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RESUMO

A regiao do Extremo Oeste de Santa Catarina — EOSC apresenta grande diversidade
de variedades crioulas de milho, evoluindo na presencga do seu parente silvestre, em
processo de domesticagao. Indicada como um microcentro de diversidade do género
Zea, a regiao de estudo contempla um sistema bimodal de produg¢ao de milho, ou seja,
variedades crioulas e hibridos transgénicos e n&o transgénicos cultivados na mesma
propriedade. Diante do potencial de cruzamento das variedades crioulas por fluxo
génico, mediado por pélen de milho hibrido convencional e transgénico, € premente a
necessidade de avaliar os impactos bioldgicos e agronémicos da transgenia sobre a
agrobiodiversidade. Diante do exposto, esse trabalho teve o objetivo de avaliar os
impactos da transgenia, promovida pela inser¢ao dos transgenes cry1F (resisténcia a
Lepdopteros), pat (tolerancia ao herbicida a base de glufosinato de aménio - HBGA)
e cp4epsps (tolerancia ao herbicida a base de glifosato - HBG), em hibridos isogénicos
de milho, sob a reagao de resisténcia a helmintosporiose, performance agronémica e
fenologia de cultivares hibridas e variedade crioula, sob diferentes propor¢des de fluxo
génico. Para este estudo, trés hibridos isogénicos da série Biogene BG7060®,
desenvolvidos pela Dupont do Brasil S.A/Pioneer — NGM ndo geneticamente
modificado, hibrido Hx portador dos transgenes cry1F e pat (evento TC1507) e o
hibrido Hxrr, portador do transgene cp4 epsps (evento NK603) combinado com o
evento TC1507 — e a variedade crioula Rosado oriunda de Anchieta no EOSC. Por
meio de polinizagcdes manuais, foram desenvolvidas populacbes de milho crioulo
contendo 25, 50 e 75% da composig¢do genética de cada hibrido, separadamente, a
fim de simular a ocorréncia acidental de fluxo génico reincidente. Como resultados,
foram observados menores periodos de incubacéo e laténcia e maior incidéncia da
helmintosporiose no hibrido Hxrr portador dos eventos TC1507 combinado com
NK603, em relagdo ao hibrido isogénico NGM, sobretudo, sob aplicagcédo de HBGA
para o controle de plantas invasoras. Os hibridos isogénicos NGM, Hx e Hxrr foram
afetados diferentemente quanto a resisténcia a helmintosporiose, fenologia,
rendimento de graos e seus componentes, em funcédo da presencga e quantidade de
eventos em seu genoma. A resisténcia a helmintosporiose foi afetada pelo aumento
do percentual dos genes dos hibridos na variedade crioula, particularmente em
populagdes geradas a partir do hibrido que acumula a inser¢cado de dois eventos. O
fluxo génico entre hibridos isogénicos e a variedade crioula Rosado causa efeitos
diferentes sobre os hibridos isogénicos NGM, Hx e Hxrr quanto aos caracteres
monociclicos da helmintosporiose, fenologia e agrondmicos. Sao imprevisiveis 0s
impactos biolégicos do fluxo génico entre hibridos e variedades crioulas sobre a
conservagao da agrobiodiversidade do EOSC.

Palavras-chave: Transgenes. Zea mays L. Exserohilum turcicum. Herbicida.
Agrobiodiversidade.



ABSTRACT

The western region of Santa Catarina State (WSCS) shows a wide range of landraces
corn, evolving in the presence of their wild relative in the domestication process.
Appointed as a small nucleus of Zea gender diversity, the geographical region studied
contemplate a bimodal system of corn production, it means landraces varieties and
transgenic and non-transgenic commercial hybrids. Due it potential contamination of
landraces species by genic flow by pollen among conventional hybrid corn and
transgenic, it is essential to evaluate the biological and agronomics damages of
transgenic species on agrobiodiversity. Therefore, this study aims evaluate the
transgenic direct damages by insertion of cry7F (Leptodopteran resistance), pat
(ammonium glufosinate herbicide tolerance) and cp4epsps (ammonium glyphosate
herbicide tolerance) in isogenic corn hybrids under Northern Corn Leaf Blight (NCLB)
resistance reaction, agronomic performance and phenology of hybrids cultivars and
landraces varieties under accidental and periodical genic flow. Three isogenic hybrids
developed by Dupont Brasil S.A/Pioneer of Biogene BG7060® were studied — NGM
non-genic modified; hybrid Hx, cry1F and pat (event TC1507) transgenders carrier and
Hxrr, cp4 epdps (event NK603) transgender carrier, matched with TC1507 event — and
Rosado landrace of Anchieta at WSCS. By means of manual pollination, were
developed landraces corn population containing 25, 50 and 75 % of each hybrid
genetic composition to simulate the accidental and periodical flow. Shorter periods of
incubation and latency and higher incidence of NCLB were observed in Hxrr hybrid in
relation to NGM isogenic hybrid, especially when ammonium glufosinate was applied
to weed control. NGM, Hx and Hxrr isogenic hybrids were differently affected regarding
NCLB resistance, phenological characters, seed yield and their components, for the
presence and the quantity of events in their genome. The NCLB resistance was
affected by the percentual increase of hybrids genes in landrace variety, essentially in
populations that were generate by hybrids with two events. The isogenic flow among
isogenic hybrids and Rosado landraces causes different effects among NGM, Hx,
Hxrre and NCLB monocyclic characters, phenological, agronomics and corn yield were
influentiated. The impacts of genic flow between hybrids and landraces varieties are
unpredictable in aspects of agrobiodiversity conservations of WSCS.

Key words: Transgene. Zea mays L. Exserohilum turcicum. Herbicida.
Agrobiodiversity.
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1.0INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

A producéao de graos na safra 2016/2017 registrou 238,7 milhdes de toneladas,
a maior da historia do Brasil. Para a cultura do milho, a produgédo alcangou 97,7
milhdes de toneladas (30,5 milhdes de toneladas para a primeira safra e 67,2 milhdes
para a segunda), total este 46,9% acima da safra anterior (CONAB, 2017). No estado
de Santa Catarina, a area plantada de milho foi de 400 mil hectares, com producéao de
3,34 milhdes de toneladas do gréo. Na regidao Extremo Oeste de Santa Catarina —
EOSC, a area plantada foi de 45,6 mil hectares, com producao de 360 mil toneladas
e produtividade de 7,9 t ha' (Epagri, 2017).

A cultura é muito importante para o estado de Santa Catarina, onde o milho é
usado principalmente para consumo humano (amido, farinha, xarope de glucose,
milho doce, pipoca e mini milho), alimentagcdo animal (silagem, forragem e ragao),
confecgdo de artesanato a partir da palha e do grédo e também como matéria-prima
essencial para uma ampla gama de produtos industriais (OGLIARI et al., 2013; KIST
et al., 2014). No EOSC, muitas familias de agricultores ainda produzem e cultivam a
prépria semente de variedades crioulas de diversos cultivos (CANCI et al., 2004;
CANCI 2006; CANCI et al., 2010), que sao consumidas pelas familias mantenedoras,
principalmente dentro de seus proprios estabelecimentos.

Tomando como exemplo a cultura do milho, foram identificados pelo Censo da
Diversidade de 2012, realizado em dois municipios do EOSC, 374 populagdes de
milho comum, 1.078 de milho pipoca (COSTA et al., 2016) e 61 variedades de milho
adocicado (SOUZA, 2015), além de 136 populagdes de parentes silvestres, alguns
dos quais pertencentes a espécie Zea luxurians (SILVA et al. 2015b). As variedades
de milho pipoca foram denominadas em cinco ragas, dentre as quais, pelo menos, trés
constituem novas ragas ainda n&do descritas na literatura (SILVA et al, 2016b). Com
base na riqueza de variedades crioulas de milho em evolugao e na presenga do seu
parente silvestre em processo de domesticacao, essa regiao foi indicada como um
microcentro de diversidade dessa espécie (COSTA et al., 2016), fora da sua area
nuclear de origem filogenética, no México.

Um sistema bimodal de producao foi verificado nesses dois municipios do EOSC,

onde as variedades crioulas e hibridos comerciais nao transgénicos e transgénicos



14

sdo cultivados na mesma propriedade (SILVA et al., 2013). Em geral, as cultivares
transgéncias mais difundidas na regido sao portadoras de transgenes que conferem
tolerancia a herbicidas como o glifosato e o glufosinato de amoénia e resisténcia a
insetos, principalmente da ordem das lepidopteras, destacando-se os eventos
transgénicos TC1507 e NK603, aprovados em setembro de 2008.

Dos agricultores que conserva variedades crioulas de milho, entrevistados no
Diagnéstico da Diversidade em 2012, apenas 24% planta unicamente milho de
variedades crioulas e 76% variedades crioulas e comerciais, destes 76% um total de
34% plantam hibridos geneticamente modificados - GM. A area total plantada com
milho comercial foi de 877 hectares, com uma média de 5,35 hectares por propriedade
(Anchieta com 4,24 hectares e Guaraciaba com 6,59 hectares). A area total plantada
com variedades crioulas foi de 62 hectares e a média foi de 4.517 m? (COSTA, 2013).

Ainda no mesmo estudo, foi identificado que 70% das areas destinadas ao cultivo
das variedades crioulas estdo sendo cultivadas a uma distédncia menor ou igual a 100
metros das lavouras de milho convencional ou transgénico (COSTA, 2013). A
utilizacao desta pequena distancia fere o que esta disposto no artigo 2 da Resolugao
Normativa n° 4 (RN4), publicada pela Comiss&do Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBIo), no Diario Oficial da Unidao de 23/08/2007, conforme o seguinte texto: “Para
permitir a coexisténcia, a distancia minima entre uma lavoura de milho geneticamente
modificado e outra de milho ndo geneticamente modificado, localizada em area
vizinha, deve ser igual ou superior a 100 metros ou, alternativamente, 20 metros,
desde que acrescida de bordadura com, no minimo, dez fileiras de plantas de milho
convencional de porte e ciclo vegetativo similar ao milho geneticamente modificado”.

O impacto ecolégico do fluxo génico entre as cultivares transgénicas e as
populagdes de milho crioulo ndo € a unica constatagdo preocupante na regido. A
ocorréncia de fluxo génico entre transgénicos e teosinto (parente silvestre do milho)
também sao relevantes para os ecossistemas agricolas da regido EOSC e, por isso,
deve ser analisado do ponto de vista da biosseguranca. A constatacao de fluxo génico
entre as formas silvestres do género Zea e o milho transgénico € consequéncia da
contaminagao de plantas espontdneas de teosinto, em lavouras cultivadas por
hibridos de milho transgénico (SILVA et al., 2015).
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A proximidade entre lavouras de milho GM, milho crioulo e teosinto € uma
preocupagao em vista da biologia reprodutiva das plantas. Os pdlens liberados pelos
penddes da planta durante a fase reprodutiva sdo levados pelo vento, percorrem
grandes distancias e sdo capazes de fecundar espigas que estejam receptivas de
quaisquer outras plantas de milho, que ndo necessariamente aquela de onde o pdlen
partiu. E assim, perde-se com facilidade o controle da composigao genética do milho,
0 que no caso das variedades crioulas pode representar erosao genética, perda de
variedades adaptadas e o consumo e cultivo desconhecido de variedades crioulas
contaminadas por cultivares GM (COSTA, 2013).

Estudos sédo realizados a fim de avaliar os efeitos n&o-intencionais das
variedades GM, além daquela caracteristica conferida pela inser¢gdao de determinado
transgene ou fragmento de DNA. Parte dos estudos envolvendo a introgressao de
genes utiliza a comparacado entre as plantas GM e as suas versdes isogénicas
convencionais. Porém, visto a problematica relatada anteriormente, torna-se
fundamental avaliar populag¢des de variedades crioulas de milho que tenham sofrido
cruzamentos indesejados com milhos GM, por fluxo génico.

No ano de 2011, a uma série de trabalhos abordando esta problematica foram
desenvolvidos. Um deles teve como foco avaliar o efeito do fluxo génico de milhos
geneticamente modificados - GM em uma variedade crioula de milho quanto a
estrutura de comunidades de microrganismos. Para isso, foram estudados trés
hibridos isogénicos pertencentes a série BG7060 da BioGene Pioneer e uma
variedade crioula denominada “Rosado” conservada on farm por agricultores
familiares do EOSC (SILVA et al., 2016a). Os trés hibridos isogénicos: NGM (nao
geneticamente modificado), Hx que apresenta o evento TC1507, que contém dois
transgenes (transgene cry1F codifica uma delta-endotoxina - Cry1F letal a insetos da
ordem Lepiddptera; transgene pat codifica a enzima fosfinotricina-N-acetil transferase
- PAT, que confere tolerdncia ao herbicida glufosinato de amdnio) e Hxrr que
apresenta o evento NK603 (transgene cp4epsps responsavel pela expressdo da
proteina CP4-EPSPS, que confere tolerancia ao herbicida Roundup Ready)
combinado ao TC1507. Através de polinizagcdes manuais foram inseridos os pélens
dos hibridos (NGM, Hx e Hxrr) em plantas de milho crioulo por duas geragoes, a fim

de simular a ocorréncia de fluxo génico reincidente (introgressdes) e, assim, gerar as
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populag¢des de milho crioulo contendo 25, 50 e 75% da composi¢ao genética de cada
hibrido, separadamente (SILVA, 2015a). Mudancas na diversidade da comunidade de
fungos endofiticos foliares no hibrido portador dos eventos TC1507 e NK603, em
relacdo a variedade crioula e ao hibrido NGM (SILVA et al., 2016a). A estrutura da
comunidade de fungos endofiticos sofreu maiores alteragdes quando as introgressdes
(cruzamentos) eram provenientes do hibrido portador de dois eventos (Hxrr) (SILVA,
2015a).

Outro ponto a ser levado em consideragdo € a escassez de trabalhos que
relatem efeitos indiretos dos transgénicos sobre doengas fungicas no milho. Poucos
estudos avaliaram informagdes neste ambito, supomos que isso ocorra pela
dificuldade de condugéao de experimentos, avaliagao e comprovagao do efeito indireto
causado pelos transgénicos, além do baixo incentivo de pesquisas relacionadas a este
tema.

Diante destas lacunas, dicidiu-se estudar o impacto dos transgénicos em
hibridos isogénicos de milho portadores do evento TC1507 (cry1F e pat) isolado e
combinado com NK603 (cp4epsps) sobre a resisténcia ao fungo fitopatogénico
Exserohilum turcicum, causador da helmintosporiose. Sera que os hibridos isogénicos
em estudo também se comportariam da mesma forma como observado por Silva
(2015a)? E quanto aos cruzamentos gerados, sera que as maiores severidades da

doenca ocorreriam no hibrido com dois eventos transgénicos (Hxrr)?

2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

I- Compreender os impactos da transgenia sobre a resisténcia a
helmintosporiose, fenologia e performance agronémica do milho.

II- Compreender os impactos do fluxo génico progressivo de hibridos isogénicos
nao geneticamente modificados (NGM) e geneticamente modificados (GM) sobre uma
variedade crioula de milho quanto a resisténcia a helmintosporiose, fenologia e

performance agronédmica do milho.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I- Avaliar em trés hibridos isogénicos de milho portadores de dois eventos
isolados e combinados e a sua versao NGM, quanto a reagao de resisténcia ao fungo
fitopatogénico Exserohilum turcicum, sob manejo das invasoras manual ou quimico.

[I- Avaliar em trés hibridos isogénicos de milho, portadores de dois eventos
transgénicos isolados e combinados e a sua versao NGM, quanto aos caracteres
associados a fenologia, performance agrondmica e rendimento de graos, sob manejo
das invasoras manual ou quimico.

lll. Avaliar em trés hibridos isogénicos de milho portadores de dois eventos
isolados e combinados e a sua versdao NGM, sob condi¢des simuladas de fluxo génico
com uma variedade crioula de milho do EOSC, quanto a reagao de resisténcia ao
fungo fitopatogénico Exserohilum turcicum, performance agronémica e adaptativa do

milho.

3.0 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ACULTURA DO MILHO

3.1.1 Caracteristicas da Espécie

O milho (Zea mays L.) € uma planta da familia Poaceae, tribo Maydeae, género
Zea e espécie Zea mays L., originaria da América Central (México e Guatemala) ha
mais de sete mil anos. A teoria mais aceita € que o milho seja originado de um
processo evolutivo do teosinto (Zea mays spp. parviglumis), também uma graminea
com inuUmeras espigas e sem sabugo, que se cruza de maneira natural com o milho e
cuja descendéncia é fértil (GALINAT, 1995; MATSUOKA et al., 2002; VIGOUROUX et
al., 2008).

O milho é uma graminea, de ciclo agronédmico anual, mondica, aldgama com 2n
= 2x = 20 cromossomos (PATERNIANI; CAMPOS, 1999). O grao de milho é um fruto

denominado cariopse, geralmente, de coloragdo amarela ou branca no germoplasma
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melhorado, podendo ter coloragdes variando do vermelho ao preto, principalmente
nas variedades crioulas (GONCALVES, 2013; PAES, 2006).

