYBR Green
(Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), utilizando-se o tampdo TAE
0,5x (Tris-Acetato-EDTA), por uma hora a 60 V. A quantificacdo e a
pureza ~do DNA  foi efetuada em  espectrofotometro
ThermoScientificNanodrop 1000  (Thermo  Fisher  Scientific,
Wilmington, USA).

Condicbes da PCR

As Reagoes de Polimeragdo em Cadeia (PCR) para a confirmagao
dos cruzamentos foram realizadas com os pares dos iniciadores para a
detecgdo do gene Pat. As condi¢des foram: 10uL de volume total da
reagdo; 0,2 mM dNTPs, 1,5mM MgCl,, 1 U Taq DNA polimerase (Life
Technologies, Sdo Paulo, Brasil), 0,4uM de cada iniciador e 100 ngpL'1
de DNA extraido. As condi¢des de amplificagdo foram as seguintes: 95
°C por 8 min; 35 ciclos a 95 °C por 30 s, a 58 °C por 40 s, a 72 °C por
30 s, e uma extensdo final a 72 °C por 8 min (LI et al., 2009, com
modificagdes). Os produtos de reagdo foram submetidos a eletroforese
com concentragdo de gel de agarose de 2%, corado com SYBR Green
(Life Technologies, Sao Paulo, Brasil), cerca de 1 horaa 100 V.

Preparo das amostras para anéalise do metaboloma

Para o preparo das amostras em farinha, cada tratamento, por
bloco, contribuiu em média com onze espigas, fornecendo igualmente a
mesma quantidade de graos, totalizando cerca de 100g (peso seco) por
tratamento. Desse total, metade foi destinada para o preparo de farinha
de graos inteiros (endosperma e embrido), e a outra metade para farinha
de graos degerminados (endosperma), com posterior utilizagdo dos
embrides provenientes. Para o preparo das farinhas dos grios
degerminados, e subsequentemente dos embrides, por falta de grdos,
duas repeti¢des foram criadas, ao contrario das farinhas de grios inteiros
que foram trés repeti¢des. O processo de degerminagdo dos graos foi
realizado deixando os grios embebidos em agua destilada por 1 hora,



75

sendo degerminados manualmente com o auxilio de laminas de estilete
(via “cortador de remédios”) e palitos de madeira. As amostras de graos
inteiros ¢ degerminados foram trituradas em moinho de laboratério
(IKA® - modelo A 11 basic), e os embrides com auxilio de almofariz e
pildo de porcelana em nitrogénio liquido, utilizando-se de peneira de
0,42 mm. Em seguida, as amostras de grios inteiros, degerminados e
embrides foram embaladas em sacos e tubos plasticos, sob vacuo, e
mantidas sob refrigeragdo para posteriores analises.

Separaram-se as analises em DRIFTS de grios inteiros,
degerminados e embrides para que houvesse uma melhor caracterizacdo
de cada metabdlito (carboidratos, proteinas, lipidios ¢ compostos
fenolicos) presente em cada tecido especifico do grao.

Pré-tratamento dos espectros e analises estatisticas

Os espectros obtidos das amostras de farinhas de grios inteiros,
degerminados e embrides de milho por espectroscopia vibracional de
infravermelho médio com transformada de Fourier utilizaram o
equipamento Vertex 70, marca Bruker, software OPUS® 6.5, em sistema
de reflexdo difusa, em janela espectral de 400 a 4000 ondas.cm” , com
resolugio de 64 ondas.cm’, e 64 scans por espectro. As leituras das
amostras por DRIFTS foram realizadas na Universidade Federal do
Parand, por intermédio do Dr. Luciano Henrique Campestrini. O
processamento dos espectros foi realizado com o auxilio do software
OPUS® (Bruker Optik 5.0), onde se considerou a delimitagdo da jancla
espectral de interesse de 3200-500 ondas.cm™, a corregdo da linha de
base, a exclusdo da regido do CO, (2260-2400 ondas.cm'l), a
normalizagdo e a diminuigdo da relagdo sinal/ruido (smoothing). Em
seguida, o conjunto dos dados médios dos espectros processados foi
submetido & analise estatistica multivariada, através da aplicacdo dos
métodos de componentes principais (PCAs) e andlises de agrupamento
considerando como medida de dissimilaridade a distancia euclidiana e
os métodos de agrupamentos (ligagdo simples ¢ UPGMA) com auxilio
do software PAST® (HAMMER et al, 200la). Nas analises de
agrupamento, considerou-se o ponto de corte dos dendogramas na
metade da maior distancia existente entre os grupos.
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MANOVA (Analise de variancia multivariada)

Com o objetivo de analisar a variancia entre os blocos, realizou-
se uma MANOVA, onde as variaveis foram os valores correspondentes
de cada repetigdo nos Componentes Principais 1 e 2 (PC1 e PC2). Para
tal, utilizou-se a Linguagem R (2011), a estatistica de Pillai,
probabilidade do teste F, com nivel de 0,05% de significancia.

Resultados e discussdo
Detecgdo dos cruzamentos

Na figura 5, estd apresentado o gel que confirma os cruzamentos
e os duplos retrocruzamentos resultantes das combinagdes dos hibridos
isogénicos portadores do evento TC1507 (GMH e GMHR) com a
variedade crioula Rajado-Rosado (RS).

Figura 5: Gel de agarose (2%) corado com SYBR Green para a
confirmagao dos cruzamentos envolvendo o evento TC1507 (alvo Pat) -
que amplifica banda de 279 pb.

1: Ladder; 2: GMH; 3: 75% GMH + 25% RS; 4: 50% GMH + 50% RS;
5: 75% RS + 25% GMH; 6: GMH; 7: 75% GMHR + 25% RS; 8: 50%
GMHR + 50% RS; 9: 75% RS + 25% GMHR; 10: GMH; 11: GMHR;
12: RS; 13: Agua.
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De acordo com o gel da figura 5, o par de iniciador especifico foi
eficiente na detecgdo do evento TC1507, pois todos os cruzamentos
envolvidos, ou seja, de 25 a 75% no grau de fluxo génico do transgene,
foram amplificados em 279 pb. A ndao amplificagdo na variedade
Rosado-Rajado (12) demonstra a inexisténcia de contaminagdes
anteriores desse tratamento por cultivares portadoras desse evento.

Segundo Stewart et al. (2003), o que ocorreu nesse experimento,
utilizando milho geneticamente modificado e variedade crioula, foi a
simulagdo de hibridizacdo, cruzamentos ou fluxo génico que ocorrem
em lavouras de milho. Para que ocorra a introgressdo de transgenes na
variedade crioula, repetidos retrocruzamentos e a estabilizagdo do
transgene tém que ocorrer no genoma do hospedeiro. Portanto, a
introgressdo de um transgene ¢ um processo dinamico, que pode levar
anos e geragdes para que seja fixado no background genético.

MANOVA (Anélise de variancia multivariada)

Na tabela 4 esta representada a MANOVA dos blocos com
valores da estatistica de Pillai ¢ a probabilidade do teste F.
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Tabela 4: MANOVA dos blocos com valores da estatistica de Pillai e
probabilidade do teste F.

Material Vegetal  Regiao Pillai Prob. F
Perfil espectral 0,0419 0,5494
Carboidratos 0,0416 0,5515
Gréos inteiros Proteinas 0,0412 0,5548
Lipidios 0,1468 0,1084
Poli(fenois) 0,1122 0,1890
Perfil espectral 0,1229 0,4264
Griios degerminados Carboidratos 0,2233 0,1935
Proteinas 0,3876 0,0413*
Poli(fendis) 0,1837 0,2673
Perfil espectral 0,2245 0,1915
Embrides Proteinas 0,0234 0,8572
Lipidios 0,2022 0,2303

* Significativo ao nivel de 0,05% de significancia

Analisando a tabela 4, a variancia entre os blocos somente foi
significativa a 0,05% de significAncia considerando a regido
fingerprinting de proteinas em grdos degerminados. As demais regides
espectrais em diferentes tecidos vegetais ndo foram significativas, o que
proporciona estatisticamente realizar as analises multivariadas a partir

do conjunto dos dados médios dos espectros processados.

Andlise de graos inteiros

O perfil espectral das farinhas de graos inteiros de milho por
DRIFTS esta na figura 6.
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Figura 6: Perfil espectral de infravermelho médio (DRIFTS, 3200-500
cm’ ) de farinhas de grios inteiros de milho de todos os gendtipos.

Perfil espectral (3200-500 ondas.cm™)

A partir do calculo dos componentes principais 1 (PC1) e 2
(PC2), conforme demonstrado na figura 7, a maioria da variabilidade
dos dados ¢ explicada por PC1 (83,49%), comparativamente ao PC2
(10,87%). Contudo, ambos expressaram 94,36% do total da variancia
dos dados espectrais de DRIFTS para a andlise do perfil espectral de
graos inteiros, sendo que os genotipos ndo tiveram um nitido
agrupamento ao longo do PC1 e PC2.
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Figura 7: Distribuicao fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3200-500 ondas.cm™) de amostras
de farinha de graos inteiros de todos os genoétipos. RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica n3o  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507), GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC 1507 + NK 603), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS), TS (25% INGM + 75% RS), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS), T9 (25% GMH + 75%
RS), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13
(25% GMHR + 75% RS).

A analise de agrupamento entre todos os genotipos esta
demonstrada na figura 8. Com linha de corte entre as distancias de 0,5 e
1,0, houve a formagdo de um grupo com os genotipos RS (Rosado-
Rajado), T3 (75% INGM + 25% RS), TS (25% INGM + 75% RS), T7
(75% GMH + 25% RS) e T8 (50% GMH + 50% RS) e os demais
genotipos formaram grupos independentes entre si.
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Figura 8: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3200-500 ondas.cm™) de
amostras de farinha de graos inteiros de todos os genoétipos. Coeficiente
de correlagdo cofenética = 0,79.

Carboidratos (1200-800 ondas.cm™)

No geral, os carboidratos sdo identificados com valores de
absorbancia na faixa espectral de infravermelho entre 1200-800
ondas.cm” (CERNA et al., 2003; SIVAM et al., 2013). Entretanto, outros
autores indicam que a presenga de hidratos de carbono ocorrem mais
amplamente entre 1190-761 ondas.cm” (SANTONI & PI1ZZO, 2013).

A aplicag@o da Analise de Componentes Principais (PCA), com o
objetivo de analise do perfil metabolico primario (fingerprinting) de
carboidratos, permitiu uma separacdo entre as variedades crioula (RS) e
os hibridos isogénicos (INGM, GMH e GMHR), a partir do calculo dos
componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2), conforme demonstrado na
figura 9. A maioria da variabilidade dos dados ¢ explicada por PC1
(99,16%), comparativamente ao PC2 (0,63%). Contudo, ambos
expressaram 99,79% do total da varidncia dos dados espectrais de
DRIFTS. A variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e a hibrida
geneticamente modificada — evento TC1507 (GMH) agruparam-se em
PC1 positivo, contrariamente ao observado para as variedades
isogénicas ndo geneticamente modificada (INGM) e a geneticamente
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modificada — evento TC1507 + NK603 (GMHR), localizaram-se em
PC1 negativo.

.
INGM R

PC2(0,63%)

*GMH

PC 1 (99,16%)

Figura 9: Distribuicdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM (Isogénica
ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente modificada —
evento TC1507) e GMHR (Geneticamente modificada — evento TC1507
+ NK 603).

Considerando a analise de agrupamento entre os genotipos RS,
INGM, GMH e GMHR, de fato, como mencionado com a PCA, houve a
formagdo de dois grupos distintos como demonstrado no dendograma da
figura 10. Ou seja, houve a formagao de um grupo com os gen6tipos RS
e GMH, e outro com os gendtipos INGM e GMHR. O dendograma
revela que para carboidratos em graos inteiros ndo ¢ a presenca do(s)
evento(s) que esta (30) separando os tratamentos, assim, ndo define os
agrupamentos.
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Figura 10: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm’) de
amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603). Coeficiente de correlacdo cofenética =
0,9891.

Quando analisamos o perfil metabolico de carboidratos de graos
inteiros pela PCA envolvendo a INGM, RS e o background genético
entre ambos (T3 - 75% INGM + 25% RS; T4 - 50% INGM + 50% RS;
T5 - 25% INGM + 75% RS) ndo se obtém uma clara separagdo dos
gendtipos, conforme pode ser observado na figura 11. A maior parte da
variabilidade dos dados ¢ explicada por PC1 (93%) e depois por PC2
(6,76%) e juntos ambos expressaram 99,76% do total da variancia dos
dados espectrais de DRIFTS. A variedade crioula Rosado — Rajado
(RS), a isogénica ndo geneticamente modificada (INGM) e o tratamento
T4 (50% INGM + 50% RS) agruparam-se em PCI1 negativo, ao
contrario do que foi observado para os genotipos T3 (75% INGM + 25%
RS) e T5 (25% INGM + 75% RS), que agruparam-se em PC1 positivo.
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Figura 11: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM (Isogénica
ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS), T4 (50%
INGM + 50% RS) e T5 (25% INGM + 75% RS).

Na figura 12, mostra-se o comportamento do dendograma entre
os gendtipos RS, INGM, T3, T4 e T5, no qual pode-se identificar a
formagao de trés grupos, obtidos por meio de um corte transversal feito
na metade da maior distancia entre os grupos (entre 0,4 ¢ 0,5). Um
grupo ¢ formado pelos genoétipos T3 e TS5, outro pelos T4 e RS, e outro
isoladamente pela variedade INGM.
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Figura 12: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de
amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e T5 (25% INGM + 75% RS). Coeficiente
de correlagdo cofenética = 0,8335.

O dendograma da figura 12 revela que, na auséncia de transgenes,
Y. de genes de RS na populagdo ja ¢ suficiente para agrupar-se com o
RS. Parece que os genes do RS possuem uma particularidade intrinseca,
pois todos se agrupam com ele, exceto o INGM.