Uma das principais caracteristicas do milho é a sua grande capacidade de
adaptacgao a diversos climas, sendo cultivado em praticamente todas as regides do
mundo, nos hemisférios norte e sul, em climas umidos e regides secas. Embora possa
ser cultivado em uma ampla gama de condi¢des, o limite de temperatura para a
sobrevivéncia e reprodug¢ao do milho esta entre 10 e 30 °C (PATERNIANI; CAMPOS,
1999). Trata-se de um alimento rico em carboidratos, considerado como energético,
fonte de 6leo, fibras e fornece pequenas quantidades de vitaminas (E, B1, B2 e acido
pantoténico), além de alguns minerais, como o fosforo e o potassio (MATOS et al.,
2006).

O milho é a espécie mais estudada geneticamente, devido ao fato de apresentar
caracteristica monodica de facil manuseio, baixo numero de cromossomos, grande
quantidade de pédlen produzido pelas plantas e o ovario grande, que facilitam a
fecundacdo cruzada e cruzamentos dirigidos (BOREM, 2001; DESTRO;
MONTALVAN, 1999).

3.1.2 Fenologia

A fenologia é definida como o ramo da Ecologia que estuda os fenbmenos
periodicos dos seres vivos e suas relagbes com o ambiente (BERGAMASCHI, 2007).
A fenologia das culturas é fundamental na avaliagdo de impactos da variabilidade
climatica em escala espaco-temporal ou de futuros cenarios, a luz das relacdes clima-
planta. A caracterizacdo dos eventos fenolégicos dados pelas escalas fenoldgics,
permite identificar todo desenvolvimento das plantas, a fim de estabelecer relacdes
com as condi¢gdes do ambiente (clima, em particular), sob diferentes ambientes (anos,
épocas ou locais) (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014).

As escalas fenoldgicas utilizam caracteristicas morfolégicas que sao facilmente
identificadas para determinar o estadio de desenvolvimento em que se encontra a
planta, associando a morfologia com eventos fisioldgicos, que estejam ocorrendo num
dado momento e que ndo possam ser visualizados externamente (WORDELL FILHO;
ELIAS, 2010).
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Existem diversas escalas fenologicas para a cultura do milho. Dentre estas, a
escala proposta por Ritchie et al. (1993) é uma das mais utilizadas atualmente no

Brasil. A Figura 1 apresenta a escala fenolégica de Ritchie et al. (1993).

Figura 1. Estadios fenolégicos de uma planta de milho, pela escala de Ritchie et al (1993).

VE vi Vi V7 vio VT R1 RE
Estiglos Fenolégicos da Cultura do Mitho

[] 0 2 | o 06 08 0at10 | [i2 24 36 48 55 |

Fonte: Ritchie et al. (1993).

Os estadios fenolégicos do milho sao divididos em vegetativos (V) e reprodutivos
(R). Para o estadio vegetativo, a mudanca de estadio é definida pelo surgimento de
uma nova folha expandida. Assim, V4 é caracterizada pela presencga de quatro folhas
expandidas e V5 por cinco folhas expandidas. O estadio reprodutivo, inicialmente é
identificado a partir do florescimento masculino e feminino (R1), passando por uma
sequéncia de estadios que inclui, os estadios de enchimento de grao na espiga R2:
grao bolha, R3: grdo leitoso, R4: géo pastoso, R5: formagdo de dentes e RG:
maturacéo fisiologica (Tabela 1).

De uma maneira geral, a temperatura € o principal elemento determinante em
diversas mudancas de estadio das plantas de milho, principalmente, na emergéncia
das plantulas e na taxa de aparecimento de novas folhas. Ao redor do estadio V5,
todos os primérdios de folhas e espigas ja se formaram e um pendao microscopico ja
existe no apice do caule, que ainda permanece debaixo ou ao nivel do solo. A
temperatura do solo ainda tem grande influéncia sobre o ponto de crescimento, a
emissao de novas folhas, o numero de folhas e o tempo de emissao do pendéao
(RITCHIE et al., 2003; RITCHIE et al., 1993).
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Tabela 1. Estadios fenoldgicos de uma planta de milho pela escala de Ritchie et al. (1993).

Estadios Fenolégicos da Cultura do Milho
Estadios Vegetativos

VE Emergéncia
V1 Uma folha desenvolvida
V2 Inicio do afilhamento
, V3 Trés folhas desenvolvidas
Afilhamento . .
V4 Inicio da emissao do colmo e alongamento das
bainhas das folhas
V5 Colmo formado
V6 Primeiro n6 do colmo visivel
V7 Segundo nd do colmo visivel, sete folhas
Alongamento do desenvolvidas
colmo V8 Ultima folha visivel, ainda enrolada
V9 Ligula da ultima folha visivel
V10 Rapido crescimento
Pendoamento VT Emissao do pendéao
Estadios Reprodutivos
R1 Florescimento e polinizagao
R2 Graos em formato de bolha d’agua
R3 Graos leitosos
R4 Gréaos pastosos
R5 Graos farinaceos (inicio da formagéao de
“‘dentes”)
R6 Graos duros, maduros fisiologicamente

Em V9, muitos primérdios de espigas ja sao visiveis por dissecgdo, em cada né
acima do solo, exceto nos 6 a 8 nds abaixo do pendao. Porém, apenas um ou dois
primordios de espiga, localizados mais acima, se desenvolverao para serem colhidas.
Em baixas densidades de semeadura, as plantas podem ser mais prolificas, ou seja,
podem produzir mais de uma espiga por colmo, dependendo do gendtipo. Em torno
de V10, o tempo de aparecimento de novas folhas € muito curto, da ordem de 2 a 3
dias. As plantas iniciam um rapido aumento no acumulo de nutrientes e matéria seca,
que continuara durante o periodo reprodutivo. A demanda por agua e nutrientes
aumenta, na medida em que ocorre o aumento na taxa de crescimento (RITCHIE et
al., 1993).

A sequéncia de formagao dos componentes do rendimento de graos é importante
para entender as necessidades das plantas, a sensibilidade da cultura as condigbes
de ambiente e seus periodos criticos a ocorréncia de estresses. O numero de fileiras

de graos nas espigas € determinado fortemente pelo gendtipo e ndo pelo ambiente.
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Porém, o numero de graos (comprimento da espiga) é afetado por estresses
ambientais, o que o torna variavel, segundo as condigdes do meio (NIELSEN, 2007b).

Em V12, comecam a se definir o numero de 6vulos (grdos em potencial) e o
tamanho das espigas, embora o numero de fileiras de graos por espiga ja esteja
definido em V5. Mas, o numero final de gréaos por fileira estara completo somente uma
semana antes do espigamento (em torno de V17). Neste periodo de formacéo de
ovulos e espigas, estresse por agua ou nutrientes reduzem seriamente o numero de
graos e o tamanho das espigas na colheita (RITCHIE et al., 2003, RITCHIE et al.,
1993).

Segundo Nielsen (2007b), o tamanho potencial da espiga (numero de 6vulos) é
determinado num longo periodo, que vai do estadio V5 até provavelmente V15.
Porém, a percentagem de ovulos fertilizados, para o inicio da formacao de gréaos,
depende do sucesso ou falha na polinizagdo (NIELSEN, 2007a). O numero final de
graos por espiga € definido em uma ou duas semanas apos a polinizagado (NIELSEN,
2005) e o peso de graos € determinado ao longo do restante do periodo de
“enchimento de graos”, que termina na maturacao fisiolégica (NIELSEN, 2007c).

Grande redugdo no rendimento de grdos pode ser causada por estresses
hidricos, entre duas semanas antes e duas semanas apos o espigamento. A maior
reducao resulta de estresse no espigamento (R1). Isto também é verdadeiro com
outros tipos de estresses ambientais, como de nutrientes, altas temperaturas ou
granizo. No uso da irrigagcao, o periodo de quatro semanas ao redor do espigamento
€ o mais importante (RITCHIE et al., 1993). Polinizagdo deficiente causa falha na
fecundagao de oOvulos e reduz o numero de gréos por espiga, deixando parte do
sabugo a mostra. Periodos prolongados de déficit hidrico, associados a altas
temperaturas, podem retardar a emissdo dos estigmas, impedindo a polinizagao
(NIELSEN, 2005).

Apoés a polinizagdo, os graos em inicio de formagao (sobretudo na ponta da
espiga) podem ser abortados por estresses severos, se houver forte redugdo no
suprimento de fotossintatos. As causas podem ser déficit hidrico, altas temperaturas,
baixa radiacio solar ou reducgao drastica da area foliar. Noites quentes na polinizacao
ou no inicio de formagao dos graos é outra causa provavel, por reduzir a quantidade

de fotossintatos disponiveis por unidade de graus-dia acumulada (NIELSEN, 2005).
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De uma maneira geral, estudar, identificar e caracterizar os eventos fenologicos
permite identificar todo desenvolvimento das plantas, a fim de estabelecer relacées
com as condi¢gdes do ambiente (clima, em particular), sob diferentes ambientes (anos,
épocas ou locais). Com isto, torna-se possivel avaliar e descrever com precisao o
impacto de eventuais fendmenos adversos (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014).

3.1.3 Cultivo do milho no Brasil e em Santa Catarina

O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais cultivados no mundo e é
amplamente utilizado no Brasil (ABRAMILHO, 2011). O Brasil € o terceiro maior
produtor mundial de milho, sendo superado apenas pelos Estados Unidos (EUA) e
pela China, que produzem 350 e 220 milhdes de toneladas de graos, respectivamente
(CONAB, 2015).

Anualmente, é cultivado no Brasil, aproximadamente 17,5 milhdes de hectares
de milho, sendo 5,5 na primeira e 12 milhdes na segunda safra (CONAB, 2018). Essa
alta produtividade ocorre devido a sua capacidade de adaptagcado as diferentes
condi¢cdes ambientais e ao seu valor nutricional (ABRAMILHO, 2011).

O Brasil diferencia-se por produzir duas safras ao ano sem o uso de irrigacao,
com producao total, na ultima safra, de 97 milhdes de toneladas, sendo a segunda
safra (66,5 milhées de toneladas) superior a primeira (30,5 milhdes de toneladas),
como ocorre desde 2012, quando a segunda safra se tornou a mais expressiva
(CONAB, 2017).

A produtividade média nacional ainda é proxima de 5 t ha™', muito inferior a de
10 t ha™' obtida nos EUA. Mesmo assim, nos ultimos 30 anos, a produtividade triplicou,
atingindo valores iguais ou superioresa 7,0tha' e 5,0 t ha”', na primeira e na segunda
safra, respectivamente (DUARTE; KAPES, 2015).

Na regido sul, a produtividade média é de 6,67 t ha' e a estimativa de produgao,
na safra 2016/2017, é de 27,5 milhdes de toneladas de milho, somando a primeira e
a segunda safras (CONAB, 2017).

No estado de Santa Catarina, segundo estimativas da safra 2016/2017, a area

plantada de milho foi de 400 mil hectares, com producdo de aproximadamente 3,3
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milhdes de toneladas do grdo. S6 na regido EOSC, a area plantada foi de 45,6 mil
hectares com produgéo esperada de 360 mil toneladas (Epagri, 2017).

Ressalte-se que essa produgao € atingida em ambientes muito diversos e em
diferentes épocas de semeadura e sistemas de cultivo (DUARTE; KEPPES, 2015). A
regiao EOSC, por exemplo, tem uma predominancia da agricultura familiar, que ocupa
90% dos 100 mil estabelecimentos agricolas da regido (CEPA, 2010), caracterizando-
se pela diversidade de variedades crioulas de milho, que sao selecionadas e mantidas

por agricultores familiares ao longo de muitas geragdes de cultivo.

3.2 MILHO GENETICAMENTE MODIFICADO - GM

Os organismos geneticamente modificados (OGM) sdo organismos cujo material
genético — DNA/RNA - foi modificado por qualquer técnica de engenharia genética
(BRASIL, 2005).

A transgenia € uma ferramenta de biologia molecular que tem como objetivo
transferir determinados genes de um organismo para outro, visando transferir também
caracteristicas supostamente dependentes daqueles genes. Essas transferéncias
génicas podem também incorporar alteragdes potencialmente indesejaveis, capazes
de resultar em efeitos perigosos para a saude e para o meio ambiente (FERMENT et
al., 2015). Para a produgéao de milho transgénico Bt, por exemplo, ha trés requisitos
basicos: (i) a construgao génica, com genes de interesse e marcadores de selecao;
(i) a metodologia para a inser¢édo do gene de interesse no genoma do milho; (iii) a
regeneracgao in vitro do tecido vegetal que sera transformado; (CARNEIRO et al.,
2009).

Dentre os diversos métodos de transformacado genética, a transformacao
mediada por meio da biobalistica e por Agrobacterium tumefaciens apresentam boa
eficiéncia e aplicabilidade (FRAME et al., 2011; WANG et al., 2009).

A biobalistica € um método de transformacgao cujas microparticulas de metal séo
cobertas com o gene de interesse e aceleradas em direcio as células-alvo, utilizando
equipamentos conhecidos como “gen gun” ou canhao génico (SANFORD et al., 1987;
SANFORD, 1988), com velocidades suficientes para penetrar a parede celular e nao

causar a morte da célula. O DNA precipitado sobre as microparticulas é liberado
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gradualmente dentro da célula pds-bombardeamento e integrado ao genoma
(TAYLOR; FAUQUET, 2002).

ApOs a transferéncia de genes via biobalistica, a regeneragdo de uma planta a
partir da célula que foi transformada € o proximo passo para a produgao de milho
transgénico (DAGLA, 2012). Esta regeneragéo celular ocorre essencialmente em
cultura de tecido, por meio da regeneracao in vitro, onde a mais eficiente é feita por
meio da embriogénese somatica (ANAMI et al., 2010; AKQY!I et al., 2013).

Os tecidos primarios mais eficientes na regeneragcdo de plantas por
embriogénese somatica sdo os embrides imaturos (calos) tipo Il, pois estes séo
macios, friaveis e altamente embriogénico (SOUZA, 2015; WANG et al., 2009). Além
de crescerem mais rapidamente, podem ser mantidos por um longo periodo e formar
um grande numero de embrides somaticos. Estas caracteristicas favorecem a selegao
e regeneracdo de plantas transgénicas (GONZALES et al., 2012).

A embriogénese somatica in vitro é o processo pelo qual as células se
regeneram, passando por diferentes estadios embriogénicos, dando origem a uma
planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (DODEMAN et al., 1997). De acordo com
Akoyi et al. (2013), o embrido imaturo mais adequado para iniciar culturas
regeneraveis de milho € o excisado da semente, num periodo de 11 a 18 dias apds a
polinizagdo, com o comprimento entre 1,0 a 2,0 mm, aproximadamente.

As principais vantagens do bombardeamento estdo relacionadas com a
utilizacao de vetores simples e de facil manipulacao, além da possibilidade da inserg¢ao
de mais de um gene de interesse nas células de maneira eficiente (WU et al., 2002;
CHEN et al., 1998). Embora seja considerado um método de transformagéo bastante
eficiente para o milho, uma possivel desvantagem é a ocorréncia de multiplas cépias
do gene de interesse e de complexos padrdes de integragao sujeitos ao silenciamento
da expressao génica, nas geragdes futuras (WANG; FRAME, 2004).

Transgenes, isto é, 0s genes que sao inseridos via técnicas de biologia molecular
no milho, sdo constituidos basicamente da regido codificadora do gene de interesse
(GDI) ou do gene marcador (GMS) e de sequéncias reguladoras da expressao génica.
O GDI e 0 GMS sao sequéncias de codificagdo ou ORF (Open Reading Frame) de
uma determinada proteina que quando expressa define uma caracteristica de

interesse. Resisténcia a insetos-praga esta sendo inserida em plantas transgénicas
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de milho via superexpressao de genes cry de B. thuringiensis (CARNEIRO et al.,
2009).

Um dos GMS mais utilizados para a produgao de milho transgénico sao aqueles
que conferem tolerancia a herbicidas. Dentre estes, os genes bar, isolado de
Streptomyces hygroscopicus, e o pat, isolado de Streptomyces viridochromogenes,
ambos codificando a enzima fosfinotricina acetiltransferase (PAT) (DE BLOCK et
al.,1989), sao frequentemente citados (ISHIDA et al., 2007; ZHAO et al., 2001).

Os processos utilizados na transformacao genética de milho requerem a etapa
de regeneragao de plantulas in vitro. Nesses processos, 0S genotipos mais
responsivos em cultura de tecidos sdo de origem temperada e sem qualquer
adaptacao agronémica as nossas condi¢coes. Como esses genotipos sdo as principais
fontes para a obtengdo de eventos transgénicos, os transgenes precisardo ser
transferidos para as linhagens elites de cada programa de melhoramento para a
obtenc&o dos hibridos (CARNEIRO et al., 2009).

O método de retrocruzamento é o mais adequado quando se quer introduzir um
OuU poucos genes em materiais-elite, uma vez que consiste em cruzar um genitor
doador, aquele que no caso possui o transgene, com um genitor recorrente, que sao
as linhagens elites que se deseja converter. A partir do cruzamento inicial, as
progénies sdo selecionadas e cruzadas sequencialmente com o genitor recorrente até
que se recupere 0 maximo do genoma recorrente, mantendo o transgene de interesse.
Em um programa de retrocruzamentos, a cada geragao, € recuperada, em media, a
metade da constituigdo genética do genitor recorrente em relagao a geragao anterior.
Assim, no primeiro ciclo de retrocruzamento, as progénies possuem, em média, 75%
do genoma recorrente, no segundo, 87,5% e assim sucessivamente. Considerando
que o genitor doador €, na maioria das vezes, divergente dos genitores recorrentes,
sao necessarios até seis ciclos de retrocruzamento para a recuperacao acima de 99%
do genoma recorrente (CARNEIRO et al., 2009). Feito assim, os hibridos elites com
os transgenes inseridos em seu genoma ficam disponiveis no mercado para uso.

O uso comercial de plantas GM é um dos marcos da agricultura nos ultimos anos.
Atualmente, a producéo de transgénicos esta distribuida em praticamente todas as

regides do planeta (GOMES; BOREM, 2015). No entanto, cinco paises concentram
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91,3% do cultivo, EUA (75 milhdes de ha), Brasil (50 milhdes), Argentina (23,6
milhdes), Canada (13,1 milhdes) e india (11,4 milhdes) (ISAA, 2018).

No Brasil, especificamente para a cultura do milho, 15 milhdes de hectares foram
plantados com a cultura de milho transgénico (ISAAA, 2018). Na safra 2016/2017, as
cultivares transgénicas representaram 67,93% das cultivares que fizeram parte do
mercado para esta safra no Brasil (PEREIRA FILHO; BORGHI, 2016), destacando-se
a biotecnologia das sementes transgénicas resistentes a insetos e tolerantes a
herbicidas, ou a combinagdo de ambas (MIGUEL et al., 2014).

Na safra 2016/2017, de acordo com dados obtidos diretamente das empresas
produtoras de sementes de milho, estava disponivel no mercado 315 cultivares de
milho (nUmero abaixo das 477 cultivares oferecidas no ano passado). Dentre elas, 214
eram cultivares transgénicas e 101 eram cultivares convencionais. As cultivares
transgénicas disponibilizadas no mercado nacional apresentam varias tecnologias,
que sao responsaveis, em grande parte, pelo controle de lagartas que atacam a
cultura, tanto na parte aérea quanto subterranea, bem como pela tolerancia das
plantas ao HBG/HBGA (PEREIRA FILHO; BORGHI, 2016).

Em agosto de 2017, existiam 72 eventos transgénicos registrados somente para
plantas, na Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranga — CTNBio, dentre os quais
44 eram para o milho, 13 para soja, 14 para o algodao, um para o feijdo, um para o
eucalipto e um para cana-de-agucar (CTNBio, 2017).

A cultura do milho é aquela que mais apresenta eventos transgénicos
registrados, dentre os quais estdo disponiveis, na safra 2016/2017, 47 que
apresentam a tecnologia VT PRO, 32 cultivares VT PRO2, 24 cultivares VT PRO3, 22
cultivares com o evento Herculex (HX ou somente H), 3 cultivares com os eventos
Herculex + Roundup Ready (HR), 9 cultivares com os eventos
Viptera+YildeGard+Herculex (VYH), 4 cultivares com os eventos YieldGard +Herculex
+ Roundup Ready (YHR), 3 cultivares com os eventos Viptera + YildeGard + Herculex
+ Roundup Ready (VYHR), 10 cultivares com os eventos YildeGard+Herculex (YH) e
1 cultivar com o evento YildeGard (Y) (CTNBio, 2017; PEREIRA FILHO; BORGHI,
2016).

Dentre os principais eventos transgénicos inseridos em hibridos de milho

cultivados na regiao sul do Brasil, destacam-se os eventos: TC1507 (Herculex) e
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NK603 (Roundup Ready), com transgenia para tolerdncia a HBG e o HBGA e
resisténcia a insetos, principalmente da ordem das lepidopteras.

A avaliagao do risco dos eventos transgénicos disponiveis no mercado brasileiro
¢ feita pela empresa produtora do evento e a analise desta avaliagéo é realizada pela
Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagédo, composta por 27 doutores, incluindo representantes do
governo, da academia e da sociedade civi. Em 10 anos de existéncia, a CTNBio
aprovou mais de 60 eventos transgénicos (45 plantas). Ha apenas um registro de
rejeicdo aos pedidos das empresas e todas as decisdes da CTNBio foram polémicas
desde a sua instituicdo, em 2005. Como transparece ao longo desta publicagéo, a
opinido técnica da CTNBio nao reflete a opinido da comunidade cientifica e da
sociedade como um todo (FERMENT et al., 2015).

3.2.1 Evento transgénico TC1507

O evento TC1507, aprovado em dezembro de 2008, contém dois transgenes:
cry1F e pat. O transgene cry1F codifica uma delta-endotoxina (Cry1F) (Figura 2) letal
a insetos da ordem Lepidéptera, em quanto o transgene pat codifica a enzima
fosfinotricina-N-acetil transferase (PAT), que confere tolerancia ao herbicida
glufosinato de aménio (AGBIOS, 2008).

Figura 2. Esquema do inserto para o milho transgénico Herculex | (TC1507). Genes inseridos: cry1F

e pat, promotor ubiZM (oriundo do milho) e P35S, terminador: T35S
Tec1507

UBI ZM
qPROMOTER cry1F P35S | pat | T35S h

Fonte: Adaptado de TAKABATAKE, et al., 2010.

Essas caracteristicas advém dos genes introduzidos que codificam uma forma
truncada da proteina inseticida Cry1F, derivada da cepa PS81| (NRRL B-18484) da
bactéria Bacillus thuringiensis var. aizawai, € uma enzima fosfinotricina-N-acetil
transferase (pat), que confere tolerancia ao herbicida glufosinato de aménio, também
obtida de um microrganismo do solo, o Streptomyces viridochromogenes (AGBIOS,
2008).
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A proteina Cry1F é produzida e transformada em peptideos toxicos no intestino
do inseto pela agdo do pH alcalino intestinal e de proteases. A toxina ativa causa lise
das células epiteliais e a morte das larvas (MONNERAT; BRAVO, 2000).

A enzima pat confere tolerancia a HBGA. Este herbicida € um tripeptideo
composto por dois residuos de lalanina e um residuo de fosfinotricina (PPT), um
analogo do glutamato. O PPT é um inibidor da glutamina sintetase (GS), enzima que
converte glutamato em glutamina e remove a aménia toxica da célula. A inibicao da
enzima GS causa a morte da planta, devido ao efeito fitotoxico do acimulo de amdnia
e ruptura dos cloroplastos podendo inibir a fotossintese (LINDSEY, 1992).

A enzima fosfinotricina-N-acetiltransferase (pat) realiza uma detoxificagcéo, pois
€ promotora da acetilagdo do PPT, utilizando como co-fator acetil-coenzima ‘a’,
fazendo com que o PPT perca a agao inibidora permitindo que as células sobrevivam
mesmo em presencga do herbicida (AGBIOS, 2008).

3.2.2 Evento transgénico NK603

O evento NK603, aprovado em setembro de 2008, contém o transgene
cpdepsps, responsavel pela expressdao da proteina CP4-EPSPS, que confere
tolerancia ao herbicida Roundup Ready (AGBIOS, 2008).

O gene cp4epsps € oriundo da bactéria Agrobacterium sp. cepa CP4 (Figura 3)
e €& responsavel pela expressdo da proteina CP4-EPSPS (CP4-5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase), que determina a expressao da caracteristica
de tolerancia ao HBG. A proteina CP4-EPSPS, expressa nas plantas geneticamente
modificadas tolerantes ao HBG, é funcionalmente idéntica a proteina EPSPS
endégena de plantas (PADGETTE et al., 1993).

A enzima CP4 EPSPS contém o gene CP4 EPSPS sob o controle do promotor
35S do virus do mosaico da couve-flor melhorada (CaMV) (Kay et al. 1985). O intron
Zmhsp70 da proteina de choque térmico de milho hsp70 foi incluido para estabilizar o
nivel de transcri¢cao (Rochester et al. 1986) e a sequéncia lider do peptideo de transito
de cloroplasto CTP2 foi usada para dirigir a proteina CP4 EPSPS ao cloroplasto. A
regido nao traduzida NOS 3 'do gene da nopalina-sintetase de T-DNA de

Agrobacterium tumefaciens foi utilizada para fornecer o sinal de poliadenilagao.



29

Figura 3. Esquema do inserto para o milho transgénico, evento NK603 RR Roundup Ready. Promotor:
P35S, terminador: NOS-t.

NK603

q P35S hsp70 g; cp4-epsps NOS—th
Fonte: Adaptado de TAKABATAKE, et al., 2010.

Em plantas convencionais, o HBG se liga a enzima EPSPS e bloqueia a
biossintese do 5-hidroxilshiquimato-3-fosfato, impedindo a formagao de aminoacidos
aromaticos e metabdlitos secundarios (HASLAM, 1997). Nas plantas geneticamente
modificadas tolerantes ao HBG, como o milho NK603, os aminoacidos aromaticos e
outros metabdlitos necessarios para o desenvolvimento das plantas continuam sendo
produzidos pela atividade da proteina CP4-EPSPS (BOREM, 2005).

3.3 VARIEDADES CRIOULAS DE MILHO

Alguns autores diferenciam variedades tradicionais, locais e crioulas, com base
na sua origem (autéctone ou aléctone), na autoria das praticas de selegcao (melhoristas
ou agricultores), no numero de geragdes de cultivo aos cuidados da mesma familia,
no conhecimento tradicional associado a conservagao on farm, na presenca de fluxo
génico nao intencional ou cruzamentos intencionais com germoplasma melhorado,
etc. (MACHADO et al., 2008; VILLA et al., 2006; LOUETTE, 2000; LOUETTE, 1997,
BELLON; BRUSH, 1994).

A definigdo mais abrangente encontrada € a de Zeven (1998) ao definir que “uma
variedade crioula possui uma elevada capacidade de tolerar estresses bibticos e
abidticos, resultando em estabilidade de produgcdo e um nivel de rendimento
intermediario com baixa utilizacdo de insumos”.

Segundo Bellon e Brush (1994) e Louette (1997), as variedades crioulas s&o
derivadas de variedades antigas melhoradas e cultivadas por muitas gerag¢des no
mesmo agroecossistema, enquanto as variedades locais sao variedades antigas, que
ainda nao passaram por um processo de melhoramento formal.

Villa et al. (2006), por sua vez, nao fazem distingdo entre as variedades locais e
crioulas e classificam apenas as crioulas como as variedades que nao passaram por

melhoramento formal. Segundo a concepc¢ao de Louette (2000), o elevado fluxo
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génico entre populagdes de milho (por ser aldgama) e as trocas de sementes entre
agricultores podem fazer com que variedades se comportem como metapopulagdes,
tornando uma tarefa dificil distinguir geneticamente as variedades locais das crioulas.
Outra dificuldade encontrada para a definicdo das variedades dos agricultores tem
relagdo com o tempo em que a mesma foi introduzida no agroecossistema, para que
se considere como uma variedade crioula ou local, como uma variedade exdética ou
nao.

Os termos em definigdo levam em conta também os aspectos sociais e culturais
envolvidos, o conhecimento tradicional associado a estas variedades e a importancia
dos agricultores, conservadores e melhoristas por natureza, chamados agricultores
nodais (SUBEDI et al., 2007).

Louette et al. (1997) consideram a relagdo das variedades locais de milho com
os agricultores que as mantém e definem variedade local como um lote de sementes
que é identificado pelos agricultores e mantido na familia pelo menos por uma geragéo
de agricultores, considerando a adaptagdo como uma das caracteristicas principais.

Outros autores como Machado et al. (2008) e Berg et al. (2009) definem o termo
variedade local, como aquelas populagées sob continuo manejo dos agricultores,
desenvolvida a partir de ciclos dindmicos de cultivo e sele¢cado dentro de ambientes e
contextos socioecondmicos especificos, sendo necessarios, pelo menos, cinco ciclos
de cultivo para que uma variedade se torne local.

A origem das variedades locais de milho ocorre pela agao direta de sucessivas
geragbes de agricultores familiares, por meio do cruzamento de materiais antigos e,
até mesmo, recentes ou, simplesmente, pela selecao intrapopulacional de plantas
mais adaptadas aos seus sistemas de cultivo (FERREIRA et al., 2009).

As variedades locais e crioulas fazem parte da histéria de muitas familias e vém
sendo cultivadas e selecionadas por geragdes de agricultores, para sistemas de baixo
(ou nenhum) uso de insumos, adquirindo caracteristicas proprias de adaptacéo ao
agroecossistema local (BELLON; BRUSCH, 1994). E provavel que a n&o utilizacdo de
adubos e a sua utilizagdo em consorcios tenham propiciado a adaptacdo dessas
variedades e, consequentemente, a causa da conservagao das mesmas (SOARES,
1998).
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Ogliari e Alves (2007) ressaltam que se forem manejadas em ambientes
particulares ao longo do tempo, as variedades locais tornam-se fontes de genes e de
combinagdes génicas valiosas, servindo como reservatorio genético e matéria prima
essencial para o desenvolvimento de novas cultivares melhoradas.

No entanto, a substituicdo de variedades locais pelas cultivares hibridas
convencionais e transgénicas promovem a substituicdo e perda de alelo e
combinagdes génicas especiais, que por sua vez, contribui para a erosdo genética.
Atrelado a eroséo genética esta a perda do conhecimento tradicional adquirido pelos
agricultores ao longo dos anos, como habilidades de manejo e conhecimento de
propriedades medicinais especificas das variedades tradicionais (BOEF, 2007).

O conhecimento tradicional dos agricultores e suas habilidades sao cruciais para
0 manejo e conservacéo dessas variedades. E o que considera o Decreto n°® 8.772,
de 11 de maio de 2016, artigo 12°, ao definir o conhecimento tradicional associado
como “toda informagao ou pratica individual ou coletiva de comunidade indigena ou
de comunidade local, com valor real ou potencial, associada ao patriménio genético”.
Portanto, preservar este conhecimento passa a ser essencial para a conservagao de
variedades crioulas.

Muitas familias produtoras de milho ainda conservam variedades crioulas,
utilizadas principalmente para o uso na propriedade. As variedades mais antigas estao
adaptadas as condicdes edafoclimaicas e de manejo e em processo continuo de
evolugao nesses agroecossistemas (OGLIARI et al, 2013).

A utilizagdo de materiais genéticos adaptados as condi¢des locais €, acima de
tudo, uma atividade voltada a autonomia do pequeno produtor rural. Por meio do
melhoramento genético e da selecdo de materiais de qualidade e adaptados a
realidade local, torna-se possivel o aumento da produtividade das lavouras e a
reducao da incidéncia de doengas (SASSE, 2008).

Para o contexto deste estudo, é desnecessaria a distingado desses trés termos
(variedades locais, crioulas e tradicionais). Importa o fato de as variedades serem
relevantes para a segurancga alimentar das comunidades rurais que as conservam e
para os programas de melhoramento genético que dependem desses recursos para
o desenvolvimento das novas cultivares. Sua maior contribuicdo local de médio e

longo prazo esta no conjunto das variedades conservadas on farm, pois em conjunto
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proporcionam a geragao continuada de nova diversidade. Focando nessa légica, a
diversidade de variedades conservadas on farm em uma mesma regidao reune um
conjunto de populagbes que sdo conservadas, selecionadas, multiplicadas e usadas
por agricultores tradicionais ao longo de varios anos de cultivo. Sdo distintas
geograficamente, em decorréncia do manejo, do uso e da selegdo dos agricultores,
bem como da presséo de selec¢do particular a cada agroecossitema. Com o passar
dos anos de cultivo em uma mesma area, tornam-se diversas em sua composi¢ao
genética e adaptadas as condicdes bidticas e abidticas particulares as areas de
cultivo. O tempo de cultivo em uma mesma area € um componente importante da
evolucdo dessa diversidade, pois contribui para o desenvolvimento de novas
adaptagdes e para a incorporagao do recurso genético como parte das tradicbes de
uma comunidade (OGLIARI et al, 2013; OGLIARI; ALVES, 2007).

A variedade Rosado usada no presente estudo € uma das populacdes locais
mais antigas do microcentro de diversidade do género Zea do EOSC, sendo cultivada
ha mais de 50 anos no municipio de Anchieta-SC. Apresenta elevados teores de
carotendides, como a luteina (KUHNEN et al., 2012), e produtividade razoavel em
sistema de produgdo organica (6,65 t ha') (OGLIARI et al., 2013). Ela tem sido
cultivada em uma area isolada geograficamente, recebendo todos os cuidados para

evitar o cruzamento com outras cultivares ou variedades de milho.