Analisando o perfil metabdlico de carboidratos de grios inteiros
pela PCA envolvendo a GMH, RS e o background genético entre ambos
(T7 - 75% GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9 - 25%
GMH + 75% RS) ndo ha uma nitida separacdo dos genotipos, como
ilustrado na figura 13. A variabilidade dos dados ¢é explicada, quase que
na totalidade, por PC1 (95,7%); PC1 e PC2 (3,49%) somados explicam
99,19% do total da variancia dos dados espectrais de DRIFTS. A
variedade crioula Rosado - Rajado (RS), a isogénica geneticamente
modificada (GMH) e o gendtipo T8 (50% GMH + 50% RS) agruparam-
se em PC1 positivo, enquanto os tratamentos T7 (75% GMH + 25% RS)
e T9 (25% GMH + 75% RS) agruparam-se em PC1 negativo.
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Figura 13: Distribuicao fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMH (Isogénica
geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH + 25%
RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).

Como pode ser observado no dendograma da figura 14, fazendo
um corte entre as distdncias 0,4 ¢ 0,5 (em torno da metade da maior
distancia), hd a formacdo de quatro grupos distintos. Um grupo ¢
composto pelos genotipos RS ¢ GMH, e os demais, T7, T8 e T9,
isoladamente formam os demais grupos.
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Figura 14: Dendograma de agrupamento (distdncia euclidiana -
UPGMA) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de
amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC 1507), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75%
RS). Coeficiente de correlagao cofenética =0,71.

O dendograma da figura 14 exibe que ndo € a presencga isolada do
evento TC1507 no hibrido o principal responséavel pela distingdo entre
os tratamentos quanto aos carboidratos em graos inteiros, pois a INGM
também se distingue dos demais tratamentos e este hibrido ndo
apresenta evento.

O perfil metabdlico de carboidratos de grdos inteiros pela PCA,
envolvendo a GMHR, RS e o background genético entre ambos (T11 -
75% GMHR + 25% RS; T12 - 50% GMHR + 50% RS; T13 - 25%
GMHR + 75% RS), mostra a separacdo dos tratamentos, conforme
demonstrado na figura 15. A explicacdo da variabilidade dos dados ¢
dada, quase que exclusivamente, por PCl (99,3%), enquanto PC2
explica apenas 0,52% e, ambos componentes, 99,82% do total da
variancia dos dados espectrais de DRIFTS. A isogénica geneticamente
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modificada (GMHR) e os tratamentos T11 (75% GMHR + 25% RS) e
T12 (50% GMHR + 50% RS) agruparam-se em PC1 negativo, ao
contrario do que foi observado para os genotipos RS (Rosado-Rajado) e
T13 (25% GMHR + 75% RS) que agruparam-se em PC1 positivo.
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Figura 15: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMHR (Isogénica
geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11 (75%
GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25% GMHR
+ 75% RS).

Analisando o dendograma da figura 16, RS, GMHR, T11, T12 e
T13 formaram dois grupos homogéneos distintos. Um grupo que
engloba GMHR, T11 e T12, e um segundo grupo, representado por RS e
T13.
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Figura 16: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de
amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagao cofenética = 0,9472.

Em todas as PCAs ndo foi possivel determinar as bandas
espectroscopicas que mais contribuiram para causarem as separacdes
entre os genodtipos, pois todos os nimeros de ondas (cm'l) dessa faixa de
carboidratos (1200-800 ondas.cm™) influenciaram igualmente para essas
distingdes entre os gendtipos.

O fato ¢ que na presenca dos eventos, o RS puro so6 consegue se
agrupar com background 75%RS e os demais se agrupam com GMHR.
Comparando com os dendogramas anteriores, ¢ possivel inferir que na
presenca dos eventos (na presenca de TC1507 + NK603) a influéncia do
background de RS na definigdo dos carboidratos tem menos
importancia. Note que na auséncia de eventos, RS se agrupa com
qualquer background, inclusive com aquele que tem somente 25% de
RS. Quando a andlise ¢ feita apenas com relacdo aos descendentes de
INGM, os efeitos do background de RS se sobrepdem.

A analise do grupo funcional dos carboidratos de gréos inteiros a
partir dos tratamentos vinculados a GMHR poderia ser usada para
discriminar alteragdes de componentes desse grupo, em processos de
contaminagdo por GM portadores do evento TC1507 + NK603. Futuros
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estudos poderiam usar os carboidratos, em analises de grdos inteiros,
para verificar quais componentes quimicos deste grupo estariam sendo
alterados a partir da contaminagdo com po6len de GMHR.

Protefnas (1650 — 1400 ondas. cm™)

As proteinas geralmente sdo identificadas na faixa espectral de
infravermelho entre 1650 - 1500 ondas.cm'l, referentes as amidas I e II,
respectivamente (SUBIRADE et al., 1998; BARTH, 2007, CARBONARO et
al., 2008; PISTORIUS et al., 2009; BONWELL & WETZEL, 2009;
HERRERO et al., 2012; SANTONI & PIZZO, 2013). Todavia, optou-se por
realizar as PCAs estendendo até 1400 ondas.cm’, para abranger
totalmente uma banda caracteristica localizada proximo a 1500
ondas.cm’ .

A Analise de Componentes Principais (PCA) do perfil metabodlico
primario (fingerprinting) de proteinas possibilitou uma separagdo entre
as variedades crioula (RS) e isogénicas (INGM, GMH ¢ GMHR), a
partir do célculo dos componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2),
conforme na figura 17. A variabilidade dos dados ¢ explicada, quase que
exclusivamente por PC1 (99,37%), comparativamente ao PC2 (0,51%),
sendo que ambos expressam 99,88% do total da varidncia dos dados
espectrais de DRIFTS.

A variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e a cultivar hibrida
geneticamente modificada - evento TC1507 (GMH) - agruparam-se em
PC1 positivo, opostamente observado para os hibridos néo
geneticamente modificados (INGM) e geneticamente modificados —
evento TC1507 + NK 603 (GMHR) -, que agruparam-se em PCl
negativo. Nota-se que essa configuracdo na PCA para esses genotipos na
faixa de proteinas ¢ similar ao que foi observado na faixa de
carboidratos (1200-800 ondas.cm-') para os mesmos genotipos.
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Figura 17: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm-') de
amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603).

Por meio da andlise de agrupamento entre os gendtipos RS,
INGM, GMH e GMHR, ¢ como mencionado com a PCA, houve a
formagdo de dois grupos distintos, tal como demonstrado no
dendograma da figura 18. Assim, formou-se um grupo com os genotipos
RS e GMH, e outro com os genotipos INGM e GMHR.
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Figura 18: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de gros inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603). Coeficiente de correlacdo cofenética =
0,9554.

O dendograma da figura 18 revela que, aparentemente ndo seria a
presenca dos eventos a responsavel pela separagdo dos tratamentos para
as proteinas.

Na figura 19, nota-se a distribui¢do dos tratamentos INGM, RS e
o background genético entre ambos (T3 - 75% INGM + 25% RS; T4 -
50% INGM + 50% RS; TS - 25% INGM + 75% RS) ao longo do PCl1 e
PC2, que modelam 97,13% e 2,16% da variabilidade dos dados,
respectivamente, ou seja, 99,29% da variagdo total dos dados espectrais
de DRIFTS ¢ explicada por esses dois componentes principais. A
cultivar hibrida ndo geneticamente modificada (INGM) e o tratamento
T4 (50% INGM + 50% RS) agruparam-se em PC1 negativo, enquanto a
variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e os tratamentos T3 (75%
INGM + 25% RS) e TS5 (25% INGM + 75% RS) agruparam-se em PC1
positivo.
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Figura 19: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).

Analisando o dendograma da figura 20, com um corte entre as
distancias 0,24 e 0,32, houve a formagdo de trés grupos. Um grupo
formado pelos genotipos RS e T5, outro grupo formado pelos genotipos
T3 e T4, e um ultimo isoladamente formado pelo INGM.
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Figura 20: Dendograma de agrupamento (distdncia euclidiana -
UPGMA) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’)
de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e TS5 (25% INGM + 75% RS). Coeficiente
de correlagdo cofenética = 0,71.

De acordo com o dendograma da figura 20, INGM distingue-se
dos demais gendtipos. Porém, utilizando esse ponto de corte (em torno
da metade da maior distdncia), RS agrupou-se com o background
portador de maior percentual médio de genes de RS (75%RS); os
demais backgrounds (25 e 50% de INGM) agruparam-se entre si. Fica
claro que os genes do INGM ndo conseguem alterar significativamente o
comportamento das populagdes com diferentes backgrounds de RS no
quesito proteinas.

De acordo com a PCA demonstrada na figura 21, da variagéo
total dos dados espectrais de DRIFTS, os componentes principais 1 e 2
representam 99,73%. Contudo, comparando o perfil metabdlico de
proteinas de grdos inteiros de GMH, RS e o background genético entre
ambos (T7 - 75% GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9 -
25% GMH + 75% RS) ndo se obtém uma separagdo concreta dos
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gendtipos. A variedade crioula Rosado - Rajado (RS), a cultivar hibrida
geneticamente modificada (GMH) e o tratamento T8 (50% GMH + 50%
RS) agruparam-se em PC1 positivo, ao contrario do que foi observado
para os tratamentos T7 (75% GMH + 25% RS) e T9 (25% GMH + 75%
RS), que se agruparam em PC1 negativo. Vale mencionar que quando os
mesmos tratamentos sdo analisados na faixa espectral de carboidratos
(1200-800 ondas.cm-'), a configuragdo da PCA ¢é semelhante.
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Figura 21: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH
+25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).

Pela andlise do dendograma da figura 22, e realizando um corte
entre as distancias 0,09 e 0,12, os gendtipos RS e GMH sao similares
entre sim, € os demais tratamentos T7, T8, T9 sdo isoladamente
distintos.
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Figura 22: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH
+ 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).
Coeficiente de correlacdo cofenética = 0,7486.

Parece que neste caso do dendograma da figura 22, nem a
presenga do evento, nem o efeito do background combinado ao evento
explicam o agrupamento dos tratamentos para proteina.

Como pode ser observado na figura 23, a PCA dos gendétipos
GMHR, RS e os backgrounds genéticos entre ambos (T11 - 75%
GMHR + 25% RS; T12 - 50% GMHR + 50% RS; T13 - 25% GMHR +
75% RS) agrupou-os diferentemente para as proteinas. A maior parte da
variabilidade dos dados ¢ definida por PC1 (99,59%) e PC2 (0,29%),
sendo 99,88%o0 total da variagdo dos dados espectrais de DRIFTS. A
cultivar hibrida geneticamente modificada (GMHR) e os tratamentos
T11 (75% GMHR + 25% RS) e T12 (50% GMHR + 50% RS)
agruparam-se em PC1 negativo, enquanto os tratamentos RS (Rosado-



97

Rajado) e T13 (25% GMHR + 75% RS) localizaram-se em PCl1
positivo.
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Figura 23: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm'l) de
amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS).

Com a andlise do dendograma ilustrado na figura 24, a
distribui¢do dos gendtipos se deu em dois grupos, conforme mencionado
pela PCA. Um grupo ¢ formado pelos genotipos GMHR, T11 e T12 e
outro por RS e T13. Vale destacar que a distribuicdo desses gendtipos,
pela andlise de proteinas para grios inteiros através do dendrograma e
PCA, foram analogos ao da faixa de carboidratos (1200-800 ondas.cm-!)
para os respectivos genotipos.
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Figura 24: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagao cofenética = 0,9797.

De acordo com as PCAs, igualmente como ocorreu para a analise
de carboidratos, ndo foi possivel determinar as bandas espectroscopicas
que mais contribuiram para causarem as tais separagdes entre OS
gen6tipos, pois todos os niimeros de ondas (cm™) na faixa de proteinas
(1650-1400 ondas.cm”) influenciaram igualmente para as distingdes
entre os genotipos.
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Igualmente como ocorreu em carboidratos de graos inteiros, em
proteinas foi observado um efeito gradativo de distanciamento entre
tratamentos, que estd relacionado a propor¢do média dos eventos
(TC1507+ NK603), nas populagdes com diferentes backgrounds, ou
seja, estdo mais proximos ao genitor GMHR as populacdes com
propor¢ao média de genes 25%RS e 50%RS, nessa ordem, assim como
ao genitor RS, apenas a populagdo 75%RS se agrupou. Esse efeito
gradativo e agrupamento ndo foram observados nas populacdes
derivadas de RS e INGM.

A analise dos genitores mostrou que INGM ¢ GMRH sdo mais
similares entre si do que em relagdo aos demais genitores (GMH ¢ RS).
Isso sugere que o agrupamento das populacdes derivadas desses
genitores em combinagdo com RS e dos seus respectivos genitores (75,
50 e 25% e seus respectivos genitores INGM ou GMHR) deveria ser
similar, considerando auséncia de efeito da presenca dos transgenes.
Contudo, observamos que os agrupamentos foram diferenciados. Esse
comportamento diferenciado em fungdo do hibrido envolvido no
cruzamento com RS, aliado ao fato de existir efeito gradativo e
crescente dos transgenes (eventos TC1507 + NK603) sobre a distincia
entre tratamentos a medida que a frequéncia média do background
genético de RS aumenta, sugere que associado ao efeito da dose do
transgenes, também pode existir um efeito diferenciado dos transgenes
em combinagdo com o background de RS. Fato que também ocorreu
para carboidratos.

Para proteinas, o comportamento foi similar ao que aconteceu
com os carboidratos, na série de tratamentos envolvendo GMHR. A
analise do grupo funcional das proteinas de grios inteiros a partir dos
tratamentos vinculados a GMHR também poderia ser usada para
discriminar alteragdes de componentes desse grupo, em processos de
contaminag¢do por poélen do hibrido GMHR. Futuros estudos também
poderiam usar as proteinas, em andlises de grdos inteiros, para verificar
quais componentes quimicos deste grupo estariam sendo alterados a
partir da contamina¢do com GMHR.