3.4 DOENGAS FUNGICAS: A HELMINTOSPORIOSE

A produtividade do milho € muito impactada por doengas fungicas (ZHU et al.,
2011), principalmente, as doencas foliares, que sao responsaveis por reducdes de
40% na produtividade de graos (CASA; REIS, 2003). Esse impacto cresce a cada ano,
especialmente em razdo do incremento das areas irrigadas e daquelas sob cultivo de
safrinha, em que ha auséncia de rotacao de cultura e ou presenca de restos culturais
de milho de safras passadas, levando a maior sobrevivéncia dos patégenos em campo
(TOMAZELA et al., 2006; FANTIN; DUARTE, 2009).

Dentre essas doengas, a helmintosporiose causada pelo fungo Exserohilum
turcicum, é considerada uma doenga grave (HURNI et al. al., 2015; WANG et al., 2014;
RAMATHANI et al., 2011). Sua incidéncia nas folhas pode reduzir de 27 a 90% o
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rendimento de produgdo do milho (RIBEIRO et al., 2016; DING et al., 2015;
RAMATHANI et al., 2011), especialmente em regides com climas frios, em que as
temperaturas variam de 20° C a 25° C, umidade relativa de 90% a 100% e baixa
luminosidade (BENTOLILA et al., 1991)

O fungo Exserohilum turcicum (Pass.) K. J. Leonard & E. G. Suggs (sinGbnimos
Helminthosporium turcicum Pass.; Bipolaris turcica (Pass.) Shoemaker; Drechslera
tarcica (Pass.) Subramanian & P. C. Jain) e sua forma perfeita patogénica
Setosphaeria turcica (Luttrell) K. J. Leonard & E. G. Suggs (sinbnimo
Trichometasphaeria turcica Luttrell) (WHITE, 2000, FREDERIKSEN; ODVODY, 2000)
foram descritos pela primeira vez como Helmintosporium turcicum, em 1876. O fungo
produz conidios de coloragao verde-oliva ou marrom-escura, fusiformes, ligeiramente
curvos contendo 3 a 8 septos, medindo de 20 x 105 pym, com hilo basal saliente e
germinacgao através de tubo germinativo polar (Figura 4) (ARIYAWANSA et al., 2015;
WHITE, 2000; FREDERIKSEN; ODVODY, 2000).

Figura 4. Esporo do fungo Exserohilum turcicum.

Fonte: O autor.

Os conidiéforos sao olivaceos, com 3 a 8 septos, medindo de 7-9 x 150-250 um.
A ocorréncia da fase sexual na natureza é rara, podendo ser induzida em condicoes
controladas, com a produgdo de peritécios globosos e escuros. As ascas sao
cilindricas, contendo de 1 a 8 ascdsporos. Os ascésporos sao hialinos, triseptados,
retos ou ligeiramente curvos de dimensdes de 13-17 x 42-78 ym (ARIYAWANSA et
al., 2015; WHITE, 2000; FREDERIKSEN; ODVODY, 2000).
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As epidemias da doenga originam-se desses conidios produzidos em restos de
cultura ou trazidos pelo vento de outras areas de cultivo. Restos de cultura sdo
importantes fontes de ind6culo para o desenvolvimento de epidemias, tanto que o
aumento da intensidade de epidemias causadas por E. turcicum pode ser resultado
de ampla utilizagdo de sistemas de plantio direto (WHITE, 2000).

O tempo de sobrevivéncia do patdgeno em restos de cultura é longo, podendo
sobreviver como saproéfita ou formar esporos de resisténcia denominados
clamidésporos (LEVY; PATAKY, 1992).

Os ciclos secundarios da doenca sdo causados por conidios que sdo dispersos
a longas distancias pelo vento. A maior liberagao de conidios da-se apds a ocorréncia
de chuvas, em periodos com alta umidade relativa ou orvalho, sendo que cerca de
40% deles sao liberados entre 8 e 12 horas da manha, no momento em que a luz solar
provoca a seca da folhagem (LEACH et al., 1977).

Os danos causados pela doenga também variam com a agressividade dos
isolados que predominam na populagdo. As epidemias podem ser severas em
condi¢bes ambientais marginais, desde que predominem, nas populagdes, isolados
com alta agressividade (LEVY, 1991).

Os sintomas tipicos da doenca sio lesdes necroticas, elipticas, medindo de 2,5
a 15 cm de comprimento (Figura 5). A coloragao do tecido necrosado varia de verde-
cinza a marrom. As primeiras lesdes aparecem nas folhas mais velhas (COTA et al.,
2013; WHITE, 2000) e o processo de infeccao da helmintosporiose é ascendente,
iniciando-se o aparecimento das lesdes nas folhas inferiores e progredindo
posteriormente para as folhas superiores (WHITE, 2000), em condi¢cbes de ataque
severo pode ocorrer a queima completa dos tecidos foliares.

Ataques graves de doengas foliares causam uma reducgéao no indice de area foliar
verde, numero de dias com area foliar sadia e intercep¢ao de radiacdo. Portanto, como
os fotoassimilados sao insuficientes para o enchimento dos graos, a planta comeca
remobilizagdo das reservas existentes no caule imediatamente. Mobilizagdo de
nutrientes leva ao enfraquecimento do caule. Isso faz com que ocorra a quebra do

talo, favorecendo a ocorréncia de doencgas fungicas (FORMENTO, 2010).
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Figura 5. Lesao necrdtica (tipo susceptivel) causada por Exserohilum turcicum em folha de milho.

Fonte: O autor.

Diante desses graves sintomas, a helmintosporiose se tornou uma das doencgas
foliares do milho mais prejudiciais, sua incidéncia nas folhas de milho pode
enfraquecer as plantas e reduzir até 50% do rendimento de produgédo da mesma
(DING et al., 2015; ZHU et al., 2011; POLAND et al., 2011). Se a infecgdo ocorrer
antes da floragdo pode causar perdas graves superiores a 50% no rendimento final
(RAMATHANI et al., 2011; RAYMUNDO; HOOKER, 1981). No Brasil, epidemias
esporadicas ocorrem mais frequentemente nas regides sul e oeste, onde causam
danos severos no rendimento de graos (ESTEVES, 1989).

Por isso, um grande desafio mundial para a produgdo de milho € o controle desta
doenca fungica (RIBEIRO et al., 2016; ZHU et al., 2011). O manejo mais eficiente para
o controle de doencas na cultura envolve varias medidas, como o uso de variedades
resistentes, rotagdo de culturas, eliminacao de plantas infestantes e controle quimico.
Além destes, 0 manejo adequado para o balango nutricional e o plantio da cultura em
época adequada evitam que os periodos criticos para a producéo coincidam com as
condigbes ambientais mais favoraveis ao desenvolvimento da doenga (CASELA et al.,
2006).

A principal medida de controle da helmintosporiose em milho é a utilizagdo da
resisténcia genética, podendo ser qualitativa com acgdo génica nao aditiva
predominante e por resisténcia quantitativa, advinda de genes de acio aditiva,
podendo estas serem encontradas atuando separadamente ou em conjunto
(FERGUSON; CARSON, 2007; OGLIARI et al., 2007; CAMPANA; PATAKY, 2005).
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Diversos genes de resisténcia foram descritos como dominantes ou parcialmente
dominantes para a helmintosporiose Ht1, Ht2, Ht3, HtM, HtN e HtP (SANTOS, 2016;
NIEHI; FERREIRA, 2012; OGLIARI et al., 2007; CARSON, 2006; ROBBINS;
WARREN, 1993), além de duas formas recessivas, ht4 e rt (OGLIARI et al., 2007;
CARSON, 1995). A expressédo da resisténcia conferida pelos genes Ht1, Ht2 e Ht3
resulta em lesdes clordticas com pouca esporulagdo do patogeno. O gene HtN
provoca aumento do periodo de incubagéao e retardamento do inicio da expressao dos
sintomas da doenga (COTA et al., 2013).

A resisténcia quantitativa, ou horizontal, € amplamente empregada no controle
genético da helmintosporiose, se referindo a varios genes de pequenos efeitos
aditivos atuando na expressdo do carater (VIVEK et al., 2010). A expressao da
resisténcia horizontal resulta em menor numero de lesbes em plantas resistentes,
aumento do periodo de incubagao e latente, reducdo da producdo de conidios e
reducao da taxa de progresso da doenga (CARSON, 2006).

Para a resisténcia a E. turcicum, genes de efeitos nao-aditivos, advindas de
genes sob efeitos de dominancia e, ou epistasia, tém se mostrado importantes (NIEHI;
FERREIRA, 2012). Neste contexto, a resisténcia quantitativa a helmintosporiose pode
ser caracterizada também pela agdo conjunta de genes aditivos e nao-aditivos
(VIEIRA et al., 2009; OGLIARI et al., 2007;). Por outro lado, a resisténcia quantitativa
com o efeito da acdo aditiva tem a vantagem de apresentar controle parcial contra
praticamente todas as ragas, se mostrando importante em alguns estudos de heranca
da resisténcia a helmintosporiose (VIVEK et al., 2010; CARSON, 1995;). No entanto,
a acao dos efeitos aditivos e ndo-aditivos associados ao carater estudado também se
mostraram de grande importancia (VIEIRA et al., 2009; OGLIARI et al., 2007; WELZ;
GEIGER, 2000).

3.5 FLUXO GENICO ENTRE MILHOS GM E NGM

O fluxo génico é a transferéncia de genes ou alelos de uma populagcdo para
outra, podendo levar a altera¢gdées do material genético (SHANG et al., 2015). Ele pode
ocorrer em razao da disseminacao do pélen, da mistura de sementes ou da presenca

de plantas voluntarias, provenientes de cultivos anteriores nas lavouras. Todas essas
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trés fontes podem ser importantes agentes de fluxo génico, no entanto, o controle do
polen é o que requer maiores cuidados (RAMALHO; SILVA, 2004).

No caso especifico do milho, ja que este é caracterizado por ter polinizagao
preferencialmente pelo vento (MARCEAU et al., 2011; BALTAZAR et al., 2005), ventos
verticais podem levantar grédos de pdlen em camadas de ar mais altas e, assim,
transporta-los por longas distancias, ou seja, varias centenas de metros ou
quildbmetros (TACKENBERG et al., 2003).

Além da distancia, outros fatores que influenciam o cruzamento via pélen séo: a
viabilidade do polen e longevidade; a fertilidade ou esterilidade masculina; a diregéo
do vento e velocidade; tamanho, forma e orientacdo dos campos da fonte de pdlen e
do destinatario; sincronia na floragao; topografia; vegetacado que cresce entre a fonte
de pdlen e campos de receptores de pélen (PALAUDELMAS et al., 2012; LUNA et al.,
2001); e condi¢des meteoroldgicas, pois 0 langamento de polen é prejudicado quando
as plantas estdo molhadas e umidas, e € favorecido em condi¢cdes secas e quentes
(MARCEAU et al., 2011).

Apesar de todos estes fatores influenciarem no cruzamento via pélen, com o
avango das areas cultivadas com milho transgénico no Brasil, um grande problema
surgiu, a contaminacgéo de lavouras NGM por lavouras GM através do cruzamento via
polen. Tal fato tem contribuido para o aumento da demanda por pesquisas que
estimem o fluxo génico na espécie, com vistas a manutengao da pureza genética, em
cultivares durante os processos de producao de graos e sementes (NASCIMENTO et
al., 2012).

Diversas pesquisas sobre polinizagdo e fluxo génico em milho ja foram
realizadas, porém, poucas se dedicaram ao milho transgénico, nas condi¢cdes de
cultivo do Brasil. Para minimizar cruzamentos indesejados e manter a pureza
genética, alguns paises recomendam a produgdo de transgénicos e milho
convencional utilizando distancias de isolamento prescritas (NASCIMENTO et al.,
2012; VAN HEERWAARDEN et al., 2012).

No Brasil, a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio)
estabeleceu distania minimas entre lavouras GM e NGM para a coexisténcia de
ambos os sistemas de produgdo. Assim, para as liberacbes comerciais, conforme

Resolugédo Normativa numero 4 (BRASIL, 2007), a distancia entre lavouras GM e
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convencionais vizinhas deve ser igual ou superior a 100 m ou, alternativamente, 20
m, desde que acrescida de bordadura com, no minimo, dez fileiras de plantas de milho
convencional de porte e ciclo vegetativo similar ao milho transgénico (Figura 6).

Apesar do estabelecimento da norma de isolamento entre lavouras de milho
convencional e transgénico, ha discussdes a respeito do fato de que o exigido hoje
nao seja suficiente para assegurar a coexisténcia entre plantios convencionais e
transgénicos sem a contaminagao dos primeiros, pela ocorréncia do fluxo génico
(NASCIMENTO et al., 2012).

Diversos estudos foram realizados com este intuito, como por exemplo, o de
Baltazar et al. (2015), que observaram valores de cruzamentos mais elevados (12,9%)
perto da fonte de pdlen a 1 m de distancia. Os niveis de cruzamento diminuiram
acentuadamente para 4,6, 2,7, 1,4, 1,0, 0,9, 0,5 e 0,5%, com a distancia entre a fonte
de pdlen aumentada para 2, 4, 8, 12, 16, 20, e 25 m, respectivamente, confirmando o

que é estabelecido na legislacéo.

Figura 6. Area de distancia entre milhos transgénico e milho n&o transgénico.
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Fonte: http://agronomiacomgismonti.blogspot.com.br/2010/08/normas-para-o-plantio-de-milhos.html
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Distancias superiores a valores de cruzamento de 20 m em todos os locais foram
inferiores a 1%, o mesmo confirmado por NASCIMENTO et al. (2012). Porém, o
isolamento de 20 m, com dez fileiras de bordadura, nao é suficiente para garantir taxas
de fecundacgao cruzada inferiores a 1%. Em média, 82% da fecundagao cruzada
ocorre nos primeiros 30 m.

No entanto, e particularmente no caso de pequenos campos de menos de 0,5 ha
ou de campos compridos, estreitos que estao localizados a favor do vento a partir de
um campo de milho GM maior, a distancia de isolamento pode precisar ser alargada
a 50 m ou mais (HUSKEN et al., 2007; MESSEAN et al., 2006). Esse estudo
demonstrou que a duplicagdo do tamanho do campo doador de pélen produziu um
aumento aproximado no teor de GM no campo do receptor de pdlen de 7%
(PALAUDELMAS et al., 2012).

Todos estes resultados indicam o potencial de fluxo génico das culturas
transgénicas as culturas ndo-transgénicos, a partir do qual os impactos ambientais
indesejaveis se tornam uma grande preocupagdo com a comercializagcdo de
variedades transgénicas em todo o mundo (WANG et al., 2016).

Trazendo este contexto para a realidade do EOSC, percebe-se que poucos
estudos tém chamado a atengado para o risco, até entdo negligenciado, do fluxo de
genes em sistema de sementes tradicional, que é tipico da agricultura familiar.

Através do Censo da Diversidade realizado pelo NEABio, verificou-se que nos
municipios de Anchieta e Guaraciaba pertencentes a regiao EOSC, existe um sistema
bimodal de produgdo, onde variedades crioulas e hibridos comerciais nao
transgénicos e transgénicos sao cultivados pelo mesmo agricultor (SILVA et al.,
2016b).

Dos agricultores entrevistados no censo 24% plantam unicamente milho de
variedades crioulas. No entanto, 109 (76%) plantam milho de variedades crioulas e
comerciais, destes 34% plantam hibridos geneticamente modificados (GM) e cinco
entrevistados ndo souberam dizer se era ou nao GM. A area total plantada com milho
comercial foi de 877 hectares, com uma média de 5,35 hectares por propriedade
(Anchieta com 4,24 hectares e Guaraciaba com 6,59 hectares). A area total plantada

com variedades crioulas foi de 62 hectares e a média foi de 4.517 m2 (ANDRE, 2016).
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No mesmo estudo, foi identificado que 70% das areas destinadas ao cultivo das
variedades crioulas estdo sendo cultivadas a uma distancia menor ou igual a 100
metros das lavouras de milho GM (SILVA et al., 2016b). A utilizacdo desta pequena
distancia fere o que esta disposto no artigo 2 da Resolugao Normativa n° 4, publicada
pela CTNBio. Cordeiro et al. (2008) relatam esta problematica, onde os mesmos
analisaram a distribuicdo espacial de campos de milho em sistemas agricolas de
pequena escala no Oeste de Santa Catarina, e sugeriram que nao ha possibilidade
de coexisténcia entre os dois sistemas de cultivos, na regido e em regides com
caracteristicas semelhantes.

O cultivo de milho GM, em sistemas tradicionais, pode criar situacdes que nao
foram consideradas nas avaliagbes de risco de biosseguranga, realizadas em
sistemas agricolas. Além disso, no caso de contaminagdes de variedades crioulas por
cultivares GM, as normas de propriedade intelectual podem proibir a utilizacdo da
variedade crioula contaminada por parte dos agricultores que n&do compraram as
sementes GM e n&o assinaram um acordo com os proprietarios dos transgénicos
(BELLON; BERTHAUD, 2004).

O estabelecimento de normas efetivas para a coexisténcia de milhos GM e NGM
depende de um completo entendimento de todas as vias possiveis de contaminacao.
Discutir normas de coexisténcia, baseadas apenas em distancia entre lavouras nao
evitara a contaminagcao entre essas variedades. A falta deste conhecimento e a
auséncia de evidéncias sobre 0s riscos ambientais, sociais, bioldgicos e econdmicos
de uma eminente contaminacgao pressupdem que a liberagdo dos milhos GM no Brasil
feriu o Principio da Precauc&o, bem como os Direitos dos Agricultores (COSTA, 2013).

Os riscos de danos ao ecossistema agricola da regido EOSC sao imprevisiveis,
considerando que durante o Censo da Diversidade também foi constadada a presenca
de parentes silvestres do milho. De um total de 305 agricultores entrevistados, 136
manejam ou cultivam populagdes de parentes silvestres, em ambos os municipios. A
ocorréncia de populacdes de teosintos em regides geograficas com caracteristicas
edafoclimaticas, de relevo e altitude distintos daquelas encontradas em seu centro de
origem é relevante sob o ponto de vista da conservagdo, a medida que se amplia o

conhecimento sobre sua dispersao, distribuicao, diversidade e usos (SILVA, 2015b).
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No entanto, evidéncias de fluxo génico com formagdes de hibridos naturais entre
milho e teosinto, foram apontados pelos agricultores. Estes relatos s&do baseados em
observagdes de campo de alteragdes de caracteristicas morfolégicas. Este processo
€ favorecido pela ocorréncia de populagbes espontaneas em areas cultivadas com
milho, pela proximidade das areas de pastagem as lavouras de milho e pela
coincidéncia na época de plantio (SILVA, 2015b).

O fluxo génico entre ambos deve ser analisado sob o ponto de vista da
biosseguranga de organismos geneticamente modificados, em fungao do crescimento
das lavouras de milho transgénico na regido, enquanto contaminante dos teosintos de
ocorréncia espontanea. Tais fatos comprovam a inadequacido de normas brasileiras
de biosseguranca para a coexisténcia entre milho transgénico e nao transgénico, que
sao baseadas apenas na recomendagao de distancias minimas entre milho
geneticamente modificado e ndo geneticamente modificado (SILVA, 2015b; COSTA,
2013), uma vez que o teosinto pode estar sendo a espécie-ponte que viabiliza esse
fluxo génico indesejavel (SILVA, 2015b).

Outa questdo primordial a ser discutida € que a maioria dos pequenos
agricultores recuperam sementes da colheita anterior, e frequentemente adquirirem
sementes de outros agricultores através de um sistema tradicional bem estruturado
de regras, expectativas e praticas baseadas na familia e redes sociais locais
(CHAMBERS; BRUSH, 2010). Este sistema tradicional liga de forma eficaz todas as
populagdes de milho individuais ou lotes de sementes, em uma unica metapopulagao
(LOUETTE, 2000).

A aquisicdo de sementes, denotado aqui como fluxo de sementes, é
particularmente importante, pois o destino de um transgene que escapou ou
contaminou uma planta NGM esta sujeito aos efeitos a longo prazo dos processos
genéticos populacionais como a deriva genética, o fluxo de genes e a selegédo (VAN
HEERWAARDEN et al., 2010).

Trabalhos anteriores distinguiram duas formas de fluxo de sementes (SMALE et
al., 1999): a substituicdo (ou seja, o plantio de um campo exclusivamente com
sementes obtidas a partir de outro agricultor) e a mistura (ou seja, o plantio de um
campo com uma mistura de sementes guardadas da colheita anterior do agricultor e
de sementes obtidas de outro agricultor) (VAN HEERWAARDEN et al., 2010).
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A substituicdo € a forma mais comum de fluxo de sementes e, principalmente,
ocorre em resposta a completar a perda de sementes ou o plantio quando pela
primeira vez. A mistura é feita em resposta a perda parcial da semente ou como uma
forma de experimentacado (SMALE et al., 1999). Tanto a mistura quanto a substituicéo
podem envolver semente de dentro ou fora da comunidade agricola, embora a
primeira seja muito mais comum (BELLON et al., 2011).

De uma forma geral, tanto o fluxo génico e em seguida o fluxo de sementes sao
fontes reais de contaminacao entre lavouras NGM e GM, podendo trazer riscos as
populagdes NGM cultivadas pelos pequenos agricultores, que reaproveitam as
sementes colhidas para plantarem na proxima safra, levando assim a contaminacgao
de suas sementes para um proximo ciclo. Para isso medidas devem ser tomadas e
estudos devem se empenhar em compreender estes fatos.

Diante do atual contexto agricola no pais, as normas brasileiras de coexisténcia
nao dialogam com instrumentos internacionais como o “Principio da Precaug¢ado” da
CDB e os “Direitos dos Agricultores”, previstos no ambito do Tratado Internacional
dobre Recursos Fitogenéticos para a Agricultura e Alimentacdo e o Protocolo de
Cartagena, no contexto da CDB. Portanto, torna-se fundamental o desenvolvimento
de politicas publicas, bem como o estabelecimento de medidas capazes de garantir a
conservagao in situ-on farm da diversidade dos recursos genéticos de milho
manejados por agricultores, bem como viabilizar a coexisténcia entre os sistemas de

producao de milho no Brasil (Cordeiro et al., 2008).

3.5.1 Efeito sobre organismos nao alvo

O cultivo de plantas GM levou os cientistas a buscarem uma maior compreensao
do seu impacto direto e indireto sobre o ecossistema natural e agricola. Enquanto as
plantas GM foram assumidas como seguras em termos de saude humana e ambiental,
imprevistos foram observados no campo, variando de acordo com as caracteristicas
genéticas das plantas modificadas, no espaco e no tempo, como um resultado da rede
complexa de interacbes de funcionamento nos ecossistemas de superficie e
subterraneos (WOLFENBARGER; PHIFER, 2000).
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Além dos riscos do efeito direto do fluxo de genes entre plantas GM e NGM, uma
gama de estudos tem avaliado os impactos indiretos sobre organismos n&o alvos,
como o caso classico das lagartas das borboletas monarcas (Danaus plexippus), no
México, que foram criadas em folhas de amendoim, sendo alimentadas com pélen de
milho Bt e estas lagartas comeram menos, cresceram mais devagar e sofreram maior
mortalidade do que as lagartas criadas com alimentacédo de pélen de milho NGM ou
folhas sem pdélen (LOSEY et al., 1999)

Outro risco assumido sao as possiveis alteragdes na associagao entre plantas e
microorganismos do solo. O que sabemos, € que as proteinas Bt podem estar
presentes no solo e em cursos dagua através de exsudatos radiculares,
decomposicdo de matéria vegetal e / ou deposicdo de pdlen (Cheeke et al., 2012),
onde podem permanecer biologicamente ativo durante varios meses (Zwahlen et al,
2003).

O primeiro estudo sobre exudatos na rizosfera de plantas transgénicas foi
realizado por Saxena et al. (1999). Os autores observaram que as toxinas inseticidas
Bt podem permanecer ativas no solo, onde se ligam a argila e acidos humicos,
mantendo suas propriedades inseticidas e sendo protegidas contra a degradagao por
microorganismos por até 234 dias.

Em outro estudo realizado por Wolfenbarger e Phifer (2000), observaram a
diminuicao da atividade bacteriana na rizosfera, que acarreta na reducao da taxa de
decomposicao dos restos culturais e dos niveis de carbono e nitrogénio, afetando a
fertilidade do solo, gerando um decréscimo da produtividade dos cultivos e da
diversidade dos microrganismos do solo.

Outros estudos observaram a reducao de fungos micorrizicos arbusculares em
cultivos de milho contendo o transgene cry (CHEEKE et al., 2014; 2012); a redugéo
na comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em solo com cultivo de milho
transgénico que contém o Cry1F (COTTA et al., 2014.); e a redugédo da comunidade
microbiana da rizosfera de cultivo de milho com Cry1Ab (VELASCO et al., 2013)

Com base nessa premissa, varios autores tém sugerido que modificagdes
genéticas de plantas podem modificar a biodiversidade da rizosfera e, possivelmente,
o impacto de seu funcionamento (HANULLA et al., 2012; SAXENA; STOTZKY, 2000).
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Por isso, os microrganismos tém sido amplamente utilizados para determinar os
possiveis efeitos de plantas GM no ambiente do solo.

Outros efeitos indiretos causados pelos transgénicos podem ser observados em
microrganismos endofitos, que sdo usados como organismos nao alvo para avaliar os
efeitos indiretos causados pelos transgénicos (CHEEKE et al.,, 2014; 2012,
ANDREOTE et al., 2009). Estes microrganismos colonizam o interior de 6rgaos e
tecidos vegetais sem causar sintomas visiveis, estabelecendo uma intima associagao
simbidtica com seu hospedeiro, tornando as plantas mais resistentes a ambientes com
estresse e recebendo em troca nutrientes e protecdo (CONTI et al., 2012; PEIXOTO
et al., 2002).

Gotz et al. (2006) detectaram desvios significativos na diversidade de fungos
enddfitos, comparando clones de batatas transgénicas e seu equivalente
convencional. Em outro estudo realizado por Silva et al. (2016a), avaliando a
comunidade de fungos e bactérias endofiticos em folhas de milho, os autores
observaram mudangas na estrutura das comunidades dos microorganismos fungicos
em hibridos isogénicos de milho portadores do evento transgénico TC1507
(transgenes cry1F e pat) combinado ao evento NK603 (transgene cp4epsps), em
relagdo ao hibrido isogénico convencional e a uma das variedades crioulas mais
antigas do EOSC.

Os autores aprofundaram ainda mais esta questdo mediante coleta de pdlens
dos hibridos NGM, Hx e Hxrr e subsequente polinizagdo em plantas de milho crioulo
(Rosado) durante duas geracbes, a fim de simular a ocorréncia de fluxo génico
reincidente (introgressdes) e, assim, gerar as populagdes de milho crioulo contendo
25, 50 e 75% da composigao genética de cada hibrido, separadamente (SILVA, 2015).
Os resultados obtidos constataram mudangas na diversidade da comunidade de
fungos endofiticos das folhas de milho quando estavam em lavouras de milho
portadoras dos eventos transgénicos TC1507 e NK603, em relagdo a lavouras com
milho crioulo ou convencional (NGM) (SILVA et al., 2016a). Nesse estudo, concluiu-
se ainda que a estrutura de comunidade de fungos endofiticos sofreu maiores
alteragdes quando as introgressdes (cruzamentos) eram provenientes do hibrido com

dois eventos transgénicos (Hxrr) (SILVA, 2015).
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De uma maneira geral, esses estudos mostram que os efeitos dos transgenes
sobre organismos nao alvos, sejam eles insetos, microorganismos da rizosfera ou
foliares, causam prejuizos consideraveis a biota dos agroecossistemas em estudo, o
que reforga a necessidade de mais estudos envolvendo as interagbes estabelecidas

entre microrganismos, insetos, plantas e transgenes.

3.5.2 Efeitos indiretos dos transgenes sobre doencgas fungicas

Estudos que abordem os efeitos indiretos dos transgénicos na comunidade de
microrganismos patogénicos aos cultivos sdo escassos, alguns poucos estudaram os
efeitos da transgenia sobre as interagdes de resisténcia do milho a fungos patogénicos
do género Fusarium (CLEMENTS et al., 2003; GATCH; MUNKVOLD, 2002;
MUNKVOLD; HELLMICH, 1999; MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; MUNKVOLD et
al., 1997).

Gatch e Munkvold (2002), avaliando hibridos isogénicos de milho resistentes a
lagartas da ordem das lepdopteras por meio de eventos distintos Bt176 KnockOut,
Bt11 (Yeldgard), MON810 (Yeldgard), DBT418 (BtXtra), CBH351 (StarLink) e suas
versdes nao transgénicas, observaram que os transgénicos apresentam maior nivel
de infe¢ao no colmo de milho por Fusarium graminearum do que os nao transgénicos.

Munkvold e Hellmich (1999), Munkvold e Desjardins (1997), Munkvold et al.
(1997) e Clements et al. (2003), avaliando espigas de milho, contendo graos
infectados por fungos do género Fusarium, oriundo de areas com ataque da broca
Ostrinia nubilalis, também constataram uma menor ocorréncia de infeccdo das
espigas do hibrido ndo transgénico, em comparagao ao transgénico portador do
transgene Cry1Ab. Em contraponto, € relevante destacar um terceiro trabalho,
realizado por Kmoch et al. (2012), onde os autores mostraram a auséncia de efeitos
do transgene Cry1Ab sobre a infeccado de graos de milho causada por Fusarium.

Esses poucos estudos mostram que os efeitos dos transgenes sobre as
interacdes patdgeno-hospedeiro ainda sao raras, conflitantes ou, no minimo,
insuficientes para se chegar a um consenso sobre prejuizos, beneficios ou

neutralidade para a reagédo da planta frente aos organismos com os quais interage.
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Isso reforga a necessidade de mais estudos envolvendo as interagdes estabelecidas

entre patogenos, plantas e tansgenes.
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CAPITULO 1. EFEITOS DA TRANSGENIA SOBRE A RESISTENCIA A
HELMINTOSPORIOSE E PERFORMANCE AGRONOMICA DO MILHO SOB
PRATICAS DE MANEJO QUIMICO E MANUAL DE PLANTAS RUDERAIS

RESUMO

Poucos trabalhos sao encontrados na literatura com o intuito de observar os efeitos
da transgenia sobre doencas fungicas foliares do milho n&o alvo dos transgenes. Com
base nisso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da transgenia em
hibridos isogénicos de milho quanto a resisténcia a Exserohilum turcicum e seus
efeitos sobre a fenologia, rendimento de graos e seus componentes, na presenca e
auséncia de controle quimico de plantas ruderais. Para este estudo elegeram-se trés
hibridos isogénicos da série Biogene BG7060®: o hibrido BG7060 (NGM) nao
geneticamente modificado, BG7060H (Hx), portador dos transgenes cry1F e pat
(evento TC1507) e BG7060HR (Hxrr), portador do transgene cp4epsps (evento
NK603), combinado ao evento TC1507. Para a avaliacéo da resisténcia do milho a
helmintosporiose, foram realizados trés experimentos. O primeiro na safra 2013, em
esquema de blocos completos casualizados, com trés repeticoes e parcelas contendo
quatro fileiras de 5 m lineares de comprimento, espagadas 1 m entre si. O segundo e
terceiro experimento foram conduzidos simultaneamente na safra 2016/2017, ambos
no delineamento de blocos completos casualizados, com quatro repeticoes e parcelas
constituidas por quatro fileiras de 4 m lineares de comprimento, espacadas 0,80 m
entre si. No primeiro e segundo experimentos, o controle das plantas ruderais foi feito
por meio de capina manual; no terceiro experimento, o controle foi feito por meio da
aplicagéo de uma dose Unica de 2,0 L ha™' do herbicida Finale (200 g L-! de glufosinato
de amoénio), quando as plantas ruderais estavam com um par de folhas. A severidade
da helmintosporiose, na safra 2013, foi avaliada com base na ocorréncia natural da
doenca. Nos dois experimentos conduzidos na safra 2016/2017, a avaliacdo de
resisténcia do milho foi efetuada a partir de inoculagao do patdégeno. A resisténcia da
planta ao patdégeno foi inferida a partir das avaliagbes da incidéncia, variaveis
monocicliocas e severidade. Outros caracteres como etapas fenoldgicas, rendimento
de gréos e seus componentes, foram avaliados em ambos os experimentos dessa
mesma safra. O estudo mostrou que o hibrido NGM foi inicialmente mais resistente
ao patdégeno, por ter apresentado menor incidéncia e maiores periodos de incubagao
e laténcia, em comparagao as suas versoes isogénicas transgénicas. A adi¢cao do
herbicida Finale para o controle das plantas ruderais aumenta a susceptibilidade dos
hibridos isogénicos transgénicos pela maior incidéncia e menores periodos de
incubacao e laténcia, principalmente para o hibrido portador de dois eventos e trés
transgenes. O hibrido isogénico NGM cultivado ao lado dos hibridos Hx e Hxrr, no
ambiente manejado com herbicida, também foi mais susceptivel ao patégeno, em
relagdo ao mesmo tratamento cultivado no ambiente manejado por meio de capinas
manuais. A adi¢do do herbicida a base de glufosinato de aménio aos hibridos Hx e
Hxrr ocasionou o prolongamento da fenologia e a redug¢ao do rendimento de graos e
seus componentes, em relagdo aos mesmos tratamentos manejados por meio de
capinas manuais.
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Palavras-chave: Milho geneticamente modificado. Zea mays L. Helmintosporiose.
Glufosinato de Amonio.