Lipidios (3000 - 2800 e 1750-1700 ondas. cm”)

A presenca de acidos graxos pode ser detectada na faixa espectral
de infravermelho entre 3000 - 2800 ondas.cm™ (PISTORIUS et al., 2009;
HERRERO et al., 2012). Outros autores também constataram sinal por
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volta de 1740 ondas.cm'l, relativos a éster C=0, tipico desse metabolito
primario (PISTORIUS et al., 2009; SIVAM et al., 2013).

A PCA do perfil metabolico primario (fingerprinting) de lipidios
permitiu uma separagdo entre as variedades crioula (RS) e as cultivares
isogénicas (INGM, GMH e GMHR), a partir do célculo do PC1 e PC2,
conforme figura 25. A variabilidade dos dados ¢ explicada 98,8% por
PC1, e 1,13% por PC2, sendo 99,93% o total da variancia dos dados
espectrais de DRIFTS. Novamente, a variedade crioula Rosado — Rajado
(RS) e a cultivar hibrida geneticamente modificada — evento TC1507
(GMH) agruparam-se em PC1 positivo, e as cultivares ndo
geneticamente modificada (INGM) e geneticamente modificada —
evento TC 1507 + NK 603 (GMHR) se encontram em PC1 negativo.
Como ja mencionado anteriormente, os resultados das PCAs para esses
genoétipos na faixa de carboidratos (1200-800 ondas.cm-!) e proteinas
(1650-1400 ondas.cm’l) sdo similares ao que foi observado na faixa de
lipidios.

PC2(1,13%)

D
GMH

PC 1 (98,8%)

Figura 25: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm’
) de amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica n3o  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603).
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Através do dendograma da figura 26, ¢ com corte entre as
distancias 0,12 e 0,15, os gendtipos RS, INGM, GMH e GMHR,
distribuiram-se em trés grupos. Um primeiro grupo composto pelos
gendtipos INGM ¢ GMHR, um segundo e terceiro grupo formados
isoladamente pelos genotipos GMH e RS. Aparentemente, a maior dose
de eventos diferentes ndo afetou o agrupamento de grios na faixa de
lipidios, pois INGM e GMHR ficaram no mesmo grupo. Por outro lado,
RS distinguiu-se dos demais genotipos.
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Figura 26: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 ¢ 1750-1700
ondas.cm'l) de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-
Rajado), INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603). Coeficiente de correlacao
cofenética = 0,9554.

Analisando o perfil metabolico de lipidios de grios inteiros pela
PCA dos genotipos INGM, RS e o background genético entre ambos
(T3 - 75% INGM + 25% RS; T4 - 50% NGM + 50% RS; TS - 25%
NGM + 75% RS) pode-se aferir que ndo houve uma concreta separagdo
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dos mesmos, segundo a figura 27. A variabilidade dos dados é explicada
em grande parte por PC1 (98,92%), em menor parte por PC2 (0,85%), e
os dois componentes juntos expressam 99,77% do total da variancia dos
dados espectrais de DRIFTS. Igualmente ao ocorrido para a PCA desses
gendtipos na faixa de proteinas (1650-1400 ondas.cm-') de graos
inteiros, a cultivar ndo geneticamente modificada (INGM) e o
tratamento T4 (50% NGM + 50% RS) estdo em PC1 negativo, ¢ a
variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e os tratamentos T3 (75%
NGM + 25% RS) e TS5 (25% NGM + 75% RS) em PC1 positivo.

TS

0.6
. 3
T4

0.3

0.3

0.6
*INGM

PC2 (0,85%)

-0,

1,50 °rS

PC 1 (98,92%)

Figura 27: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm’
) de amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado),
INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM +
25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e T5 (25% INGM + 75% RS).

Através do dendograma dos gendtipos RS, INGM, T3, T4 e TS
(Figura 28), com corte entre as distancias 0,08 e 0,12, houve a formacdo
de quatro grupos. Um grupo formado por RS e T35, e os demais, INGM,
T3 e T4 se distinguindo isoladamente.
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Figura 28: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700
ondas.cm’) de amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-
Rajado), INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75%
INGM + 25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e T5 (25% INGM +
75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,7055.

A PCA dos genétipos GMH, RS e o background genético entre
ambos (T7 - 75% GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9 -
25% GMH + 75% RS) obteve a seguinte distribuicdo conforme figura
29. A variedade crioula Rosado - Rajado (RS) e o tratamento T8 (50%
GMH + 50% RS) agruparam-se em PC1 positivo, ¢ a GMH e os
tratamentos T7 (75% GMH + 25% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS) em
PC1 negativo. Do total da variagdo dos dados espectrais de DRIFTS
(99,38%), o PC1 explicou (92,47%) e o PC2 (6,91%).
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Figura 29: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm’
) de amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado),
GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75%
RS).

O agrupamento dos gendtipos RS, GMH, T7, T8 e T9 esta
ilustrado no dendograma da figura 30. Um corte entre as distancias 0,06
e 0,09 possibilita a formacao de trés grupos, sendo um grupo constituido
por GMH, T7 e T9, um segundo por T8, e o terceiro grupo por RS.
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Figura 30: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700
ondas.cm’) de amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-
Rajado), GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507),
T7 (75% GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25%
GMH + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,9613.

Quando analisamos os gendtipos GMHR, RS e o background
genético entre ambos (T11 - 75% GMHR + 25% RS; T12 - 50% GMHR
+50% RS; T13 - 25% GMHR + 75% RS), a configuragdo da PCA para
a faixa espectral de lipidios (Figura 31) ¢ similar ao que foi encontrado
para as faixas de carboidratos (1200-800 ondas.cm™) e proteinas (1650-
1400 ondas.cm’). A variabilidade dos dados é dada na sua grande
maioria por PC1 (99,65%), sendo 99,88% o total da variancia dos dados
espectrais de DRIFTS. A isogénica geneticamente modificada (GMHR)
e os tratamentos T11 (75% GMHR + 25% RS) e T12 (50% GMHR +
50% RS) localizaram-se em PC1 negativo, estando os tratamentos RS
(Rosado-Rajado) e T13 (25% GMHR + 75% RS) em PC1 positivo.
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Figura 31: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm’
) de amostras de farinha de grios inteiros de RS (Rosado-Rajado),
GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 +
NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e
T13 (25% GMHR + 75% RS).

Com base na analise de dendograma da figura 32, houve
nitidamente a formagdo de dois grupos. Um primeiro grupo formado
pelos genotipos RS e T13, e outro pelos materiais GMHR, T11 e T12.
Essa configuragdo de separacdo entre esses genoOtipos ja foi relatada
igualmente quando analisamos carboidratos (1200-800 ondas.cm™) e
proteinas (1650-1400 ondas.cm™) em grios inteiros.
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Figura 32: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700
ondas.cm'l) de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-
Rajado), GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507
+ NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS)
e T13 (25% GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética =
0,9573.

Com base nas PCAs na faixa de lipidios, as bandas
espectroscopicas que mais contribuiram para as separagdes dos
respectivos gendtipos foram na faixa de 1750-1700 ondas.cm’.

De acordo com o dendograma da figura 32, NK603 sozinho ou a
combinacdo e intera¢do dele com TC1507 deve ser responsavel por esse
comportamento consistente em todos os grupos funcionais.

No caso dos lipidios, sem eventos envolvidos, ficou claro que
agrupou-se com RS a populagdo portadora de maior percentual médio de
genes de RS, assim ficando RS no mesmo grupo do tratamento que, em
média, possuia 75% dos genes de RS, e os demais (25% e 50% RS
agruparam-se com INGM). Isso também ocorreu para os tratamentos
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envolvendo RS ¢ GMHR. Note que, nesse caso, quando o background
do hibrido ocorre em baixa frequéncia na populacdo, esta se agrupa com
o genitor RS, independentemente de o outro genitor ser INGM ou
GMHR. Por isso, ndo decorre do efeito dos transgenes e sim dos genes
do proprio milho derivados do hibrido.

No entanto, RS puro difere dos demais hibridos puros (GMH,
GMHR e INGM), mas a partir da contaminacdo por pélen de qualquer
hibrido, ja resultaria em mudangas no grupo dos lipidios, independente
dos eventos estarem presentes.

O grupo funcional constituido pelos lipidios em gréos inteiros
ndo seria um bom indicador para acompanhar as mudangas decorrentes
das contaminagdes recorrentes de variedades crioulas por poélen de
milhos GMs.

Poli(fenéis) (2000-1700 e 700-500 ondas.cm”)

A existéncia simultdnea de bandas na faixa espectral de
infravermelho em 2000-1700 ¢ 900-690 ondas.cm” indica presenca de
compostos com anéis aromaticos, como os (poli)fenois (SILVERSTEIN,
1994; LAMBERT, 2001; XU et al. 2005; KUHNEN, 2007). Para Schulz &
Baranska (2007), bandas entre 900-500 ondas.cm™ também sdo
indicativos de existéncia de compostos aromaticos, como 0s
flavonoides. Todavia, os compostos aromaticos, segundo Silverstein
(1994) e Lambert (2001), também sdo detectados em sinais de banda
em 633 ondas.cm”.

A figura 33 mostra a distribuicdo da variedade crioula (RS) e
hibridos isogénicos (INGM, GMH e GMHR), segundo o célculo do PC1
e PC2, a partir da faixa metabodlica de poli(fenois). De acordo com a
PCA, houve uma separagdo entre os genotipos, onde a variabilidade dos
dados ¢ explicada 90,1% por PC1 e 8,21% por PC2, sendo ambos
responsaveis por 98,31% o total da variagdo dos dados espectrais de
DRIFTS. Novamente como ocorreu nas outras PCAs, em analises de
carboidratos, proteinas e lipidios, a variedade crioula Rosado — Rajado
(RS) e a cultivar hibrida geneticamente modificada — evento TC1507
(GMH), localizaram-se em PC1 positivo, e as cultivares isogénicas nio
geneticamente modificada (INGM) e a geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603 (GMHR), em PC1 negativo.
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Figura 33: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603).

O dendograma desses gendtipos pode ser visualizado na figura
34. Considerando o corte entre as distancias 0,6 ¢ 0,9, os gen6tipos RS,
INGM, GMH e GMHR se mostraram isoladamente heterogéneos entre
Si.
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Figura 34: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 e 700-500
ondas.cm”) de amostras de farinha de grdos inteiros de RS (Rosado-
Rajado), INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603). Coeficiente de correlagdo
cofenética = 0,8135.

Quando analisamos os gendtipos NGM, RS e o background
genético entre ambos (T3 - 75% INGM + 25% RS; T4 - 50% NGM +
50% RS; T5 - 25% NGM + 75% RS), o perfil de origem poli(fenolica)
de graos inteiros pela PCA, configura-se conforme figura 35. A
variabilidade dos dados é explicada na sua maioria por PC1 (92,95%),
seguido por PC2 (3,63%), e ambos explicando 96,58% do total da
variagdo dos dados espectrais de DRIFTS. A distribuicdo dos genotipos
na PCA da figura 35 se deu da mesma forma ao que ocorreu para a PCA
da faixa de proteinas e lipidios para os respectivos materiais, estando a
cultivar hibrida isogénica ndo geneticamente modificada (INGM) e o
tratamento T4 (50% INGM + 50% RS) em PC1 negativo, e a variedade
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crioula Rosado — Rajado (RS) e os tratamentos T3 (75% INGM + 25%
RS) e TS5 (25% INGM + 75% RS), em PC1 positivo.

PC 2 (3,63%)

.
INGM

°rS

PC 1 (92,95%)

Figura 35: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).

A analise de agrupamento para os genotipos RS, INGM, T3, T4 e
T5 possibilitou um dendograma ilustrado na figura 36. Realizando um
corte entre as distancias 0,9 e 1,2, houve a formagdo de dois grupos
similares entre os membros, sendo RS, T3 e T5 pertencentes a um
grupo, ¢ INGM e T4, se agrupando em um segundo grupo.
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Figura 36: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500
ondas.cm'l) de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-
Rajado), INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75%
INGM + 25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e TS5 (25% INGM +
75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,9505.

A PCA do perfil metabolico de poli(fendis) de gréos inteiros dos
genotipos GMH, RS ¢ o background genético entre ambos (T7 - 75%
GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9 - 25% GMH + 75%
RS) estd demonstrado na figura 37. A variabilidade dos dados ¢
explicada por PC1 (49,14%), e por PC2 (42,55%), sendo 91,59% o total
da variancia dos dados espectrais de DRIFTS. A variedade crioula
Rosado - Rajado (RS), a cultivar GMH e o tratamento T8 (50% GMH +
50% RS) agruparam-se em PC1 positivo, e os tratamentos T7 (75%
GMH + 25% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS) em PC1 negativo.
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Figura 37: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH
+25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).

Na figura 38, esta apresentado o dendograma dos gendtipos RS,
GMH, T7, T8 e T9, que com corte na distdncia de 0,36, estes se
dividiram em quatro grupos. Um grupo similar entre si formado pelos
gendtipos T7 ¢ T9, e os outros trés, RS, GMH e T8, completando
isoladamente os outros grupos.
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Figura 38: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 e 700-500
ondas.cm”) de amostras de farinha de grdos inteiros de RS (Rosado-
Rajado), GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507),
T7 (75% GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25%
GMH + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,8747.

Finalizando as PCAs de grdos inteiros no perfil metabdlico de
poli(fendis), os genodtipos GMHR, RS e o background genético entre
ambos (T11 - 75% GMHR + 25% RS; T12 - 50% GMHR + 50% RS;
TI13 - 25% GMHR + 75% RS) foram analisados, ¢ a PCA esta
apresentada na figura 39. Comparando com as PCAs de carboidratos,
proteinas e lipidios, esses mesmos gendtipos se distribuem
semelhantemente ao longo da PC1. A cultivar isogénica geneticamente
modificada (GMHR) e o tratamento T11 (75% GMHR + 25% RS) em
PC1 negativo, e os genotipos RS (Rosado-Rajado), T12 (50% GMHR +
50% RS) e T13 (25% GMHR + 75% RS), em PC1 positivo. A
variabilidade dos dados ¢ dada por PC1 (81,13%) e PC2 (15,59%),
sendo 96,72% o total da varidncia dos dados espectrais de DRIFTS.
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Figura 39: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 +NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS).

Com o dendograma ilustrado na figura 40, e realizando um corte
entre as distancias 1,2 ¢ 1,6, os genotipos se distribuiram em trés grupos.
Um grupo formado unicamente pelo gendtipo T11, outro grupo pelos
materiais GMHR e T12, e um terceiro grupo, mais similar entre si,
formado por RS e T13.
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Figura 40: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500
ondas.cm") de amostras de farinha de graos inteiros de RS (Rosado-
Rajado), GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507
+ NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS)
e T13 (25% GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética =
0,9135.

Nas PCAs na faixa de poli(fendis) ndo foi possivel determinar as
bandas espectroscOpicas que mais contribuiram para causarem as
distingdes entre os genotipos, pois todos os niumeros de ondas dessa
faixa metabolica (2000-1700 e 700-500 ondas.cm’) influenciaram
igualmente para essas separagdes entre 0os genotipos.

O grupo funcional constituido pelos (poli)fendis em graos inteiros
ndo seria um bom indicador para acompanhar as mudangas decorrentes
das contaminagdes recorrentes de variedades crioulas por polens de

milhos GMs.
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Analise de gréos degerminados

O perfil espectral das farinhas de grios degerminados de milho
por DRIFTS esta apresentado na figura 41.

Reflectincia

RGADE - TINES

Figura 41: Perfil espectral de infravermelho médio (DRIFTS, 3200-500
cm’ ) de farinhas de graos degerminados de milho de todos os genotipos.

Perfil espectral (3200-500 ondas.cm™)

A partir do calculo dos componentes principais 1 (PC1) e 2
(PC2), conforme demonstrado na figura 42, a maioria da variabilidade
dos dados ¢ explicada por PC1 (63,54%), comparativamente ao PC2
(24,68%). Contudo, ambos expressaram 88,22% do total da variancia
dos dados espectrais de DRIFTS para a analise do perfil espectral de
graos degerminados, sendo que os genétipos ndo tiveram um nitido
agrupamento ao longo do PC1 e PC2.
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Figura 42: Perfil espectral de infravermelho médio (DRIFTS, 3200-500
cm’) de farinhas de grios degerminados de milho de todos os genétipos.
RS (Rosado-Rajado), INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada),
GMH (Geneticamente modificada — evento TC1507), GMHR
(Geneticamente modificada — evento TC1507 + NK 603), T3 (75%
INGM + 25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS), T5 (25% INGM + 75%
RS), T7 (75% GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS), T9 (25%
GMH + 75% RS), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR +
50% RS) e T13 (25% GMHR + 75% RS).

A andlise de agrupamento entre todos os genodtipos estd
demonstrada na figura 43. Com linha de corte entre as distancias 0,6 e
0,9, houve a formagao de um grupo com os geno6tipos T3 (75% INGM +
25% RS) e T7 (75% GMH + 25% RS), e os demais gendtipos formaram
grupos independentes entre si.
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Figura 43: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3200-500 ondas.cm™) de
amostras de farinha de graos degerminados de todos os gendtipos.
Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,78.

Nas analises do perfil espectral infravermelho de graos
degerminados selecionaram-se os maiores constituintes presentes nesse
tecido, como o amido, proteinas e poli(fendis). De acordo com Watson
(1987) apud FAO (1992), quando analisamos grdos degerminados, as
constitui¢des quimicas, na sua grande maioria, sdo de amido (87,64%) ¢
proteina (8%). Segundo Shukla & Cheryan (2001), no endosperma os
dois principais tipos de proteinas, classificadas com base em sua
solubilidade, sdo as zeinas e glutelinas. Concomitantemente avaliando
graos degerminados tem-se a presenca do pericarpo, onde had nesse
tecido uma maior concentragdo de pigmentagdo, tais como oS
poli(fenois) (KUHNEN, 2007).

Carboidratos (1200-800 ondas.cm”)

A PCA envolvendo as variedade crioula (RS) e cultivares
hibridas isogénicas (INGM, GMH e GMHR), com base no perfil
metabolico de carboidratos para os griaos degerminados, possibilitou
uma distribuicdo desses genotipos, como apresentado demonstrado na
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figura 44. A maior parte da variabilidade dos dados ¢ explicada por PC1
(86,23%), comparando ao PC2 (12,83%), onde ambos expressaram
99,06% do total da variagdo dos dados espectrais de DRIFTS. A
variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e a cultivar hibrida
geneticamente modificada — evento TC1507 (GMH) agruparam-se em
PC1 positivo, contrariamente ao observado para as cultivares isogénicas
ndo geneticamente modificada (INGM) e a geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603 (GMHR), que localizam-se em PC1 negativo.
Quando esses gendtipos foram comparados na faixa de carboidratos
(1200-800 ondas.cm™), porém para graos inteiros, a distribuicdo em
PCA foi semelhante ao longo do PC1.
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*GMHR
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PC 1 (86,23%)

Figura 44: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) ¢ GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603).

Na figura 45 esta representando o dendograma dos genotipos RS,
INGM, GMH e GMHR, que com corte entre as distancias 0,4 e¢ 0,5
houve a formacgdo de dois grupos. O genétipo GMH isoladamente esta
num grupo, € RS, INGM e GMHR em outro grupo.
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Figura 45: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica ndo  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603). Coeficiente de correlagido
cofenética = 0,8385.

O perfil metabolico de carboidratos de grios degerminados para
os genétipos INGM, RS ¢ o background genético entre ambos (T3 -
75% INGM + 25% RS; T4 - 50% INGM + 50% RS; T5 - 25% INGM +
75% RS) estd representado pela PCA na figura 46. A maioria da
variagdo dos dados ¢ explicada por PC1 (92,59%), seguido de PC2
(6,78%); ambos expressam 99,37% da variacdo total dos dados
espectrais de DRIFTS. Os genitores variedade crioula Rosado — Rajado
(RS) e a cultivar isogénica ndo geneticamente modificada (INGM) estdo
em PCI1 negativo, e os cruzamentos T3 (75% INGM + 25% RS), T4
(50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS), em PCl
positivo.
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Figura 46: Distribuicao fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de grios degerminados de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).

A partir do dendograma da figura 47, e corte entre as distancias
0,6 ¢ 0,9, os genotipos RS, INGM, T3, T4 e TS foram subdivididos em
trés grupos. Um grupo mais similar entre si pelos gendtipos T3, T4 e TS,
e os outros dois genotipos, INGM e RS, formando dois grupos
heterogéneos isolados.
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Figura 47: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de
amostras de farinha de grdos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM +
25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).
Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,9341.

Considerando o perfil metabolico de carboidratos de graos
degerminados, realizou-se a PCA envolvendo os gendtipos GMH, RS e
o background genético entre ambos (T7 - 75% GMH + 25% RS; T8 -
50% GMH + 50% RS; T9 - 25% GMH + 75% RS), como ilustrado na
figura 48. A variabilidade dos dados ¢ explicada, quase que unicamente,
por PC1 (99,05%), € menos por PC2 (0,52%); ambos os componentes
juntos expressam 99,57% do total da variancia dos dados espectrais de
DRIFTS. A variedade crioula Rosado - Rajado (RS), a cultivar
isogénica geneticamente modificada (GMH) e o tratamento T7 (75%
GMH + 25% RS) agruparam-se em PCI1 positivo, e os gendtipos T8
(50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS), em PC1 negativo.
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Figura 48: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de grdos degerminados de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH
+25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).

A andlise de agrupamento dos genotipos RS, GMH, T7, T8 e T9
estd representado no dendograma da figura 49. Com a linha de corte
entre as distancias 0,4 e 0,6, pode-se observar a existéncia de dois
grupos. Assim, um grupo ¢ similarmente formado pelos genotipos RS,
GMH, T7 e T9, e isoladamente, tem-se o gendtipo T8 na formagdo do
segundo grupo.
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Figura 49: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm’) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75%
RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,9124.

A figura 50 esté ilustrando a PCA com base no perfil metabolico
de carboidratos de graos degerminados dos genotipos GMHR, RS ¢ o
background genético entre ambos (T11 - 75% GMHR + 25% RS; T12 -
50% GMHR + 50% RS; T13 - 25% GMHR + 75% RS). A explicacdo da
variabilidade dos dados por PC1 ¢ 85,12%, e por PC2 ¢é 11,42%, sendo
96,54% o total da variancia dos dados espectrais de DRIFTS. A cultivar
isogénica geneticamente modificada (GMHR) e os genotipos T11 (75%
GMHR + 25% RS) e T13 (25% GMHR + 75% RS) estdo em PCI
negativo, contrariando ao que foi observado para os genotipos RS
(Rosado-Rajado) e T12 (50% GMHR + 50% RS), que localizam-se em
PC1 positivo.



126

RS

*GMHR
0.8]

0.4

PC 2 (11,42%)

rin 04

Ty

PC 1 (85,12%)

Figura 50: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de amostras
de farinha de grdos degerminados de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS).

Examinando o dendograma da figura 51 e realizando um corte
entre as distancias 0,3 e 0,4, houve a formacdo de quatro grupos
envolvendo os genotipos RS, GMHR, T11, T12 e T13. Um grupo foi
constituido pelos genodtipos TI11 e TI3, e os demais grupos,
isoladamente formados pelos genotipos GMHR, RS e T12.
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Figura 51: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1200-800 ondas.cm™) de
amostras de farinha de grdos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 +
NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e
T13 (25% GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética =
0,7787.

Analisando graos degerminados na faixa de carboidratos, os
backgrounds nao séo proximos nem de RS nem de INGM, indicando
um efeito de interacdo entre os genes de Zea mays dos dois genitores,
produzindo populagdes com perfis metabolicos distintos. Isso pode ser
confirmado pelo mesmo comportamento observado nos tratamentos
derivados de RS e GMHR. Isso mostra efeito de interacdo entre alelos
de milho presente nos dois genitores, independentemente da presencga
dos transgenes.

Através das PCAs na faixa de carboidratos de graos
degerminados, as bandas espectroscopicas que mais contribuiram para
as distingdes dos respectivos gendtipos foram na faixa de 1000-800
ondas.cm’.
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Protefnas (1650 — 1400 ondas. cm™)

A PCA do perfil metabdlico primario de proteinas para os graos
degerminados permitiu uma clara separagdo entre as variedades crioula
(RS) e isogénicas (INGM, GMH ¢ GMHR), a partir do PC1 ¢ PC2,
conforme na figura 52. A variabilidade dos dados explicada por PCI1 ¢
de 95,67%, e por PC2 ¢ 3,46%, sendo que ambos juntos expressam
99,13% do total da varidncia dos dados espectrais de DRIFTS. A
variedade crioula Rosado — Rajado (RS) localiza-se em PC1 positivo, e
as cultivares isogénicas ndo geneticamente modificada (INGM),
geneticamente modificada — evento TC1507 (GMH) e a geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603 (GMHR) agruparam-se em PC1
negativo.
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Figura 52: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’l) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica ndo  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603).

Por meio da andlise de agrupamento entre os genétipos RS,
INGM, GMH e GMHR, ¢ possivel verificar que houve a formacdo de
dois grupos diferentes como demonstrado no dendograma da figura 53.
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Um grupo, homogéneo entre si, formado pelos genotipos INGM, GMH
e GMHR, e outro, isoladamente formado pelo gendtipo RS.

T
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Figura 53: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica ndo  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507+ NK603). Coeficiente de correlagdo
cofenética = 0,9757.

A distribuicdo, por meio da PCA, dos genotipos INGM, RS ¢ o
background genético entre ambos (T3 - 75% INGM + 25% RS; T4 -
50% INGM + 50% RS; TS5 - 25% INGM + 75% RS) esta ilustrada na
figura 54. O PC1 e PC2 explicam 95,42% e 3,92% da variabilidade dos
dados, respectivamente, ou seja, 99,34% da variacdo total dos dados
espectrais de DRIFTS ¢ explicada por esses dois componentes
principais. A variedade isogénica ndo geneticamente modificada
(INGM) e os tratamentos T3 (75% INGM + 25% RS) e TS5 (25% INGM
+ 75% RS) agruparam-se em PC1 positivo, contudo, a variedade crioula
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Rosado — Rajado (RS) e o tratamento T4 (50% INGM + 50% RS) estao
em PC1 negativo.

.
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Figura 54: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de degerminados de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).

Considerando o dendograma da figura 55, com corte entre as
distancias 0,3 e 0,4, os gendtipos RS, INGM, T3, T4 e TS dividem-se
em dois grupos. Um grupo formado pelos gendtipos INGM, T3, T4 e
TS, e ha um grupo isolado formado pela variedade crioula Rosado-
Rajado (RS).
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Figura 55: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM +
25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e TS5 (25% INGM + 75% RS).
Coeficiente de correlacdo cofenética = 0,9641.

Basecada no perfil metabdlico de proteinas de grios
degerminados, a PCA dos genotipos GMH, RS e o background genético
entre ambos (T7 - 75% GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9
- 25% GMH + 75% RS) esta demonstrada na figura 56. A isogénica
geneticamente modificada (GMH) e os tratamentos T7 (75% GMH +
25% RS) e T8 (50% GMH + 50% RS) agruparam-se em PCI1 negativo,
o oposto do que foi observado para a variedade crioula Rosado - Rajado
(RS) e o tratamento T9 (25% GMH + 75% RS) que localizaram-se em
PC1 positivo. Da variagdo total dos dados espectrais de DRIFTS, os
componentes principais 1 e 2 explicam 99,61% .
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Figura 56: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75%
RS).

Pela analise do dendograma da figura 57, e realizando um corte
entra as distadncias 0,20 e 0,25, os gen6tipos GMH e T7 s3o similares
entre si, distanciando dos genotipos RS, T8, T9 que isoladamente sdo
distintos.
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Figura 57: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de grdos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75%
RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,727.