1.0INTRODUGCAO

O Brasil tornou-se 0 segundo maior produtor de culturas transgénicas no mundo,
atingindo uma area plantada de 50,2 milhdes de hectares, ficando atras somente dos
EUA, com 75 milhdes de hectares (ISAAA, 2018; ALDEMITA; HAUTEA 2018). As
principais culturas transgénicas plantadas no pais sdo a soja, o milho e o algodao. O
milho chegou a marca dos 17 milhées de hectares cultivados no Brasil, em 2017,
estima-se que mais de 90% dessa area foi ocupada por milhos transgénicos
(CELERES, 2016). A importancia da biotecnologia para a cultura do milho no pais
também pode ser evidenciada pelo elevado numero de cultivares transgénicas (214)
liberadas comercialmente, na safra 2016/2017 (PEREIRA; BORGHI, 2016).

Os eventos transgénicos TC1507 e o NK603 s&o os mais frequentes em hibridos
transgénicos de milho cultivados em Santa Catarina, no Sul do Brasil. TC1507 confere
resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera e tolerancia ao herbicida a base de
glufosinato de amoénio - HBGA (ingrediente ativo L-fosfonitricina), enquanto o evento
NK603 confere tolerancia ao herbicida a base de glifosato - HBG (ingrediente ativo
Sal de Isopropilamina). A resisténcia do milho portador do evento TC1507 aos
lepidopteros-pragas do milho - Spodoptera frugiperda, Diatraca saccharalis e
Helicoverpa zea - € conferida por uma forma truncada da proteina inseticida Cry1F
(endotoxina) codificada pelo gene cry1F, isolado da cepa PS81l (NRRL B-18484) da
bactéria Bacillus thuringiensis var. aizawai. Essa proteina é produzida durante todo o
ciclo do milho e causa a morte dos insetos-alvos, apds se ligar ao intestino médio dos
mesmos, interrompendo o fluxo de ions, paralisando o intestino do inseto e lisando as
suas células epiteliais (MONNERAT; BRAVO, 2000). A tolerancia do milho portador
do evento TC1507 ao HBGA é conferida pela enzima PAT (fosfinotricina-N-
acetiltransferase), codificada pelo gene pat isolado da cepa Tu494 obtido do
microrganismo de solo Streptomyces viridochromogenes (AGBIOS, 2008). Essa
enzima converte o ingrediente ativo do herbicida em uma forma inativa, impedindo-o
de inibir a enzima glutamina sintetase, reponsavel pela produc¢ado de glutamina e,

consequentemente, de promover a acumulagédo de aménia em niveis letais (CERA,
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2010). Uma sequéncia do promotor P35S do CaMV (isolado Cabb-s) e a sequéncia
intrénica IVS2 de 178 pb do gene adhS1 de milho foram utilizadas para promover e
potencializar a transcricdo do gene pat (FORLANI et al., 2006).

O evento NK603, por sua vez, contém o gene cp4epsps isolado da bactéria
Agrobacterium sp. cepa CP4, que confere tolerancia ao HBG. Esse transgene é
responsavel pela expressédo da enzima CP4-EPSPS (CP4-5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase), funcionalmente idéntica a proteina EPSPS enddgena de plantas
(PADGETTE et al., 1993). As plantas de milho portadoras do transgene cp4epsps
mantém a biossintese do hidroxilshiquimato-3-fosfato na presenca do herbicida
glifosato e, consequentemente, a producdo de aminoacidos aromaticos e outros
metabdtilos necessarios para o desenvolvimento das plantas (STEINRUCKEN;
AMRHEIM, 1980). A enzima CP4 EPSPS contém o gene cp4epsps sob o controle do
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor melhorada (CaMV) (Kay et al. 1985).
O intron Zmhsp70 da proteina de choque térmico de milho hsp70 foi incluido para
estabilizar o nivel de transcricao (ROCHESTER et al., 1986) e a sequéncia lider do
peptideo de transito de cloroplasto CTP2 foi usada para dirigir a proteina CP4 EPSPS
ao cloroplasto (SHAH et al., 1986). A regido nao traduzida NOS 3' do gene da
nopalina-sintetase de T-DNA de Agrobacterium tumefaciens foi utilizada para fornecer
o sinal de poliadenilagdo (FRALEY et al., 1983).

A base genética de uma cultivar transgénica de milho é derivada de um hibrido
convencional (ndo transgénico), desenvolvido por métodos classicos de
melhoramento. A inser¢gdo de um ou mais eventos ao hibrido convencional, isolados
ou combinados em um mesmo material genético basico, constitui uma série de
hibridos isogénicos, que diferem entre si basicamente pela auséncia (hibrido
convencional) ou presengca de um ou mais eventos (hibridos transgénicos). Dessa
forma, teoricamente, os hibridos isogénicos de milho ndo deveriam apresentar
diferengas na sua composi¢céo genética, além daquela proporcionada pela tecnologia
de DNA usada para cria-los. Todavia, estudos recentes tém mostrado que estas
diferengas entre os hibridos isogénicos existem e que sdo apresentadas ao nivel de
metaboloma e proteoma (WANG et al.,, 2018; AGAPITO-TENFEN et al., 2018;

BENEVENUTO et al., 2017; MESNAGE et al. 2016), danos ocasionados por pragas,

alteragcdes em caracteristicas morfolégicas, estruturais e composicao quimica de
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partes da planta (BALIEIRO NETO et al., 2013), efeitos prejudiciais sobre organismos
nao alvo (SILVA et al. 2016a; CHEEKE et al. 2012, 2014; VELASCO et al. 2013) e
reducao do desempenho agronémico das plantas (PRADO et al., 2016).

Os trabalhos s&o escassos quanto aos efeitos da transgenia sobre a resisténcia
da planta a microrganismos fitopatogénicos n&o alvo. Alguns poucos trabalhos
estudaram os efeitos sobre a resisténcia do milho aos fungos patogénicos do género
Fusarium (CLEMENTS et al.,, 2003; GATCH; MUNKVOLD, 2002; MUNKVOLD;
HELLMICH, 1999; MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; MUNKVOLD et al., 1997).
Gatch e Munkvold (2002), avaliando hibridos isogénicos de milho ndo transgénicos e
transgénicos portadores de eventos distintos (176 KnockOut, Bt 11/Yeldgard,
MONB810/Yeldgard, DBT418/BtXtra, CBH351/StarLink) observaram um maior nivel de
infeccédo por Fusarium graminearum, no colmo dos milhos transgénicos, em relagao
as suas respetivas versdes ndo transgénicas. Munkvold e Hellmich (1999), Munkvold
e Desjardins (1997), Munkvold et al. (1997) e Clements et al. (2003), avaliando espigas
de milho contendo gréos infectados por fungos do género Fusarium, oriundo de areas
com ataque da broca Ostrinia nubilalis, também constataram uma menor ocorréncia
de infeccdo das espigas do hibrido ndo transgénico, em comparagao ao transgénico
portador do transgene cry1Ab. Em contraponto, um trabalho realizado por Kmoch et
al. (2012) mostrou a auséncia de efeitos do transgene cry1Ab sobre a infecgao de
graos de milho causada por Fusarium.

Apesar destes estudos conduzidos com o patossistema Zea mays - Fusarium,
nao ha registros de trabalhos na literatura atual, com o intuito de observar os efeitos
da transgenia sobre as doengas fungicas foliares ndo alvo dos transgenes. As
pesquisas também sao escassas quanto aos efeitos da transgenia sobre a fenologia
e demais caracteres de importancia agrondmica em plantas transgénicas. Alguns
poucos estudos com glifosato em cultivares de milho portadores da tecnologia Roudup
Ready 2 (RR2) sob aplicagcao do HBG, os autores constataram efeitos negativos
quanto ao balango nutricional, aos efeitos fitotoxicos, a eficiéncia no uso da agua,
fotossintese, rizosfera, ao acumulo de biomassa, a sintese de aminoacidos e
compostos secundarios, e também quanto a qualidade das sementes e producéo de
graos em milho (ALBRECHT et al., 2011; ZOBIOLE et al., 2010a, 2010b, 2010c).

Outros estudos como o de Thomas et al. (2004) e Krenchinski et al. (2017), também
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com soja transgénica RR2, constataram fitotoxicidade e declinio linear significativo no
indice de clorofila e teores de nutrientes nas folhas, na medida em que foi aumentada
a dose deste herbicida.

A helmintosporiose, causada por Exserohilum turcicum, € uma doencga foliar
grave, que pode acarretar até 50% de redugao do rendimento da cultura (ZHU et al.,
2011; POLAND et al.,, 2011; RAMATHANI et al., 2011), como consequéncia das
extensas desfolhas durante o periodo de enchimento de gréos, principalmente, se a
infeccao ocorrer antes do florescimento (CARSON; VAN DYKE, 1994). Temperaturas
entre 20° C a 25° C, umidade relativa de 90% a 100% e baixa luminosidade sao
condigdes favoraveis de ambiente para a reproducgéo desse fitopatogeno (BENTOLILA
et al., 1991). No Brasil, epidemias ocorrem com maior frequéncia nas regides Sul e
Chapadas do Centro-Oeste, onde as perdas de producao sdo mais severas (OGLIARI
etal., 2007, 2005). Por isso, o patossistema em questéo € promissor para a realizagéo
de estudos envolvendo os efeitos da transgenia sobre a reagdo de resisténcia da
planta frente a um patdgeno foliar.

Considerando a importancia da cultura do milho para a economia agricola do
Brasil, a extensa area cultivada com cultivares transgénicas no pais, a escassez de
estudos focados nos efeitos dos transgenes sobre a reagdo do milho frente aos
patdogenos foliares e a relevancia das perdas de produgdo causadas pela
helmintosporiose, o presente estudo pretende responder as seguinte questdes: (i)
Quais os efeitos da inser¢do isolada do evento TC1507 (transgenes cry1F com
resisténcia a Lepdpteros e pat com tolerdncia a HBGA) ou combinada ao evento
NK603 (transgene cp4epsps com tolerancia a HBG) em hibridos de milho, quanto a
resisténcia a helmintosporiose, a fenologia, o rendimento de graos e seus
componentes? (ii) O manejo das plantas ruderais por meio do uso de herbicida ou
capinas manuais afeta diferentemente os hibridos transgénicos para essas variaveis?
Orientado por essas questdes, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
da transgenia em hibridos isogénicos de milho quanto a resisténcia a
helmintosporiose, fenologia, rendimento de graos e seus componentes, na presencga

€ auséncia de controle quimico de plantas ruderais.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Trés hibridos isogénicos da Dupont do Brasil S/A — Pioneer, pertencentes a
Biogene BG7060®, foram usados como tratamentos do presente estudo. O hibrido
BG7060 (NGM) nao possui transgenes e, por isso, foi usado como controle, por ser
uma cultivar hibrida convencional. O hibrido isogénico BG7060H (Hx) € portador dos
transgenes cry1F e pat (evento TC1507, tecnologia Herculex 1). O hibrido isogénico
BG7060HR (Hxrr) é portador do transgene cp4epsps (evento NK603, tecnologia
Roundup Ready 2), combinado ao evento TC1507 (AGBIOS, 2008). Os hibridos
isogénicos da série BG7060® sao hibridos triplos precoces, recomendados para a
regido sul do Brasil para a produgéo de graos e silagem. S&o responsivos ao uso de
fungicidas para o controle da cercosporiose, além de serem moderadamente
tolerantes a Exserohilum turcicum e as principais doengas fungicas do milho
(BIOGENE, 2016).

2.2 ENSAIO A CAMPO

Foram realizados trés experimentos em condigdes de campo, sendo o primeiro,
na safra 2013, e os demais, na safra 2016/2017. A area experimental esta situada na
latitude 27,41°S e longitude 48,32°0, na Fazenda Experimental da Ressacada da
Universidade Federal de Santa Catarina, localizada em Floriandpolis - Santa Catarina.
O clima da regiao é classificado como mesotérmico umido (Cfa Kdppen) e o solo é
classificado como Neossolo Quartzarénico Hidromorfico Tipico (EMBRAPA, 2006), de
acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos.

As condigdes de ambiente vigentes durante o periodo experimental da safra
2013 (03/03/2013 a 03/07/2013) apresentaram um total acumulado de chuvas de
522,5 mm, umidade relativa média de 81% e temperatura média de 20,3 °C, com
minima registrada de 8,4 °C e maxima de 31,8 °C (ICEA, 2017). Na safra 2016/2017,
a temperatura média durante o periodo de conducdo dos dois experimentos
(25/10/2016 a 25/03/2017) foi de 24 °C, com minima registrada de 13,3 °C e maxima
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de 36,7 °C. O total acumulado de chuvas nesse periodo foi de 583,8 mm e a umidade
relativa média foi de 81% (ICEA, 2017).

O experimento da safra 2013 foi conduzido em delineamento de blocos
completos casualizados, com trés repeti¢cdes e parcelas contendo quatro fileiras de 5
m lineares de comprimento, espacadas 1 m entre si. A area util da parcela foi de 4 m2,
excluindo 0,50 m de cada extremidade das duas fileiras centrais. O estande final foi
de seis plantas por metro linear, estabelecendo, assim, uma densidade final de 60.000
plantas ha'. O controle de plantas ruderais foi feito por meio de capinas manuais. A
corregéo com nitrogénio, fosforo e potassio foi efetuada com base em analise prévia
de solo por bloco experimental.

Os dois experimentos da safra 2016/2017 foram conduzidos em delineamento
em blocos completos casualizados, com quatro repeticdes e parcelas contendo quatro
fileiras de 4 m lineares de comprimento, espacadas 0,80 m entre si. As duas fileiras
centrais constituiram uma area util de parcela de 3,2 m2. O estande final foi de seis
plantas por metro linear, estabelecendo assim, uma densidade de 75.000 plantas ha-
1. A corregdo com nitrogénio, fosforo e potassio desses dois experimentos foi efetuada
com base em analise prévia de solo e recomendacido do Manual de Adubacao e de
Calagem para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (ROLAS, 2004),
para a cultura do milho.

Para verificar o efeito do uso do herbicida sobre alguns atributos de importancia
agrondmica e adaptativa do milho, foram adotadas estratégias distintas de controle
das plantas ruderais, nos experimentos conduzidos na safra 2016/2017. Em um
experimento foi aplicada dose Unica do herbicida Finale, na base de 2,0 L ha™' (200 g
L' de glufosinato de aménio) + 0,2% v/v de 6leo mineral Joint Oil AgroSciences,
quando as plantas ruderais das parcelas cultivadas com os hibridos Hx e Hxrr estavam
com um par de folhas e as plantas de milho estavam em estadio vegetativo V4 4 V5.
No outro experimento, as plantas ruderais foram controladas por meio de capinas

manuais.
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2.3 AVALIACAO EXPERIMENTAL

O experimento conduzido na safra 2013 tinha como objetivo inicial avaliar
apenas o efeito da transgenia sobre a estrutura da diversidade das comunidades de
microrganismos endofiticos da folha do milho, cujo tema foi publicado por Silva et al.
(2016a). Em razdo da ocorréncia natural da helmintosporiose nesse experimento, o
mesmo também foi usado para a realizagdo de uma primeira analise dos efeitos da
transgenia sobre a resisténcia da planta a este fitopatégeno por meio da avaliagéo da
severidade foliar (vide item 2.3.2).

A falta de dados na literatura dos efeitos da transgenia sobre fitopatdégenos
foliares nao alvo dos transgenes e os resultados preliminares obtidos nessa primeira
safra levaram ao planejamento dos dois experimentos adicionais, conduzidos na safra
2016/2017, mas por meio de inoculagdo controlada do patogeno, conforme
procedimentos descritos nos itens 2.3.1 e 2.3.2. Em ambos os experimentos dessa
mesma safra, ainda foram avaliados o florescimento masculino e feminino, o

rendimento de graos e seus componentes, conforme descrito no item 2.3.3

2.3.1 Coleta, isolamento, cultura monospérica e inoculagcao do patégeno

No inicio do ano de 2016, folhas contendo lesdes tipicas de helmintosporiose
foram coletadas em lavouras de milho da Fazenda Experimental da Ressacada, em
Florian6polis-SC. O isolamento do patégeno foi efetuado a partir de partes da folha
contendo lesbdes, mantidas em camara umida dentro de placas de Petri, em
temperatura ambiente por 24 horas. As partes da folha mais abundantes em
esporulacdo foram colocadas sobre vidro-relégio e, com auxilio de uma alga de
platina, as estruturas reprodutivas foram raspadas e, a seguir, diluidas em agua
destilada esterilizada. A suspensdo contendo os conidios foi entdo filtrada em gaze
estéril, para reter as demais estruturas e impurezas contidas sobre a folha lesionada
(SASSE, 2008).

Apos a filtragem, 10 uL do meio liquido foi pipetado e transferido em lamina oca
para a obtencao das culturas monosparicas. A localizagao dos conidios na lamina foi

efetuada com o auxilio de uma lente objetiva com aumento de 40x do microscépio
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optico. Uma vez localizado um conidio na lamina, este era “sugado” com pipeta e
transferido para placa de Petri, contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA).
O depdsito de um unico conidio ao meio de cultura também foi efetuado com auxilio
da mesma lente objetiva. As culturas monospdricas foram entdo mantidas em sala de
crescimento sob temperatura de 25 °C, no escuro, por sete dias (SASSE, 2008).

Para a obtenc&o do in6culo, foram utilizados grdos de sorgo como substrato,
acondicionados em frascos Erlenmeyers de 250 ml. Cada frasco recebeu 25 g de
graos mais 40 ml de agua destilada, para ambos serem autoclavados durante 30
minutos. Apos a autoclavagem, foram adicionados fragmentos de meio de cultura
BDA, contendo estruturas provenientes do cultivo monospérico de Exserohilum
turcicum. Apds a repicagem, o fungo foi incubado a 25 °C, no escuro, por 15 dias, até
a completa colonizagdo dos graos de sorgo. A partir do terceiro dia, cada frasco
Erlenmeyer foi agitado periodicamente para possibilitar a colonizagcdo mais
homogénea de todos os graos. Cerca de 20 graos do sorgo colonizado pelo fungo
foram adicionados em placas de Petri esterilizadas, contendo 10 ml de batata dextrose
agar (BDA). O material fungico foi incubado a 25 °C, no escuro, por sete dias e, apos
este periodo, as colénias geradas em cada placa foram “raspadas” e adicionadas a
100 mL de agua destilada em um béquer, até atingirem a concentragdo de 10*
esporos/mL, com auxilio de uma camara de Neubauer.

A inoculacao dos conidios foi realizada 36 dias apds a semeadura, em plantas
no estadio vegetativo V6 a V7. Para a inoculacgao, foi utilizado um pulverizador de
compressao prévia Guarany de 6 L, com bico atomizador adaptado (tipo magno conico
de 0,15 mm). Testes prévios foram realizados com este pulverizador usando apenas
agua, para determinar a quantidade total de suspensdo a ser utilizada durante a
inoculagdo. Para as condi¢gdes do presente estudo, foram utilizados 2 mL da
suspensao/planta. Considerando o total de 576 plantas, foram gastos 1,152 L de
solugdo mais 25%, chegando a um total de aproximadamente 1,5 L de solug¢ao para
os dois experimentos. A inoculagao do patégeno foi efetuada por meio de distribuicao
homogénea dessa suspensao em toda a area. Esta etapa foi realizada no fim da tarde,

sob baixa intensidade luminosa e na auséncia de precipitagdo pluviométrica.
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2.3.2 Severidade causada pela helmintosporiose

No experimento da safra 2013, as avaliacbes de severidade foliar foram
realizadas aos 105, 111, 123, 137 e 146 dias ap6s a semeadura (DAP), cujas datas
corresponderam aos estadios fenologicos reprodutivos compreendidos entre R3 (grao
pastoso) e R5 (graos duros). Foram avaliadas oito plantas aleatérias da area util da
parcela e todas as plantas avaliadas nessa primeira vez foram marcadas, para que as
mesmas fossem acompanhadas nas quatro avaliagbes posteriores. A severidade
foliar foi estimada a partir da avaliacdo de uma amostra de oito plantas da area util da
parcela, por meio de escala diagramatica elaborada por Bleicher (1988). Nessa
escala, a avaliagdo da percentagem do tecido foliar infectado por E. turcicum exibe
percentuais de lesdo de 0, 1, 3, 6, 10, 25, 50 e >50%. A partir da analise de trés folhas
por planta contendo lesdes, foi estimada a severidade média da doenga para a planta
inteira.

Nos dois experimentos da safra 2016/2017, foram avaliadas as variaveis
incidéncia (INCI), periodo de incubagao (INCU), periodo latente (LATE) e severidade
da doenga. A incidéncia foi medida em 10 plantas da parcela util (cinco em cada fileira
da parcela util), 14 dias apds a inoculagao dos fungos e, a partir disso, foi estimada a
porcentagem ou frequéncia relativa das plantas afetadas com a doenga. O periodo de
incubacao foi considerado como o tempo (em dias) decorrido da inoculagédo até o
aparecimento dos primeiros sintomas. O periodo latente foi avaliado com auxilio de
uma lupa (10x aumento) e medido com base no tempo (em dias) decorrido da
inoculagao até a esporulacéo (FERREIRA et al., 2017). As avaliagbes de severidade
foram realizadas aos 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98 e 105 DAP, ou seja, entre os estadios
fenoldgicos vegetativo V6 (6 folnas completas) e reprodutivo R5 (graos duros). Foram
avaliadas 20 plantas aleatdrias da parcela util e, de maneira similar ao experimento
da safra 2013, todas as plantas avaliadas pela primeira vez foram marcadas, para que
as mesmas fossem avaliadas nas demais avaliagdes.

A severidade foliar dos experimentos da safra 2016/2017 foi estimada por meio
de escala diagramatica elaborada pela AGROCERES (1996). Nessa escala, a
avaliagao da percentagem do tecido foliar infectado por Exserohilum turcicum exibe

percentuais de lesdo de 0, 1, 3, 6, 10, 25, 50 e >50%. As plantas foram divididas em
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trés tergos (inferior, mediano e superior) e de cada ter¢o foram avaliadas trés folhas
para a inferéncia do progresso da doenga. A severidade média de cada planta foi
estimada a partir da média das nove folhas.

A evolucao da doenca, para os trés ensaios, foi estimada através da area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD), com base nos dados de severidade

obtidos em cada avaliagdo e aplicado a férmula de Campbell e Madden (1990):

AACPD = Y1 (Yi“”")f"“”"), Onde: Yi = severidade da doenga na época de

avaliacdo i (i=1,2...n); Y i+1 = severidade da doenga na época de avaliagéo i+1; Ti =

época da avaliacao i; Ti+1= época de avaliagao i+1 e; n = numero total de observacgoes.
2.3.3 Caracteres Fenolégicos e Agronémicos

Para os dois ensaios conduzidos na safra 2016/2017, além da severidade da
doenca, foram avaliados alguns caracteres fenolégicos e agronémicos. As variaveis
fenoldgicas avaliadas foram florescimento masculino (FM) e florescimento feminino
(FF). Para o FM, foi considerado o tempo (em dias) transcorrido da emergéncia até
50% + 1 de plantas da parcela util contendo anteras liberando pdélen. Para o FF, foi
considerado o tempo (em dias) da emergéncia até 50% + 1 de espigas da parcela util
contendo estigma e estiletes expostos. As variaveis agrondmicas avaliadas foram
rendimento de graos e seus componentes, tal como numero de graos por fileira na
espiga (NGF), comprimento da espiga (CE), didametro da espiga (DE), didametro do
sabugo (DS), peso da espiga com palha (PECP), peso da espiga sem palha (PESP)
e peso de 1000 graos (P1000). Para os caracteres numero de graos por fileira,
didmetro da espiga (cm), didmetro do sabugo (cm), peso da espiga com palha (kg) e
peso das espigas sem palha (kg), foram consideradas as espigas de 20 plantas da
parcela util, sendo 10 plantas marcadas com fita vermelha, em cada uma das duas
fileiras. Para a caracteristica peso de 1000 graos (g), foram debulhadas as espigas
das 20 plantas da parcela util e aleatoriamente feita a contagem de 1000 graos para
posterior pesagem. A produtividade (PROD) foi estimada em t ha-! de gréos, a partir

da colheita e debulha manual de todas as espigas da parcela util de 3,2 m2.
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2.4 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise de variancia individual para o experimento da safra 2013 (controle
manual das invsoras) e para os dois experimentos da safra 2016/2017 (controle
manual de invasoras e controle quimico das invasoras) seguiu o modelo misto,
considerando a equacgado estatistica matematica: Yij = p + ti + bj + eij, onde Yij
corresponde a observacao do i-ésimo tratamento (i = 1, 2,...,15) do j-ésimo bloco (j =
1, 2 e 3); ¥ € a média geral do experimento (constante); ti € o efeito dos tratamentos
(fixo); bj é o efeito dos blocos (aleatério); eij € o efeito aleatério associado ao erro
experimental. A diferenca entre os tratamentos foi calculada pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro, quando o teste de F foi significativo ao mesmo nivel de
significancia.

Para as analises de grupos de experimentos, conduzidos em diferentes manejos
e na mesma safra ou em safras diferentes, foi considerado o modelo misto matematico
Yijk = p + ti + mk + tmij + bj(k) + eijk, onde Yijk é a observacgao do i-ésimo tratamento
(i=1,2,..,5) do j-ésimo bloco (j = 1, 2, 3, 4) e do k-ésimo manejo (k =1, 2,3,4); ué
a média geral (constante); ti é o efeito de tratamento (fixo); |k € o efeito de manejos
(fixo); tlij € o efeito da interagdo entre tratamento e manejo (fixo); bj(k) € o efeito de
blocos dentro de manejos, suposto aleatorio; eijk é efeito aleatorio associado ao erro
experimental.

Para calcular a AACPD em funcgao do tempo, foi utilizado o modelo de regressao

linear:
Yi=/lo + Giwi +5i. para 1=1.....n. onde: Yi: é uma variavel aleatdria e representa
o valor da variavel resposta (variavel dependente) na i-ésima observacao; i:
representa o valor da variavel explicativa (variavel independente, variavel regressora)
na i-ésima observacao; fi: € uma variavel aleatoria que representa o erro experimental;
¥ e P1: sd0 os parametros do modelo, que serdo estimados, e que definem a reta de
regressao; n: € o tamanho da amostra.

As anadlises individuais e conjuntas foram efetuadas com o programa
STATISTICA 13.3 (TIBCO, 2017) e as analises de regressdo com o programa R (R
TEAM, 2017).


http://www.portalaction.com.br/probabilidades/variaveis-aleatorias
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3.0 RESULTADOS

3.1 EFEITOS DA TRANSGENIA SOBRE A RESISTENCIA A HELMINTOSPORIOSE

A Tabela 2 contém os resultados das analises de variancia individuais e conjunta
para as variaveis incidéncia (INCI), periodos de incubagéo (INCU) e laténcia (LATE),
avaliadas em dois experimentos conduzidos na safra 2016/2017, com os trés hibridos
isogénicos da série BG7060, na presenga e auséncia do HBGA. A estimativa dos
coeficientes de variacdo de cada experimento, em valores percentuais, variou de
33,73 (com aplicagao de herbicida - C/H) a 40,81 (sem aplicagao de herbicida - S/H),
6,17 (C/H) a 8,62 (S/H) e 10,67 (C/H) a 15,99 (S/H), para as variaveis INCI, INCU e
LATE, respectivamente, indicando que os fatores de variagcdo ndo controlados pelo
experimento foram mais pronunciados para o ambiente manejado sem o uso de
herbicida e, principalmente, para a variavel INCI (Tabela 2). Os hibridos isogénicos
diferiram significativamente entre si (p < 0,05) pelo teste F para as variaveis INCI,
INCU e LATE, tanto nas analises efetuadas individualmente para cada sistema de
controle de plantas ruderais (com HBGA - C/H e por meio de capinas manuais - S/H),
como na analise conjunta dos dois experimentos conduzidos sob diferentes sistemas
de manejo. Entretanto, para essas mesmas varidveis, as diferencas ndo foram
significativas para os efeitos associados aos sistemas de manejo e a interacdo dos
hibridos (gendtipos) com os ambientes de manejo (Tabela 2).

O hibrido isogénico NGM destacou-se em relagdo aos demais hibridos (Hx e
Hxrr), considerando que o valor médio dos dois experimentos para INCI foi
significativamente inferior aos valores médios dos hibridos Hx (5,4 vezes menor) e
Hxrr (14,2 vezes menor). Por outro lado, para a variavel INCU, o valor médio do hibrido
NGM foi significativamente superior as médias dos hibridos Hx (1,1 vezes maior) e
Hxrr (1,4 vezes maior) e, para LATE, o valor médio do hibrido NGM foi superior a
média do hibrido Hxrr (1,5 vezes maior). Essa tendéncia entre as médias dos trés
hibridos também foi observada nas analises individuais para as trés variaveis,
independentemente de o sistema de manejo das plantas ruderais ter sido efetuado

quimicamente ou por meio de capinas manuais.
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Tabela 2. Médias dos hibridos isogénicos de milho NGM (n&o geneticamente modificado), Hx (portador do eventoTC1507), Hxrr (portador dos eventos TC1507

+ NK603) para as variaveis incidéncia (INCI), periodo de incubagao (INCU) e laténcia (LATE), avaliadas experimentalmente em dois sistemas de manejo de

plantas ruderais. Florianépolis-SC, safra 2016/2017.

Hibridos INCI (%) INCU (dias) LATE (dias)
SH C/H Media'  S/H CH Média'  S/H CH Média’

NGM 475b  350b  413c 225a  22,75a 2263a 2825a  2800a 28.13a

Hx 2375b  21,25b 22,50b 19,75a 22,00a 19,88b 24,75ab  2625a  2550ab

Hxrr 60,00a 57,50a 5875a 16,00b  16,75b  16,13c _ 19,50b _ 18,50b 19,00 b

Média? 29,50 27,42 19,42 20,50 24,17 24,25

CV (%) 4081 3373 8,62 6,17 1599 10,67

Gen (ind.)* 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,002

Gen (conj.)® 0,000 0,000 0,000

Ambiente’ 0,64" 0,667 0,957

Int. GxA 0,997 1,0 0,697

Média da analise conjunta dos dois sistemas de manejos. 2Média de cada sistema de manejo. 3Coeficiente de variagdo das analises de variancia individul. 4
Efeito de cada manejo de plantas ruderais (p valor). 5Efeito dos dois manejos de plantas ruderais (p valor). 8Efeito entre sistemas de manejo das plantas
ruderais da andlise conjunta (p valor). "Efeito da interagdo genétipo x sistema de manejo (p valor); "N&o significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste
F. As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. S/H:
capina manual; C/H: aplicagéo do herbilida glufosinato de amdnio.
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Com base nesses resultados, pode-se afirmar que a transgenia diminuiu a
capacidade da planta resistir ao patégeno, nessa etapa inicial de estabelecimento da
doenca, e de forma mais contundente no hibrido transgénico Hxrr, portador de uma
maior quantidade de transgenes/eventos (cry1F, pat, cp4epsps/TC1507, NK603), em
relacdo ao hibrido Hx (cry1F, pat/TC1507). Considerando que a diferenga genética
entre os trés hibridos decorre somente da auséncia de transgenes ou da insergcao de
um ou dois eventos combinados, entdo as variagdes do grau de resisténcia entre os
trés hibridos, nessa fase incial de estabelecimento da helminthosporiose, pode ser
atribuida a trangenia e sobretudo ao piramidamento de eventos/transgenes.

Os hibridos isogénicos formaram trés grupos distintos, considerando a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), estabelecida a partir da analise
de regressao da severidade foliar no tempo nas duas safras (2013 e 2016/2017) e
dois sistemas de manejo de plantas ruderais (S/H e C/H) (Tabela 3; Figura 7). Os
valores estimados para os coeficientes de determinagao da regressao (r?) foram iguais
ou superiores a 93%. Isso indica um bom ajuste das equagdes de regressao linear
aos dados de severidade avaliados no tempo, para todos os tratamentos, safras e
sistemas de manejo de plantas ruderais.

Os maiores valores de AACPD foram estimados para os hibridos cultivados no
ambiente manejado com herbicida, no experimento conduzido na safra 2016/2017. O
segundo grupo com os maiores valores de AACPD, mas inferiores em relagdo ao
grupo anterior, foram formados pelos hibridos isogénicos cultivados na mesma safra,
mas cujas plantas ruderais foram controladas por meio de capinas manuais. Por este
mesmo sistema de manejo foi conduzido o experimento da safra 2013 e, nesse caso,
o valor médio da AACPC para os hibridos foram menores, mas nao significativamente
diferentes do segundo grupo avaliado na safra 2016/2017 e no mesmo sistema de
manejo. Esses resultados indicam que o grau médio de resisténcia dos hibridos esta
associado ao sistema de manejo das plantas ruderais, independentemente do
genotipo e da safra, e que uma maior resisténcia € manifestada pelos hibridos
cultivados em ambiente manejado por capina manual (Tabela 3; Figura 7).
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Tabela 3. Médias dos hibridos isogénicos de milho NGM (n&o geneticamente modificado), Hx (portador do eventoTC1507), Hxrr (portador dos eventos TC1507

+ NK603) para a variavel AACPD da helmintosporiose, avaliadas experimentalmente em dois sistemas de manejo de plantas ruderais. Floriandpolis-SC, safras

2013 e 2016/2017.
AACPD
Hibridos ngé% Safra 2013 ngg% Safra 2013 2(?%;?7
S/H C/H Média’ SH S/H Média’ SH C/H Média’
NGM 168833 191898  1803,66 130002b 168833 149418 130002b 191898 180366
HX 1633.66 195157  1792.62 163368a 163366 163367 163368a 195157 179262
HXr 160235 194856 177546 172259a  1602.35 166247 172259a 194856 177546
MédiaZ 1641 45A  1939,70B 1552.10 1641.45 1552,10A  1939.70B
CV (%) 17.33 8.36 9,25 17.33 9.25 8,36
Gen (ind)¥ 1,00 1,00 0.01 1,007 0.01 1,007
Gen (conj.)® 0,89 0,15" 0,06"s
Ambiente® 0.00 0.127s 0.05
Int. GxA? 0,967 0.217 0227

'Média da analise conjunta dos dois sistemas de manejos. 2Média de cada sistema de manejo. 3Coeficiente de variagdo das analises de variancia individul. *
Efeito de cada manejo de plantas ruderais (p valor). 5Efeito dos dois manejos de plantas ruderais (p valor). 8Efeito entre sistemas de manejo das plantas
ruderais da andlise conjunta (p valor). "Efeito da interag&do genétipo x sistema de manejo (p valor); "N&o significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste
F. As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. S/H:

capina manual; C/H: aplicagéo do herbilida glufosinato de aménio.
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Figura 7. Regressbes lineares da severidade da helmintosporiose (AACPD) para trés hibridos
isogénicos em dois sistemas de manejo das plantas ruderais (sem aplicagdo de herbicida-S/H e com
aplicagao do herbicida.
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Fonte: O autor.