Como pode ser observado na figura 58, a PCA dos gendtipos
GMHR, RS ¢ o background genético entre ambos (T11 - 75% GMHR +
25% RS; T12 - 50% GMHR + 50% RS; T13 - 25% GMHR + 75% RS)
obteve uma nitida separagdo entre os genotipos. A maioria da explicacdo
da variabilidade dos dados ¢ dada por PC1 (98,76%), e juntos, PC1 e
PC2, explicam 99,79% do total da varidncia dos dados espectrais de
DRIFTS. O hibrido isogénico geneticamente modificado (GMHR) e os
tratamentos T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50%
RS) e T13 (25% GMHR + 75% RS) agruparam-se em PCI negativo,
opostamente observado para a variedade crioula Rosado-Rajado (RS),
que se localiza PC1 positivo.
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Figura 58: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’l) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 +
NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e
T13 (25% GMHR + 75% RS).

Conforme dendograma da figura 59, a distribuicdo dos genétipos
GMHR, RS, T11, T12 e T13 ocorre em dois grupos. Um grupo, similar
entre si, formado pelos gendtipos GMHR, T11, T12 e T13, e outro,
formado unicamente pelo gendtipo RS.
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Figura 59: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TCI1507
+NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS)
e T13 (25% GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética =
0,985.

Igualmente ao ocorrido com a analise de proteinas em graos
inteiros, por meio das PCAs ndo foi possivel determinar as bandas
espectroscopicas que mais contribuiram para causarem as distingdes
entre 0s genotipos.

Poli(fendis) (2000-1700 e 700-500 ondas.cm™)

A figura 60 exibe a distribuigdo das variedades crioula (RS) e das
cultivares isogénicas (INGM, GMH e GMHR), segundo o calculo do
PC1 e PC2, a partir da faixa metabolica de poli(fendis). A variedade
crioula Rosado — Rajado (RS) e a hibrida geneticamente modificada —
evento TC1507 (GMH) localizaram-se em PC1 positivo, e as cultivares
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isogénicas ndo geneticamente modificada (INGM) e a geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603 (GMHR), em PC1 negativo. De
acordo com a PCA, a variabilidade dos dados ¢ explicada 70,74% por
PC1, e 28,15% por PC2, sendo 98,89% do total da variancia dos dados
espectrais de DRIFTS. Comparando a PCA dessa mesma faixa
metabolica - poli(fendis), porém de graos inteiros, pode-se observar que
os respectivos gendtipos distribuem semelhantemente ao longo do eixo
do PCI1.
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Figura 60: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica n3o  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603).

O dendograma dos gendtipos RS, INGM, GMH ¢ GMHR pode
ser visualizado na figura 61, que por meio do corte entre as distancias
0,64 ¢ 0,80, os genodtipos se mostram isoladamente distintos na faixa
metabolica de poli(fendis) de graos degerminados.
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Figura 61: Dendograma de agrupamento (distdncia euclidiana -
UPGMA) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 e 700-500
ondas.cm’) de amostras de farinha de grios degerminados de RS
(Rosado-Rajado), INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada),
GMH (Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR
(Geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603). Coeficiente de
correlagdo cofenética = 0,63.

Analisando os gendtipos INGM, RS e o background genético
entre ambos (T3 - 75% INGM + 25% RS; T4 - 50% INGM + 50% RS;
T5 - 25% INGM + 75% RS), o perfil poli(fenolico) de graos
degerminados pela PCA, apresenta-se conforme figura 62. A
variabilidade dos dados ¢ explicada na sua maioria por PC1 (94,48%),
sendo o PC2 (3,57%), e 98,05% o total da variancia dos dados espectrais
de DRIFTS. A variedade crioula Rosado Rajado (RS) e a cultivar
isogénica ndo geneticamente modificada (INGM) localizaram-se em
PC1 negativo, e os cruzamentos T3 (75% INGM + 25% RS), T4 (50%
INGM + 50% RS) e T5 (25% INGM + 75% RS), contrariamente, em
PC1 positivo.
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Figura 62: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de grdos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM +
25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e T5 (25% INGM + 75% RS).

A andlise de agrupamento para os genotipos RS, INGM, T3, T4 e
T5 permitiu um dendograma conforme o dendograma da figura 63. Ao
realizar um corte entre as distancias 0,8 ¢ 1,2, somente os genotipos T3
e TS se agrupam, e os demais sdo isoladamente distintos entre si.
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Figura 63: Dendograma de agrupamento (distdncia euclidiana -
UPGMA) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500
ondas.cm'l) de amostras de farinha de grios degerminados de RS
(Rosado-Rajado), INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3
(75% INGM + 25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e TS5 (25% INGM
+ 75% RS). Coeficiente de correlagao cofenética = 0,64.

De acordo com perfil metabolico de poli(fenois) de graos
degerminados dos gendtipos GMH, RS ¢ o background genético entre
ambos (T7 - 75% GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9 -
25% GMH + 75% RS) pode-se observar a PCA conforme figura 64. A
variabilidade dos dados ¢ explicada por PC1 (82,70%), ¢ por PC2
(15,83%), sendo 98,53% o total da varidncia dos dados espectrais de
DRIFTS. A variedade crioula Rosado - Rajado (RS), a GMH e o
gendtipo T7 (75% GMH + 25% RS) agruparam-se em PC1 positivo,
entretanto, os gendtipos T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH +
75% RS) em PC1 negativo.
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Figura 64: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de grdos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75%

RS).

Na figura 65 esta apresentado o dendograma dos genoétipos RS,
GMH, T7, T8 e T9, que com corte entre as distancias 0,6 ¢ 0,9 ha a
formacdo de quatro grupos. Um grupo similar entre si formado pelos
genotipos GMH e T7, e os outros trés, RS, T8 e T9 formando
isoladamente os outros grupos.
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Figura 65: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 e 700-500
ondas.cm’) de amostras de farinha de grios degerminados de RS
(Rosado-Rajado), GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento
TC1507), T7 (75% GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9
(25% GMH + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,9323.

Completando as PCAs de graos degerminados no perfil
metabolico de poli(fenois), os genotipos GMHR, RS e o background
genético entre ambos (T11 - 75% GMHR + 25% RS; T12 - 50% GMHR
+ 50% RS; T13 - 25% GMHR + 75% RS) foram analisados, ¢ a PCA
estd demonstrada na figura 66. H4 uma clara separagdo entre os
gendtipos, onde a cultivar isogénica geneticamente modificada (GMHR)
e os genotipos T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50%
RS) e T13 (25% GMHR + 75% RS) estdio em PCl negativo, e
isoladamente em PC1 positivo, estd localizado o genotipo RS (Rosado-
Rajado). A variabilidade dos dados ¢ dada por PC1 (61,69%) e PC2
(35,47%), sendo 97,16% o total da varidncia dos dados espectrais de
DRIFTS.
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Figura 66: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500 ondas.cm’)
de amostras de farinha de graos degerminados de RS (Rosado-Rajado),
GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 +
NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e
T13 (25% GMHR + 75% RS).

Por meio do dendograma ilustrado na figura 67, com corte entre
as distancias 0,4 e 0,6, os genotipos se distribuiram em quatro grupos.
Um grupo, mais similar, formado pelos gendtipos T11 e T12, e os outros
trés grupos, formados unicamente com um gendtipo, pelos gendtipos
GMHR, RS e T13.
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Figura 67: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (2000-1700 ¢ 700-500
ondas.cm'l) de amostras de farinha de grios degerminados de RS
(Rosado-Rajado), GMHR (Isogénica geneticamente modificada —
evento (TC1507 + NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50%
GMHR + 50% RS) e T13 (25% GMHR + 75% RS). Coeficiente de
correlagdo cofenética = 0,9224.

Em graos degerminados, ndo fica claro o efeito dos transgenes
pela analise das isogénicas e nem tdo pouco a interacdo deles com o
background genético do RS por meio descendentes, para nenhum grupo
funcional analisado. Os descendentes de RS com INGM apresentaram
um comportamento muito semelhante em termos de agrupamento aos
descendentes da combinagdo de GMHR com RS para proteinas. Isso
sugere que o agrupamento foi definido com base nos genes endogenos
do milho e ndo por influencia dos transgenes.

Do mesmo modo como ocorreu para a analise de poli(fendis) em
graos inteiros, através das PCAs ndo foi possivel determinar as bandas
espectroscopicas que mais contribuiram para causarem as separacdes
entre os genotipos.
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Analise de embrides

O perfil espectral das farinhas de embrides de milho por DRIFTS
esta apresentado na figura 68.

Reflectincia

Niun ero de ondas (em ™)

Legendss — Fado (R5)

Figura 68: Perfil espectral de infravermelho médio (DRIFTS, 3200-500
cm'l) de farinhas de embrides de milho de todos os gendtipos.

Perfil espectral (3200 - 500 ondas.cm™)

A partir do calculo dos componentes principais 1 (PC1) e 2
(PC2), conforme demonstrado na figura 69, a maioria da variabilidade
dos dados ¢ explicada por PC1 (68,28%), comparativamente ao PC2
(22,49%). Contudo, ambos expressaram 90,77% do total da varidncia
dos dados espectrais de DRIFTS para a analise do perfil espectral de
embrides, sendo que os genotipos ndo tiveram um nitido agrupamento
ao longo do PC1 e PC2.
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Figura 69: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3200-500 ondas.cm™) de amostras
de farinha de embrides de todos os genotipos. RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica ndo  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507), GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS), T5 (25% INGM + 75% RS), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS), T9 (25% GMH + 75%
RS), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13
(25% GMHR + 75% RS).

A andlise de agrupamento entre todos os gendtipos estd
demonstrada na figura 70. Com linha de corte entre as distancias 1,6 e
2,4, houve a formagdo de um grupo com os genotipos INGM (Isogénica
ndo geneticamente modificada), TS (25% INGM + 75% RS), T7 (75%
GMH + 25% RS) e T8 (50% GMH + 50% RS), um grupo com T3 (75%
INGM + 25% RS), T9 (25% GMH + 75% RS) e T11 (75% GMHR +
25% RS), e outro grupo com T4 (50% INGM + 50% RS) e T12 (50%
GMHR + 50% RS), sendo que os demais genétipos formaram grupos
independentes entre si.
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Figura 70: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3200-500 ondas.cm™) de
amostras de farinha de embrides de todos os genotipos. Coeficiente de
correlagdo cofenética = 0,82.

Similarmente como ocorreu nas andlises do perfil espectral
infravermelho para os grdos degerminados, nas analises de embrides
selecionaram-se os constituintes de maior representatividade presentes
no tecido, como os lipidios e proteinas. Conforme Watson (1987) apud
FAO (1992), quando analisamos embrides de milho, a constitui¢do
quimica, na sua grande maioria, sdo de lipidios (33,2%) e proteinas
(18,4%). De acordo Shukla & Cheryan (2001), no embrido, os trés
principais tipos de proteinas, classificadas com base em sua
solubilidade, sdo as albuminas, globulinas e glutelinas.

Lipidios (3000 - 2800 e 1750-1700 ondas. cm™)

A PCA do perfil metabdlico primario de lipidios possibilitou uma
separacdo entre as variedades crioula (RS) e as cultivares isogénicas
(INGM, GMH e GMHR), a partir do célculo do PC1 e PC2, conforme
figura 71. A variabilidade dos dados ¢ explicada 89,35% por PCl1, e
10,56% por PC2, sendo 99,91% o total da variancia dos dados espectrais
de DRIFTS. Os hibridos isogénicos ndo geneticamente modificada
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(INGM), geneticamente modificados evento TC1507 (GMH) e evento
TC1507 + NK603 (GMHR) agruparam-se em PC1 positivo,
contrariando o que foi observado para a variedade Rosado — Rajado
(RS), que localiza-se em PC1 negativo.

GMH

PC 2 (10,56%)

. 03
RS .
'GMHR

-0.6]

°*INGM

0.9

PC 1 (89,35%)

Figura 71: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm’
) de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) ¢ GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603).

Através do dendrograma da figura 72, e com corte entre as
distancias 0,4 e 0,5, os genotipos RS, INGM, GMH e¢ GMHR,
distribuiram-se em quatro grupos distintos, onde cada genotipo forma
um grupo isoladamente.
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Figura 72: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 ¢ 1750-1700
ondas.cm”) de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado),
INGM  (Isogénica ndo  geneticamente modificada), GMH
(Geneticamente modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente
modificada — evento TC1507 + NK603). Coeficiente de correlagdo
cofenética=0,7911.

O perfil metabolico de lipidios de embrides pela PCA dos
gendtipos INGM, RS e o background genético entre ambos (T3 - 75%
INGM + 25% RS; T4 - 50% INGM + 50% RS; T5 - 25% INGM + 75%
RS) pode ser visualizado na figura 73. A variabilidade dos dados ¢
explicada quase, que exclusivamente, por PC1 (99,03%), comparando
ao PC2 (0,75%), e os dois componentes juntos expressam 99,78% do
total da varidncia dos dados espectrais de DRIFTS. Deste modo, a
cultivar isogénica ndo geneticamente modificada (INGM) e os gendtipos
T3 (75% INGM + 25% RS) e T4 (50% INGM + 50% RS) localizam-se
em PCI1 positivo, e a variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e o
tratamento T5 (25% INGM + 75% RS) em PC1 negativo.
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Figura 73: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm”
) de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).

Por meio do dendograma dos gendtipos RS, INGM, T3, T4 e TS
(Figura 74), com corte entre as distancias 0,4 e 0,5, houve a formacao de
dois grupos. Um grupo similarmente formado por INGM e os
tratamentos T3, T4 e T5, e outro, isoladamente distinto, formando pelo
genoétipo RS.
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Figura 74: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 ¢ 1750-1700
ondas.cm") de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado),
INGM (Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM +
25% RS), T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).
Coeficiente de correlacdo cofenética = 0,9542.

Considerando os genotipos GMH, RS e o background genético
entre ambos (T7 - 75% GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9
- 25% GMH + 75% RS) a PCA possui a seguinte distribuicdo conforme
figura 75. A variedade crioula Rosado - Rajado (RS) e o tratamento T7
(75% GMH + 25% RS) agruparam-se em PC1 negativo, e a GMH e os
tratamentos T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS) em
PC1 positivo. Do total da variagdo dos dados espectrais de DRIFTS
(99,78%), o PC1 explicou (73,75%) e o PC2 (26,03%).
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Figura 75: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm’
) de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH
+25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).

Na figura 76, esta ilustrado o dendograma dos genoétipos RS,
GMH, T7, T8 e T9, que com corte entre as distancias 0,24 ¢ 0,32 os
respectivos gendtipos se dividiram em trés grupos. Um formado pelos
gendtipos RS e T7, outro pelos gendtipos T8 e T9, e um terceiro, isolado
e heterogéneo, formado por GMH.
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Figura 76: Dendograma de agrupamento (distdncia euclidiana -
UPGMA) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700
ondas.cm”) de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado),
GMH (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75%
GMH + 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75%
RS). Coeficiente de correlacdo cofenética = 0,80.

Finalizando as PCAs de embrides na faixa de lipidios t€ém-se os
genotipos GMHR, RS e o background genético entre ambos (T11 - 75%
GMHR + 25% RS; T12 - 50% GMHR + 50% RS; T13 - 25% GMHR +
75% RS), com a seguinte distribui¢do na figura 77. A cultivar isogénica
geneticamente modificada (GMHR) e os tratamentos T11 (75% GMHR
+ 25% RS) e T12 (50% GMHR + 50% RS) localizaram-se em PC1
positivo, e o genotipos RS (Rosado-Rajado) e T13 (25% GMHR + 75%
RS) em PC1 negativo. A maioria da variabilidade dos dados ¢ dada por
PC1 (99,35%), sendo 99,90% o total da varidncia dos dados espectrais
de DRIFTS.
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Figura 77: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 e 1750-1700 ondas.cm’
) de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS).

Com base na analise de dendograma da figura 78, e corte entre as
distancias 0,3 e 0,4, houve a formacgao de trés grupos. Um grupo, o mais
similar entre os membros, formado pelos gendtipos RS e T13, outro
pelos genétipos GMHR e TI12, e um terceiro grupo constituido
isoladamente por T11.
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Figura 78: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (3000-2800 ¢ 1750-1700
ondas.cm") de amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado),
GMHR (Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 +
NK603), T11 (75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e
T13 (25% GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética =
0,8613.

De acordo com as PCAs, na faixa de lipidios de embrides, do
mesmo modo que ocorreu para graos inteiros, as bandas
espectroscopicas que mais contribuiram para as distingdes dos genotipos
foram na faixa de 1750-1700 ondas.cm’.

Protefnas (1650 — 1400 ondas. cm™)

A PCA do perfil metabolico primario de proteinas para embrides
possibilitou uma nitida separacdo entre as variedades crioula (RS) e as
cultivares isogénicas entre si (INGM, GMH e GMHR), a partir do PC1 ¢
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PC2, conforme na figura 79. A variabilidade dos dados explicada por
PCI ¢ de 92,27%, e por PC2 ¢ de 3,50%, sendo que ambos juntos
expressam 95,77% do total da varidncia dos dados espectrais de
DRIFTS. A variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e a cultivar
geneticamente modificada — evento TC1507 (GMH) localizam-se em
PC1 negativo, e as cultivares isogénicas ndo geneticamente modificada
(INGM), e a geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603
(GMHR) agruparam-se em PC1 positivo.

PC2 (3,50%)

. °GMHR
RS 0.3

o
INGM
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Figura 79: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603).

Por meio da andlise de agrupamento entre os genétipos RS,
INGM, GMH e GMHR, e realizando corte na distancia de 0,9, houve a
formagdo de trés grupos como demonstrado no dendograma da figura
80. Um grupo, similar entre si, formado pelos gendtipos INGM e GMH,
e isoladamente, os genétipos GMHR e RS formando dois grupos
distintos.
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Figura 80: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligagdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), GMH (Geneticamente
modificada — evento TC1507) e GMHR (Geneticamente modificada —
evento TC1507 + NK603). Coeficiente de correlacdo cofenética =
0,7394.

A distribui¢do dos gendtipos INGM, RS e o background genético
entre ambos (T3 - 75% INGM + 25% RS; T4 - 50% INGM + 50% RS;
T5 - 25% INGM + 75% RS) através da PCA esta ilustrada na figura 81.
O PC1 e PC2 explicam 98,06% e 1,87% da variabilidade dos dados,
respectivamente, assim, 99,93% da variagdo total dos dados espectrais
de DRIFTS ¢ explicada por esses dois componentes principais. A
cultivar isogénica ndo geneticamente modificada (INGM) e os
tratamentos T3 (75% INGM + 25% RS) e T4 (50% INGM + 50% RS)
estio em PCI1 positivo, opostamente o que foi observado para a
variedade crioula Rosado — Rajado (RS) e o tratamento T5 (25% INGM
+ 75% RS) que estdo localizados em PC1 negativo.
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Figura 81: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e TS (25% INGM + 75% RS).

Analisando o dendograma da figura 82, com corte entre as
distancias 1,0 e 1,5, os gendtipos RS, INGM, T3, T4 e TS5 dividem-se
em dois grupos. Um grupo similarmente formado pelos genotipos
INGM, T3, T4 e TS, ¢ ha um grupo isolado formado unicamente pela
variedade crioula Rosado-Rajado (RS).
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Figura 82: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), INGM
(Isogénica ndo geneticamente modificada), T3 (75% INGM + 25% RS),
T4 (50% INGM + 50% RS) e T5 (25% INGM + 75% RS). Coeficiente
de correlacdo cofenética = 0,9482.

Fundamentada no perfil metabdlico de proteinas de embrides, a
PCA dos genétipos GMH, RS e o background genético entre ambos (T7
- 75% GMH + 25% RS; T8 - 50% GMH + 50% RS; T9 - 25% GMH +
75% RS) pode ser visualizada através da figura 83. A cultivar isogénica
geneticamente modificada (GMH) e os tratamentos T8 (50% GMH +
50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS) agruparam-se em PC1 positivo, e
opostamente, a variedade crioula Rosado - Rajado (RS) e o tratamento
T7 (75% GMH + 25% RS) em PCI1 negativo. Da variagdo total dos
dados espectrais de DRIFTS, os componentes principais 1 e 2 juntos
explicam 99,28% .
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Figura 83: Distribui¢do fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm'l) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH

+25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).

Pela analise do dendograma da figura 84, com linha de corte na
distancia de 0,4, todos os genotipos, RS, GMH, T7, T8 e T9, ndo sdo
similares entre si, formando isoladamente quatro grupos heterogéneos.
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Figura 84: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), GMH
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507), T7 (75% GMH
+ 25% RS), T8 (50% GMH + 50% RS) e T9 (25% GMH + 75% RS).
Coeficiente de correlacdo cofenética = 0,7708.

Concluindo as PCAs de embrides no perfil metabdlico de
proteinas, os genotipos GMHR, RS e o background genético entre
ambos (T11 - 75% GMHR + 25% RS; T12 - 50% GMHR + 50% RS;
T13 - 25% GMHR + 75% RS) possuem a seguinte distribui¢do de
acordo com a figura 85. A cultivar isogénica geneticamente modificada
(GMHR) e os tratamentos T11 (75% GMHR + 25% RS) e T12 (50%
GMHR + 50% RS) agruparam-se em PC1 positivo, inversamente
observado para a variedade crioula Rosado-Rajado (RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS) que localizaram-se em PC1 negativo. A explicagdo
da variabilidade dos dados ¢ dada por PC1 (97,55%) e por PC2 (2,34%),
sendo que juntos, explicam 99,89% do total da varidncia dos dados
espectrais de DRIFTS.
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Figura 85: Distribuigdo fatorial dos componentes principais (PC1 e PC2)
para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm’) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS).

Conforme dendograma da figura 86, e corte entre as distancias
0,6 ¢ 0,9, a distribui¢do dos gendtipos GMHR, RS, T11, T12 e T13
ocorre em quatro grupos. Um grupo formado pelos genodtipos RS e T13,
e os demais genétipos, GMHR, T11 e T12, formando trés grupos
isolados.
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Figura 86: Dendograma de agrupamento (distancia euclidiana - ligacdo
simples) para os dados espectrais de DRIFTS (1650-1400 ondas.cm™) de
amostras de farinha de embrides de RS (Rosado-Rajado), GMHR
(Isogénica geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603), T11
(75% GMHR + 25% RS), T12 (50% GMHR + 50% RS) e T13 (25%
GMHR + 75% RS). Coeficiente de correlagdo cofenética = 0,8324.

Nas PCAs na faixa de proteinas de embrides, igualmente como
ocorreu na analise de graos inteiros e degerminados, ndo foi possivel
determinar as bandas espectroscopicas que mais contribuiram para
causarem as tais separac¢des entre os genotipos, pois todos os niimeros
de ondas na faixa de proteinas (1650-1400 ondas.cm'l) influenciaram
igualmente para as distin¢des entre os genotipos.

Para embrides, o efeito dos transgenes pode ser notado a partir do
padrao de agrupamento dos hibridos isogénicos entre si para lipidios e
proteinas, bem como destes em relacdo ao RS. Note que RS difere de
todos os hibridos isogénicos; o isogénico INGM ¢é mais similar ao GMH
¢ ambos menos similares ao GMHR. Esse agrupamento e efeito foram
observados nos mesmos grupos funcionais de graos inteiros. Com
relagdo aos transgenes inseridos no background do crioulo, ndo foi
possivel constatar nenhum efeito comparando a analise de agrupamento
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entre os descendentes do cruzamento de RS com INGM, pois o padrio
de agrupamento foi parecido.

A analise de proteinas e lipidios em embrides foi satisfatoria para
detectar efeito de transgenes em hibridos isogénicos, mas ndo foi
apropriada para detectar o efeito do transgene em background crioulo.

No caso de embrides, o padrdo de agrupamento de descendentes
de INGM e GMH ¢ parecido. Por isso, usar GMH néo serviria para
acompanhar mudangas em grupos funcionais em variedades crioulas em
processo recorrente de contaminagdo por seu polen.

Analisando os coeficientes de correlagdo cofenética de todos os
dendogramas, conclui-se que a maioria apresenta valores maiores que
0,70. A avaliagdo de um método de agrupamento, nesse caso ligacdo
simples, ¢ realizada quando o dendograma fornece uma imagem menos
distorcida da realidade. Assim, é possivel avaliar o grau de deformagao
provocado pela construgdo do dendograma calculando-se o coeficiente
de correlagdo cofenética (VALENTIN, 2000). Portanto, o menor grau de
distor¢do sera refletido pelo maior coeficiente cofenético, possuindo
assim, a capacidade de evidenciar melhor a estrutura dos dados e a
existéncia de grupos.

Os métodos de agrupamento utilizados foram ligagdo simples e
UPGMA. No método de ligacdo simples (vizinho mais proximo) os
clusters sdo unidos com base na menor distincia entre os dois grupos, e
nas médias aritméticas ndo ponderadas (UPGMA) os clusters sdo unidos
com base na distancia média entre todos os membros nos dois grupos
(HAMMER et al., 2001b).

Considerando as PCAs e os dendogramas para os dados
espectrais de DRIFTS na faixa de carboidratos (1200-800 ondas.cm-!)
de farinhas de grdos inteiros e degerminados, a variedade crioula
Rosado-Rajado (RS) e as cultivares isogé€nicas ndo geneticamente
modificada (INGM), geneticamente modificada — evento TC1507
(GMH) e geneticamente modificada — evento TC1507 + NK603
(GMHR), distribuiram-se e agruparam-se semelhantemente. Deste
modo, analisando tanto farinhas de gréos inteiros ou degerminados na
faixa de carboidratos, as variedades INGM e¢ GMHR sdo similares ¢
proximas, e a variedade GMH consecutivamente de maneira isolada e
dissimilar a estas, e similar a RS na analise de gréos inteiros.

No entanto, quando analisamos as PCAs ¢ os dendogramas na
faixa de carboidratos entre graos inteiros e degerminados envolvendo os
genitores RS, INGM, GMH, GMHR e os backgrounds genéticos
desenvolvidos entre eles (T3, T4, TS, T7, T8, T9, T11, T12 e T13)
observa-se que ndo hé relacdo entre distdncia com o grau de fluxo
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génico que pela analise de graos degerminados. No entanto, na analise
de grdos inteiros, somente ha relacdo de distdncia com o grau de fluxo
génico entre os gendtipos RS, GMHR, T11, T12 e T13, ou seja, ¢ a
partir dos genotipos que t€ém no minimo 50% do genoma de GMHR
(T12), que estes se assemelham ao genitor GMHR, e com 25% do
genoma de GMHR (T13) este se agrupa com RS pela andlise de
carboidratos.

Analisando as PCAs e dendogramas para os dados espectrais de
DRIFTS na faixa de proteinas (1650-1400 ondas.cm-') entre farinhas de
graos inteiros, degerminados e embrides, os gendtipos RS, INGM, GMH
¢ GMHR distribuiram-se e agruparam-se de maneira diferente para cada
tecido vegetal dos graos. Na andlise de graos inteiros a similaridade esta
nos genodtipos RS e GMH, e entre INGM ¢ GMHR. Em grios
degerminados os genotipos INGM, GMH e GMHR se assemelham,
onde somente o gendtipo RS foi dissimilar a estes. Todavia, analisando
os embrides, somente sdo similares os genotipos INGM e GMH, pois,
GMHR e RS sdo isoladamente distintos.

Quando consideramos as PCAs e dendogramas na faixa proteinas
de graos inteiros, degerminados e embrides que envolvem os genitores
RS, INGM, GMH, GMHR e os backgrounds genéticos gerados entre
eles, observa-se que ha diferenga para cada tecido vegetal dos graos. Na
analise de grios inteiros INGM, RS e os seus backgrounds genéticos sdo
distintos; GMH e RS se assemelham. Entretanto, os seus backgrounds
sdo diferentes; em GMHR, RS e seus backgrounds ha relagdo de
distancia com o grau de fluxo génico, havendo a mesma relacdo da
analise de carboidratos. Em grios degerminados ha similaridade entre
INGM e os backgrounds, onde estes se diferenciam de RS; GMH e 75%
do genoma de GMH (T7) s@o os Unicos similares, sendo os demais
distintos; e GMHR e seus backgrounds se assemelham, diferenciando-os
de RS. Na analise de embrides INGM e os backgrounds sdo similares,
distinguindo-se de RS; entre GMH, RS e os seus backgrounds ndo ha
similaridade; ¢ RS e 75% do genoma de RS (T13) s@o similares,
diferenciando de GMHR ¢ os demais backgrounds que sdo isoladamente
distintos.

Comparando e analisando as PCAs e dendogramas para os dados
espectrais de DRIFTS, na faixa de lipidios (3000-2800 e¢ 1750-1700
ondas.cm-') entre farinhas de grios inteiros e embrides dos gendtipos
RS, INGM, GMH e GMHR, estes também se distribuiram e agruparam-
se de maneira diferente para cada tecido vegetal dos graos. Na andlise de
graos inteiros INGM e GMHR séo similares, e GMH e RS sdo isolados
e diferentes dos demais e entre si. No entanto, na analise de embrides
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ndo ha similaridade entre os tratamentos, e o agrupamento destes segue
a mesmo comportamento observado para proteinas em embrides. Assim,
para detectar efeito dos transgenes, tanto lipidios como proteinas em
embrides poderiam ser pesquisados, pois ambos separam 0s genotipos
RS dos hibridos isogénicos e dentro destes tltimos.

As PCAs e dendogramas na faixa de lipidios de farinhas de graos
inteiros e embrides dos genitores RS, INGM, GMH, GMHR e os
backgrounds genéticos desenvolvidos entre eles, mostram a seguinte
distribuicdo e agrupamento: em grios inteiros entre RS e 75% do
genoma de RS (T5) ha similaridade, sendo os demais gendtipos
distintos; GMH, 75% e 25% do genoma de GMH, T7 e T9,
respectivamente, sdo os Unicos gendtipos similares; em GMHR, RS e
seus backgrounds ha novamente a relagdo de distdncia com o grau de
fluxo génico, sendo a mesma relagdo da analise de carboidratos e
proteinas anteriormente citadas. Na analise de embrides, INGM e os
backgrounds assemelham-se, somente se diferenciando de RS; entre
GMH, RS e os seus backgrounds ndo ha similaridade; ha similaridade
entre os pares GMHR e 50% do genoma de GMHR (T12), e RS e 75%
do genoma de RS (T13), estando o 75% do genoma de GMHR (T11)
isolado e distinto.

Analisando as PCAs e dendogramas para os dados espectrais de
DRIFTS na faixa de poli(fenéis) (2000-1700 e 700-500 ondas.cm-') de
farinhas de grdos inteiros e degerminados para os genotipos RS, INGM,
GMH e GMHR, estes se distribuem e agrupam-se de maneira
semelhante e ndo existindo similaridade entre os gendtipos em ambos
tecidos vegetais dos graos.

Venneria et al. (2008) analisando extratos de acidos graxos e
poli(fenois) totais em cultivares GMs (evento MON&10), comparado
com sua isogénica ndo GM, ndo encontraram diferencas significativas.

Todavia, quando analisamos as PCAs e dendogramas na faixa de
poli(fenois) que envolvem os genitores RS, INGM, GMH, GMHR e os
backgrounds genéticos desenvolvidos entre eles, observa-se que ndo ha
relacdo entre distancia com o grau de fluxo génico pela analise de graos
inteiros. Porém, em grios degerminados os genotipos agrupam-se e
distribuem-se da seguinte maneira: INGM, RS e os seus backgrounds
isolados e distintos entre si; GMH e 75% do genoma de GMH (T7) os
unicos similares, sendo os demais genotipos isolados; e 75% e 50% do
genoma de GMHR, T11 e T12, respectivamente, havendo similaridade,
e os demais gendtipos isolados e distintos.

ApoOs essas relagdes entre os genitores, seus backgrounds
genéticos em diferentes andlises do tecido vegetal dos grdos, pontos
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importantes devem ser explorados. Inicialmente, na analise de graos
inteiros, entre as cultivares geneticamente modificadas GMH e GMHR
estas ndo sdo similares em nenhuma das faixas espectrais de DRIFTS
analisadas (carboidratos, proteinas, lipidios e poli(fendis)). Somado a
isso, analisando grdos inteiros e degerminados na faixa de poli(fendis),
as cultivares geneticamente modificadas GMH e GMHR sdo distintas
entre si € ndao se assemelham com a INGM. Entretanto, essa
conformagdo também ocorre quando embrides sdo analisados na faixa
de lipidios. Somente ha similaridade entre as isogénicas analisando a
faixa de proteinas em graos degerminados. Ressalta-se que as Unicas
diferengas entre a isogénica ndo geneticamente modificada (INGM) e as
geneticamente modificadas (GMH e GMHR) sdo a existéncia dos genes
CrylF e Pat, em GMH, e a presen¢a dos genes CrylF, Pat e cp4 epsps
em GMHR.

Deste modo, a ndo similaridade das faixas espectrais de DRIFTS
para carboidratos, proteinas, lipidios e poli(fendis) de grdos inteiros,
entre GMH e GMHR, pode ser atribuida a presenga ou auséncia do gene
cp4 epsps, e entre, INGM, GMH e GMHR na faixa de poli(fendis) de
gros inteiros e degerminados, a presenga ou auséncia dos genes CrylF,
Pat e cp4 epsps.

Considerando os genitores RS, INGM, GMH, GMHR e os
backgrounds genéticos desenvolvidos entre eles, questdes relevantes
devem ser mencionadas. Analisando carboidratos e proteinas de graos
inteiros de GMHR, RS e seus backgrounds, ressalta-se a relagdo de
distancia através da andlise de agrupamento, com o grau de fluxo
génico. Assim, os genotipos que t€ém no minimo 50% do genoma de
GMHR (T12) se assemelham ao genitor GMHR, e com 25% do genoma
de GMHR (T13) este se agrupa com RS. Considerando somente esses
grupos das  proteinas e  carboidratos o  conjunto  de
INGM/RS/descendentes ¢ GMHR/RS/descendentes diferem entre si
quanto ao agrupamento. Assim, nesses dois grupos funcionais, os
agrupamentos diferenciados sugerem que se trata do efeito dos
transgenes e ndo das combinagdes entre genes de milho derivados de
diferentes genitores. Nos lipidios, para grdos inteiros, os conjuntos
INGM/RS/descendentes e GMHR/RS/descendentes tiveram
agrupamentos parecidos. Isso sugere que o efeito deveu-se as
combinagdes de genes de milho vindos de ambos os parentais ¢ ndo
devido ao efeito dos transgenes.

Os gendtipos INGM, RS e os backgrounds sao distintos na faixa
de proteinas e poli(fendis) em grios inteiros e degerminados,
respectivamente. Em grdos degerminados e embrides para proteinas e
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lipidios, respectivamente, INGM e os backgrounds sao similares,
diferenciando somente de RS, e em grdos inteiros para lipidios RS e
75% de RS s@o similares, sendo os demais genotipos distintos. Para
proteinas e poli(fenois) em graos degerminados GMH e 75% do genoma
de GMH sao similares e os outros gendtipos distintos. Para lipidios em
embrides GMH, RS e os backgrounds genéticos sdo diferentes. Em
graos degerminados, RS e 75% de RS sd@o similares e os demais
gendtipos distintos na faixa de proteinas. Porém, em poli(fendis)
somente ha similaridade entre 75% e 50% do genoma de GMHR, sendo
os demais genotipos distintos.

Deste modo, por meio da analise de agrupamento dos dados
espectrais de DRIFTS de grios inteiros, degerminados e embrides,
ocorrendo similaridades e dissimilaridades entre os diferentes graus de
fluxo génico, seja transgene ou ndo transgene, parece que um maior
efeito da presenga dos transgenes ocorre quando ha o envolvimento do
hibrido GMHR. Esse destaque da cultivar GMHR pode ser atribuido a
presenga de um maior nimero de transgenes (CrylF, Pat e cp4 epsps),
comparado a GMH (CrylF e Pat), refletindo assim, nos backgrounds
respectivos. Assim sendo, em muitas das analises, um tratamento com
25% do genoma de uma cultivar GMHR, contra, 75% do genoma de RS,
j4 € capaz de distinguir-se da variedade crioula RS integra.

Com relagdo a variedade RS ter se isolado e distinguido dos
demais genotipos nas analises multivariadas (PCAs e dendogramas),
através dos dados espectrais de DRIFTS, pode ser devido a intrinseca
composi¢cdo quimica dos tecidos vegetais da variedade crioula, e ao
proprio componente ambiental atuando. Enfatiza-se que devido a
problemas de germinagdo, atrasou-se a colheita da variedade RS, e que,
todavia, esse atraso resultou no mesmo numero de dias a campo,
comparado aos outros genotipos antecipadamente colhidos. Deste modo,
analisando os dados climaticos nesse periodo a mais que a variedade RS
permaneceu no campo, ndo houve a ocorréncia dos eventos de
temperatura e pluviosidade anormais, e que se tratando de variedade
crioula, comparados as variedades hibridas, esta tende a ter ciclo mais
longo para o completo desenvolvimento dos grdos, o que estaria
normalmente ocorrendo em campos naturais cultivados com milho
crioulo.

A razdo de ndo ter sido utilizado herbicida no experimento,
refere-se a uma situagdo real encontrada nas propriedades dos
agricultores do oeste de SC que desconhecem estar usando sementes
milho GM vindas do programa troca-troca do governo federal (SILVA,
no prelo).
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Vale lembrar que mesmo o mecanismo de recombinagéo
possibilitando o desenvolvimento de variabilidade genética em plantas,
tais modificacdes sdo fontes de efeitos inesperados, tanto em
melhoramento classico, como em biotecnologias modernas. Portanto, os
genes sdo considerados hotspots para a recombinagdo, e que as
incorporacdes e/ou dele¢cdes no DNA pode resultar em alteracdes nos
genes, e consequentemente, a producdo de novas proteinas em plantas
(CELLINI et al., 2004). No entanto, espera-se que manipulagdes in vitro
de DNA, como realizadas em OGMs, possam induzir efeitos
estatisticamente mais inesperados do que a recombinacdo natural
(ZOLLA et al., 2008).

A liberagdo e comercializagdo de OGMs com eventos
combinados/piramidados ¢ um fato, e contrariando erroneamente essa
possivel recombinagdo dos genes, a critério da Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBio) sob consulta, poderdo ser
dispensadas a analise e a emiss@o de novo parecer técnico sobre OGMs
que contenham mais de um evento, combinados através de
melhoramento genético cldssico e que ja tenham sido previamente
aprovados (individualmente) para liberacdo comercial pela CTNBio,
como ¢ o caso do evento piramidado em estudo TC1507 + NK603
(BRASIL, 2008).

Além da presenga ou auséncia de transgenes, quando analisamos
os eventos piramidados devemos considerar também a existéncia de
possiveis efeitos sinérgicos, como demonstrado por De La Garza et al.
(2007). Os autores alteraram geneticamente plantas de tomate em dois
ramos da rota metabdlica de producdo de acido félico, gerando
linhagens expressando o gene aminodeoxychorismate synthase
(AtADCS) e linhagens expressando o gene GTP cyclohydrolasel
(GCHI). Individualmente as linhagens aumentaram a produ¢do dos
precursores do acido folico (pteridine, p-aminobenzoate (PABA), e
glutamato), mas quando foram cruzadas entre sim os niveis foram bem
superiores que nas linhagens individualmente. Portanto, ha de
considerar estes possiveis efeitos sinérgicos, com avaliagcdes caso-a-caso
na analise de risco de plantas GMs.

Segundo Guerra & Nodari (2001), ¢ exatamente o escasso
conhecimento sobre o controle destes genes apos a sua inser¢ao no
genoma da célula hospedeira, que torna imprevisivel a tecnologia do
DNA recombinante. Assim, a aplicagdo destas biotecnologias na
agricultura é incerta, pois a tecnologia ainda ndo permite o controle
sobre o sitio de inser¢do do transgene, a expressdo génica, o destino do
transgene e os efeitos de sua disseminagdo no meio ambiente.
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Analisando e comparando variedades de milho geneticamente
modificadas com suas versoes isogénicas ndo GM, em locais e anos
diferentes, atribuem-se as alteracdes existentes em proteinas e
metabolitos devido a maior parte aos componentes ambientais,
comparado as modificagdes genéticas (ROHLIG et al., 2009; ASIAGO et
al., 2012; FRANK et al., 2012; AGAPITO-TENFEN et al., 2013). Portanto, a
existéncia dessas variacdes, muitas vezes de planta-a-planta (BATISTA
& OLIVEIRA, 2010) deve ser considerada na analise de risco de OGMs,
sendo minimizadas com a utilizacdo de ferramentas metodologicas
adequadas. No entanto, varias analises entre cultivares de milho GM e
suas isogénicas ndo GM asseguram a existéncia de equivaléncia
substancial entre os materiais (SIDHU et al., 2000; RIDLEY et al., 2002;
VENNERIA et al., 2008; BALSAMO et al., 2011).

Em contrapartida, parece haver influéncia a utilizacdo da
modificagdo genética em plantas. Utilizando andlises de transcriptoma,
proteoma e metaboloma entre duas variedades de milho GM (Bt e RR),
com suas respectivas isogénicas ndo GM, em trés locais diferentes e trés
anos consecutivos de plantio, constatou-se duas proteinas
diferencialmente expressas na variedade de milho GM RR, em
comparacdo com a variedade ndo GM; ocorrendo também para duas
proteinas na comparacao do milho Bt com o milho ndo GM. Este estudo
concluiu que existem diferencas entre as cultivares GMs e suas
isogénicas ndo GMs, mas comparando com a variagdo genética
existente, a variacdo ambiental exerce uma maior influéncia sobre as
variacOes das analises utilizadas (BARROS et al., 2010).

Zolla et al. (2008), comparando o proteoma de grdos de milho
GM com suas versdes isogénicas ndo GM, concluiram que a varia¢des
ambientais tém mais influéncia nas alteragdes existentes no proteoma do
que a modificagdo genética. Todavia, 43 proteinas foram
significativamente diferentes em grdos GM, em relagdo as versdes nao
GMs, devido a insercdo de um uUnico gene no genoma do milho pelo
método de bombardeamento de particulas.

Levandi et al. (2008), utilizando capillary electrophoresis time-
of-flight mass spectrometry, com o objetivo de comparar os metabolitos
de graos de milho de variedades GM e suas isogé€nicas ndo GM,
pressupdem os metabodlitos L-carnitina e L-prolina-betaina como
biomarcadores para detecgdo de amostras transgénicas, sendo estes
superexpressos em amostras GMs.

Os resultados obtidos em Manetti et al. (2006), com a tecnologia
de ressonancia magnética nuclear em grdos de milho, mostram que a



170

modificagdo genética introduzindo o gene CrylAb, induz variagdes
metabolicas envolvendo a via principal de nitrogénio.

Piccioni et al. (2009), utilizando-se também de ressonincia
magnética nuclear, observaram em extratos de grdos GMs maiores
concentracdes de etanol, acido citrico, glicina-betaina, trealose, € outro
composto nao identificado, comparado aos seus grdos da versdo
isogénica ndo GM.

Ampliando as abordagens transgénicas, cotilédones de Vicia
narbonensis expressando um derivado de levedura da invertase
diminuiram significativamente os niveis de sacarose, amido e proteinas
de armazenamento. Em contrapartida, contém grandes quantidades de
hexoses, e que dependendo do nivel de expressdo do transgene a
sacarose € reduzida em niveis diferentes (WEBER et al.,1998).

No trabalho de Ren et al. (2009), comparando Arabidopsis GM e
ndo GM, atribuiram as modifica¢des existente nos aminoacidos treonina
e alanina, devido a inser¢ao do transgene Bar.

Segundo Caires et al. (2008), utilizando FTIR/PAS (Fourier
Transform Infrared Photoacoustic Spectroscopy) e analise de
discriminag@o candnica, foram os lipidios neutros e insaturados, as
proteinas e hidratos de carbono os grupos funcionais mais importantes
na discriminagdo entre as variedades convencionais e transgénicas de
grios de soja.

Deste modo, visto que as analises dos estudos cientificos
produzem resultados diferentes devido ao uso de distintas origens
genéticas, condigdes de crescimento, tecidos vegetais, comparadores e
metodologias, portanto, s3o consideradas como analises exploratdrias na
avaliagdo de plantas GMs (RICROCH et al., 2011).

Essas dissimilaridades entre os tratamentos, com base nas
diferentes faixas espectrais de DRIFTS para grios inteiros,
degerminados e embrides, reveladas no presente estudo, podem ter sido
originadas devido a varios fatores. Entre esses fatores, as mutacdes
genéticas aleatorias como consequéncia da técnica de bombardeamento
de particulas. Trata-se de um processo de modificagdo genética que
pode levar a ruptura fisica do genoma, alterando a regulacdo dos genes,
com um potencial de inativagdo de genes endogenos (SOMERS &
MAKAREVITCH, 2004). Outro fato ¢ que, apds a transformagdo
genética, mutagdes somaclonais poderiam existir, havendo, portanto,
mudangas genéticas espontdneas e hereditarias em culturas in
Vvitro (LARKIN & SCOWCROFT, 1981). Consequentemente, se uma ou
mais mutacdes hereditarias estdo intimamente relacionadas com a
inser¢do de transgenes, ou outros genes que controlam caracteristicas
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importantes, isso iria prejudicar o uso da engenharia genética atual
(PICCIONI et al., 2009). Um ultimo fator, ndo menos importante, sao os
possiveis efeitos pleiotropicos agindo na rede metabodlica pela insergéo
dos transgenes CrylF, Pat e cp4 epsps. Entretanto, ndo s6 a regido
proximal da insercdo, onde as modificacdes sdo devidas a uma
reordenacdo das sequéncias genéticas para incluir o novo fragmento
genético, mas também as regides distais do genoma, que afetam todo o
equilibrio das vias metaboélicas, estariam atuando para o surgimento
desses efeitos indesejaveis em OGMs (SOMERS & MAKAREVITCH,
2004).

Uma questdo relevante dos riscos de OGMs ¢ que analises caso-
a-caso devem ser realizadas, e que os transgenes que tém sido
considerados seguros quando sdo analisados com um fundo genético,
ndo podem ser considerados seguros quando sdo cruzados
acidentalmente ou por casualidade com outros fundos genéticos da
mesma espécie ou entre espécies (HEINEMANN, 2009).

Resultados de um estudo de sequenciamento de embrides (20
DAP) de cultivares GMs (MONS810), e suas contrapartes, isogénicas ndo
GMs, revelaram que 140 genes eram diferencialmente expressos,
estando envolvidos principalmente no metabolismo de carboidratos e
proteinas, e na organizagdo da cromatina. O estudo justifica que as
cultivares GMs (MONS810) parecem possuir processos de maturagdes
ligeiramente atrasados em comparacdo com que as cultivares ndo GMs,
o que inclui o desenvolvimento do embrido. Eles também descobriram
que pequenas diferengas sdo essencialmente atribuidas background
genético varietal, e provavelmente, ndo diretamente relacionadas a
modificagdo genética (LA PAZ et al., 2014).

O cultivo de milho GMs traz consigo danos secundarios
importantes. Como ¢ o caso da produgdo de milho crioulo no sistema
organico, uma realidade brasileira, onde o fluxo de transgenes a cultivos
nao GM pode comprometer ou impedir a certificagdo organica, e dessa
maneira reduzir significativamente seus ingressos, havendo, assim, uma
supervalorizagdo paga pelos produtos organicos (HEINEMANN, 2009).

O milho ¢ base da alimentacdo humana, sendo utilizado e
explorado por muitas associacdes e cooperativas catarinenses (por
exemplo: ASSO e ASCOOPER) nas cadeias produtivas de milho-grao,
farinha e leite orgénicos, ¢ as muitas variedades de milho crioulo com
suas composi¢des proprias. Assim, os cultivos GMs poderiam
influenciar negativamente esse nicho de mercado, contaminando e
modificando a composi¢do quimica intrinseca de muitas variedades
crioulas de milho do oeste de SC, que pela legislacdo brasileira isto fere
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o direito dos agricultores de optarem pela agricultura orgénica e
convencional e também fere o direito dos consumidores de escolherem

alimentos livres de GMs.
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CONCLUSOES

i. Nao houve agrupamento para os perfis espectrais de graos
inteiros, degerminados e embrides de todos os gendtipos em conjunto;

ii. Para grios inteiros, os grupos funcionais constituidos pelas
proteinas, carboidratos, lipidios e (poli)fendis ndo foram bons
indicadores para detectar o efeito da presenga dos transgenes, a partir da
analise de hibridos isogénicos com e sem o0s eventos;

iii. Para grdos inteiros, os grupos funcionais constituidos pelas
proteinas e pelos carboidratos foram bons indicadores para acompanhar
as mudangas decorrentes das contaminagdes recorrentes em variedade
crioula por pélen de milho GM portador dos eventos TC1507 e NK603
combinados, diferenciando gradativamente os diferentes backgrounds
genéticos, segundo a propor¢do de eventos (TC1507 + NK603) na
populagdo;

iv. Em graos degerminados, os grupos funcionais constituidos
pelos carboidratos, proteinas e lipidios ndo foram bons indicadores para
detectar efeito da presenga de transgenes (TC1507 isolado e combinado
a NK603), a partir da analise em hibridos isogénicos, nem tdo pouco
para acompanhar as mudangas decorrentes das contaminagdes
recorrentes de variedades crioulas por pélen de milho GM portador dos
eventos TC1507 e NK603 combinados;

v. Para embrides, os grupos funcionais constituidos pelas proteinas
e lipidios foram satisfatdrios para detectar o efeito da presenca de
transgenes, diferenciando hibridos isogénicos entre si pela auséncia e
presenga de eventos (TC1507 isolado e TC1507 + NK603 combinados)
e pela quantidade de eventos inseridos, assim como estes, em relacao a
populag@o de milho crioulo ndo contaminado por milhos GMs.

vi. Para embrides, os grupos funcionais constituidos pelas proteinas
e lipidios ndo foram bons indicadores para detectar mudangas
decorrentes da presenca de transgenes combinado ao background
crioulo, em simula¢des de contaminagdes recorrentes de variedade
crioula por poélen de milho transgénico, portador do evento TC1507
isolado e combinado a NK603;

vii. O agrupamento das populagdes derivadas de RS ¢ GMH ndo
produziu um padrao satisfatorio para identificar os efeitos gradativos das
contaminagdes recorrentes na variedade crioula por polen de hibrido
portador do evento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados espectrais de DRIFTS, na faixa de
carboidratos, proteinas, lipidios e poli(fendis) de grdos inteiros,
degerminados e embrides, sob essas condi¢des edafoclimaticas
especificas de Floriandpolis/SC, e utilizando-se de andlises estatisticas
multivariadas (PCAs e dendogramas), nossos resultados revelam que a
auséncia ou presenca de transgenes (CrylF, Pat e cp4 epsps), seja nas
analises entre as variedades isogénicas, ou nos respectivos backgrounds
com a variedade crioula Rosado-Rajado, influenciaram na
dissimilaridade entre genotipos, com destaque para GMHR (evento
piramidado com a presenca dos trés transgenes).

Os procedimentos metaboldmicos baseados em DRIFTS,
combinado com analise multivariada, possam abrir novas perspectivas
no estudo de organismos geneticamente modificados, a fim de colaborar
como Screening inicial na analise de equivaléncia substancial com suas
contrapartes convencionais, incluindo materiais crioulos. A partir dessa
abordagem inicial, métodos mais especificos devem ser usados para
validar e conhecer a origem das dissimilaridades encontradas no
presente estudo, qualificando e quantificando os componentes quimicos
do grdo e de suas partes que efetivamente estdo envolvidos na definicao
dos agrupamentos. No entanto, para uma avaliagdo de segurancga
abrangente, devem ser realizados mais estudos como este em diferentes
locais e anos, envolvendo outras cultivares hibridas GMs e variedades
crioulas, acompanhadas de testes toxicologicos, biologicos e
imunologicos.

Por fim, essas abordagens de equivaléncia substancial
envolvendo milho GM, com possivel existéncia de efeitos pleiotropicos,
sdo de fundamental importancia na biosseguranca de OGMs, e que com
base nesse estudo, se abra um viés para que sejam incorporadas
metodologias eficientes nas andlises de risco dos possiveis efeitos do
fluxo de transgenes em variedades crioulas, sendo este, um recurso
genético de base alimentar de muitas familias agricolas de SC.

Como encaminhamentos e perspectivas futuras, recomenda-se
realizar comparativos utilizando-se da aplicagdo de herbicidas; adubacao
organica; separacdo pela coloracdo dos grdos da variedade Rosado-
Rajado e avaliacdo da camada de aleurona; realizacdo do perfil de
aminoacidos; e flavonoides no gérmen.
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ANEXOS

Anexo |: Croqui do experimento (safra 2012/2013) na Fazenda
Ressacada/UFSC — Florian6polis/SC. Fonte: Kelly Justin da Silva.

N Bloco I

Bloco Il
1 rol | | (v4 | [ [77{ || frsl | | T8 \
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Tratamentos

T1 RS

T2 INGM

T3 75% INGM + 25% RS

T4 50% INGM + 50% RS

T5 75% RS + 25% INGM

T6 GMH

T7 75% GMH + 25% RS

T8 50% GMH + 50% RS

T9 75% RS + 25% GMH

T10 GMHR

TI11 75% GMHR + 25% RS

T12 50% GMHR + 50% RS

T13 75% RS + 25% GMHR
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Anexo Il: Analise de solo do experimento (safra 2012/2013) na
Fazenda Ressacada/UFSC — Florianopolis/SC.
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Anexo Ill: Figuras da implantagdo da area experimental (safra
2012/2013) na Fazenda Ressacada/UFSC — Florianopolis/SC. Fonte:
Kelly Justin da Silva.
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Anexo 1V: Figuras experimento (safra 2012/2013) na Fazenda
Ressacada/UFSC — Florian6polis/SC. Fonte: André Felipe Lohn.
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Anexo V: Figuras experimento (safra 2012/2013) na Fazenda
Ressacada/UFSC — Florian6polis/SC na fase de poliniza¢do. Fonte:

André Felipe Lohn.
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Anexo VI: Figuras experimento (safra 2012/2013) na Fazenda
Ressacada/UFSC — Florianopolis/SC na fase de colheita. Fonte: André
Felipe Lohn.
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Anexo VII: Figuras dos grdos. (1: Rosado-Rajado; 2: Isogénica néo
geneticamente modificada; 3: Isogénica geneticamente modificada —
evento TC1507; 4: Isogénica geneticamente modificada — evento
TC1507 + NK603). Fonte: André Felipe Lohn. Microscépio
estereoscopico (Olympus SZH-ILLB), equipado com cadmara clara
Olympus DP71).
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Anexo VIII: Figuras dos graos com detalhes do endosperma e embrido.
Fonte: André Felipe Lohn. Microscopio estereoscopico (Olympus SZH-
ILLB), equipado com camara clara Olympus DP71).
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Anexo IX: Figuras da fase de preparagdo das amostras. Detalhes dos
graos degerminados ¢ embrides. Fonte: André Felipe Lohn.
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Anexo X: Figuras da fase de preparagdo das farinhas. Fonte: André
Felipe Lohn.