Os hibridos isogénicos diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para a
AACPD, apenas no experimento conduzido na safra 2013 e, nesse caso, a AACPD
foi calculada com base nas avaliagdes de severidade da helmintosporiose efetuadas
aos 105, 111, 123, 137 e 146 DAP (Tabela 3). O hibrido convencional (NGM), nesse
mesmo experimento, foi mais resistente do que os dois hibridos isogénicos
transgénicos (Hx e Hxrr), fato esse evidenciado por uma estimativa de AACPD cerca
de 16% menor do que a média geral do experimento conduzido naquela safra. Por
outro lado, em ambos os experimentos conduzidos na safra 2016/2017, os hibridos
isogénicos nao diferiram significativamente entre si para essa mesma variavel, a partir
de avaliacdes de severidade efetuadas aos 55, 63, 70, 77, 84, 91, 98 e 105 DAP
(Tabela 3; Figura 7). Esses resultados evidenciam que é possivel discriminar a
resisténcia a helminthosposirose dos hibridos isogénicos entre si quando os sintomas
da doenca iniciam em estadios mais avancados do desenvolvimento da planta, tal
como ocorreu no experimento da safra 2013, em condi¢des naturais de ocorréncia da
helminthosporiose. Note que no experimento da referida safra, a doenga manifestou-
se naturalmente apods os florescimentos masculino e feminino, enquanto nos

experimentos conduzidos na safra 2016/2017, em presenca e auséncia de controle
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quimico das plantas ruderais, o patégeno foi inoculado aos 36 DAP, quando as plantas
ainda se encontravam entre os estadios vegetativos V6 a V7 (Figura 7).

Para a analise conjunta dos experimentos conduzidos sob diferentes sistemas
de manejo das plantas ruderais, seja da mesma safra (2016/2017) ou de diferentes
safras (2016/2017 e 2013), as diferengas ocorreram entre os sistemas de manejo das
plantas ruderais (Tabela 2), reforcando mais uma vez a influencia do sistema de
manejo usado para o controle das plantas ruderais sobre a reagao de resisténcia da
planta a helmintosporiose. Na safra 2016/17, os hibridos isogénicos NGM, Hx e Hxrr,
avaliados no ambiente manejado com HBGA, apresentaram estimativas médias de
AACPD aproximadamente 15% maiores do que a média dos hibridos isogénicos
cultivados no ambiente manejado por meio de capinas manuais. Os hibridos avaliados
em safras distintas (safras 2016/2017 e 2013) e por meio de manejos distintos das
plantas ruderais também mostraram essa mesma tendéncia, tanto que a média da
AACPD, estimada para os hibridos avaliados no experimento manejado com
herbicida, foi =21% maior do que a média dos hibridos cultivados apenas com auxilio
de capinas manuais (Tabela 3).

Os resultados da Tabela 3 ainda evidenciam que a aplicagdo de HBGA
compromete n&o apenas a resisténcia a helminthosporiose dos hibridos transgénicos,
mas também do hibrido convencional (NGM), que compartilha do mesmo ambiente
experimental manejado quimicamente por proximidade espacial. A esse respeito €
relevante destacar que o hibrido convencional (NGM) nao recebeu a aplicacéo do
herbicida em nenhum dos dois experimentos conduzidos na safra 2016/2017, pelo
fato de nao ser portador do transgene pat, que confere tolerancia ao HBGA. Porém,
assim como os hibridos transgénicos (Hx e Hxrr), o valor da AACPD foi maior para o
hibrido NGM cultivado no experimento manejado na presenca de HBGA, nas parcelas
correspondentes aos hibridos tranasgénicos (Hx e Hxrr) (Tabela 3). Esses resultados
sdo intrigantes e sugerem que os gendtipos de milho mais resistentes a
helmintosporiose, em ambientes sob menor pressdo de indculo no seu entorno,
podem ser afetados negativamente quando cultivados proximos a gendtipos mais
afetados pela doenga, em decorréncia do uso de tecnologia quimica para controle de
plantas ruderais. O impacto do controle quimico das plantas ruderais sobre a

resisténcia a helmintosporiose € uma preocupacao relevante para aquelas regides
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com rica diversidade genética, onde convivem dois sistemas tecnologicos

contrastantes de produc¢ao de milho.

3.2 EFEITOS DA TRANSGENIA SOBRE OS ESTADIOS FENOLOGICOS,
RENDIMENTO DE GRAOS E SEUS COMPONENTES

A Tabela 4 contém os resultados das analises de variancia individuais e conjunta
para os caracteres florescimento masculino (FM) e florescimento feminino (FF),
expressos em graus-dias, avaliados a partir de trés hibridos isogénicos da série
BG7060, em dois manejos de plantas ruderais. Os valores estimados para o
coeficiente de variagdo de cada experimento variaram de 1,94% (S/H) a 3,05% (C/H)
e de 2,97% (S/H) a 2,69% (C/H), para as variaveis FM e FF, respectivamente,
indicando que os fatores de variagdo nao controlados pelas técnicas experimentais

foram de pequena magnitude.

Tabela 4. Médias dos hibridos isogénicos de milho NGM (ndo geneticamente modificado), Hx (portador
do eventoTC1507), Hxrr (portador dos eventos TC1507 + NK603) para as variaveis fenologicas
florescimento masculino (FM) e florescimento feminino (FF), avaliadas experimentalmente em dois

sistemas de manejo de plantas ruderais. Florianépolis-SC, safra 2016/2017.

Hibridos FM (graus-dias) FF (graus-dias)
S/H C/H Média’ S/H CH Média’
NGM 745,03 795,03 770,03 769,78 851,33 810,55
Hx 761,45 761,53 761,49 794,73 836,70 815,71
Hxrr 749,15 786,50 767,83 769,70 848,13 808,91
Média? 751,87 781,02 778,07 845,38
A B A B
CV (%)3 1,94 3,05 2,97 2,69
Gen (ind.)* 0,3 0,20"s 0,28"s 1,00"s
Gen(con;.)® 0,60" 0,93"s
Ambiente® 0,01 0,00
Int. GXA’ 0,10 0,17 s

"Média da analise conjunta dos dois sistemas de manejos. 2Média de cada sistema de manejo.
3Coeficiente de variagdo das analises de variancia individul. 4 Efeito de cada manejo de plantas ruderais
(p valor). 5Efeito dos dois manejos de plantas ruderais (p valor). 6Efeito entre sistemas de manejo das
plantas ruderais da analise conjunta (p valor). "Efeito da interagdo genoétipo x sistema de manejo (p
valor); "Nao significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F. As médias seguidas pela mesma
letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. S/H: capina manual; C/H: aplicagdo do herbilida glufosinato de aménio.
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Os hibridos isogénicos nédo diferiram entre si para os dois caracteres fenoldgicos
(FM e FF), mas as diferencas significativas foram detectadas entre sistemas de
manejo de plantas ruderais (p < 0,05), para essas mesmas variaveis. Os hibridos
isogénicos cultivados no experimento manejado com HBGA apresentaram maiores
valores de graus-dias para o florescimento masculino (4% maior) e feminino (8%
maior), em relagédo aos hibridos sob o manejo de plantas ruderais por meio de capinas
manuais. Neste caso, a presenga do HBGA gerou um prolongamento maior do
florescimento masculino, em 30 graus dias, e do florescimento feminino, em 70 graus
dias.

Para o rendimento de grédo (PROD) e seus componentes (NGF, CE, DE, DS,
PECP, PESP e P1000), ndo foram constadatas diferencas significativas entre os trés
hibridos isogénicos, independentemente do sistema de manejo das plantas ruderais,
exceto para a variavel DE, avaliada a partir dos hibridos cultivados no experimento
manejado por meio de capinas manuais. Nesse caso, um menor didmetro de espiga
foi observado para o hibrido convencional, sendo aproximadamente 1% menor do que
a estimativa da média de tratamentos daquele experimento. Assim como foi
observado para os atributos fenolégicos, em geral, as diferengas foram significativas
pelo teste F (p < 0,05) apenas entre os sistemas de manejo das plantas ruderais
(Tabelas 5 e 6). Os valores estimados para os coeficientes de variagdo de cada
experimento, em percentagem da média geral, variaram de 8,80 (S/H) a 5,67 (C/H),
de 7,20 (S/H) a 5,89 (C/H), de 3,94 (S/H) a 4,13 (C/H), de 3,74 (S/H) a 4,73 (C/H), de
15,23 (S/H) a 12,79 (C/H), de 15,42 (S/H) a 13,78 (C/H), de 7,47 (S/H) a 6,65 (C/H) e
de 16,25 (S/H) a 24,03 (C/H), para as variaveis NGF, CE, DE, DS, PECP, PESP,
P1000 e PROD, nessa ordem (Tabelas 5 e 6).

No experimento submetido ao manejo das plantas ruderais com a aplicagao de
HBGA, as médias de tratamentos foram inferiores para todas as variaveis, em
comparagao as medias estimadas a partir do experimento manejado por meio de
capinas manuais, cujos valores aproximados foram menores para as variaveis NGF
(8%), CE (6%), DE (8%), DS (6%), PECP (24%), PESP (25%), P1000 (18%) e PROD
(31%), respectivamente (Tabela 4). A variavel PROD foi a que apresentou a maior
perda (31%), no ambiente manejado com a adigao de HBGA. Esses dados sugerem

que a adicao de HBGA para o controle quimico das plantas ruderais, em cultivo com
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milho acometido pela helmintosposriose, prejudica o desempenho agronémico do
milho independente da presenga ou auséncia e do numero de transgenes/eventos que
os hibridos possuem. Considerando que o hibrido convenecional ndo foi manejado
com HBGA em ambos os experimentos, a menor performance agronémica do hibrido
NGM no experimento manejado quimicamente pode ter sido um efeito indireto da
maior presséo de indculo proveniente dos tratamentos mais suscetiveis (Hx e Hxrr)

manejados quimicamente no mesmo experimento.



Tabela 5. Médias dos hibridos isogénicos de milho NGM (n&o geneticamente modificado), Hx (portador do eventoTC1507), Hxrr (portador dos eventos TC1507

+ NK603) para as variaveis NGF (numero de graos por fileira), CE (comprimento da espiga), DE (didmetro da espiga) e DS (didmetro do sabugo), avaliadas

experimentalmente em dois sistemas de manejo de plantas ruderais. Florianépolis-SC, safra 2016/2017.
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Hibridos NGF CE (cm) DE (cm) DS (cm)
S/H CH Média' S/H CH Média S/H CH Média S/H C/H Média
NGM 32,33 28,58 30,45 15,64 14,64 15,14 45,24b 41,75  43.39 27,01 25,87 26,44
Hx 31,01 30,28 30,65 15,30 14,51 14,90 45,72a 42,79  44.26 27,35 26,35 26,85
Hxrr 32,22 28,71 30,46 15,58 14,56 15,07 46,32a 41,87  44.09 28,24 2553 26,88
Média? 31,85A 29,19B 15,51A  14,57B 45,76A  42,07B 27,53A  25,92B
cv3 8,80 5,67 7,20 5,89 3,94 4,13 3,74 4,73
Gen.(ind.)* 1,00 0,11m 1,00 0,06" 1,00ms 0,19 0,29 0,25
Gen(conj)® 0,98m 0,89 0,55 0,71m
Ambiente® 0,02 0,04 0,00 0,00
GxA’ 0,41ns 0,97 0,66" 0,30ns

Média da analise conjunta dos dois sistemas de manejos. 2Média de cada sistema de manejo. 3Coeficiente de variagdo das analises de variancia individul. 4
Efeito de cada manejo de plantas ruderais (p valor). 5Efeito dos dois manejos de plantas ruderais (p valor). 8Efeito entre sistemas de manejo das plantas
ruderais da andlise conjunta (p valor). "Efeito da interag&do genétipo x sistema de manejo (p valor); "N&o significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste
F. As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. S/H:

capina manual; C/H: aplicagéo do herbilida glufosinato de aménio.
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Tabela 6. Médias dos hibridos isogénicos de milho NGM (n&o geneticamente modificado), Hx (portador do eventoTC1507), Hxrr (portador dos eventos TC1507

+ NK603) para as variaveis rendimento de grdos e seus componentes, PECP (peso das espigas com palha), PESP (peso das espigas sem palha), P1000

(peso de mil graos) e PROD (produtividade), avaliadas experimentalmente em dois sistemas de manejo de plantas ruderais. Florian6polis-SC, safra 2016/2017.

Hibridos PECP (Kg) PESP (Kg) P1000 (g) PROD (t. ha)

SH CH Média SH CH  Média SH C/H Média  S/H CH  Média
NGM 343 248 295 3,08 217 263 268,15 206,82 23749 13,43 866 11,05
Hx 319 257 288 2,89 229 259 24306 204,82 22394 1226 9,14 10,70
Hxrr 334 253 293 304 228 266 25143 217,13 23428 1338 9,00 11,19
Média? 3,32A 2,52B 2,24B 25421A  209,50B 13,0A  8,9B

3,00A

C\V?3 1523 12,79 15,42 13,78 7,47 6,65 16,25 24,03
Gen. (ind.)* 1,00 1,007 1,00 1,00 0,24 1,00 1,00 1,00
Gen (conj.)? 0,041 0,031 0,277 0,907
Ambiente® 0,00 0,00 0,00 0,00
GxA7 0,75 0,740 0,250 0,730

"Média da analise conjunta dos dois sistemas de manejos. 2Média de cada sistema de manejo. 3Coeficiente de variagdo das analises de variancia individul. 4
Efeito de cada manejo de plantas ruderais (p valor). 5Efeito dos dois manejos de plantas ruderais (p valor). SEfeito entre sistemas de manejo das plantas
ruderais da analise conjunta (p valor). "Efeito da interagcao gendtipo x sistema de manejo (p valor); "Nao significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste
F. As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna n&o diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. S/H:
capina manual; C/H: aplicagéo do herbilida glufosinato de amdnio.
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4.0 DISCUSSAO

4.1 EFEITOS DA TRANSGENIA SOBRE A RESISTENCIA A HELMINTOSPORIOSE

Trabalhos que avaliam a resisténcia das plantas a patégenos fungicos, como
organismos nao-alvo das cultivares transgénicas, sdo escassos e 0s poucos estudos
disponiveis na literatura, em geral, ndo mostram o efeito da presenca dos transgenes
ou da transgenia sobre a reacdo da planta e consequente desenvolvimento de
doencas foliares. Os poucos estudos publicados sobre patossistemas envolvendo
doencas fungicas e plantas transformadas geneticamente analisam os efeitos dos
eventos/transgenes sobre as interagdes de resisténcia do milho a fungos do género
Fusarium (CLEMENTS et al. 2003; GATCH; MUNKVOLD, 2002; MUNKVOLD;
HELLMICH, 1999; MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997; MUNKVOLD et al. 1997). Com
relagcdo aos efeitos causados pelos eventos TC1507 e NK603 sobre a severidade
foliar da helmintosporiose do milho, os trabalhos s&o inexistentes. Essa constatacéo
reforca a necessidade de pesquisas envolvendo as interagdes estabelecidas entre
microrganismos, plantas e transgenes.

No ambito foliar, a escassez de estudos também ocorre para as interagcdes entre
microrganismos endofiticos e plantas transgénicas. Esses microrganismos
estabelecem intima interagao simbidticas com as plantas hospediras, podendo trazer
beneficios para o crescimento de raizes, aumento de area foliar e absorgao de
nutrients e agua, adaptagcdo para as plantas expostas a condigbes abidticas de
ambientes adversos (NAVEED et al., 2014; WORCHEL et al., 2013; REDMAN et al.,
2011) e beneficios para os mecanismos de defesa da planta frente aos fatores de
estresse bidtico (GANLEY et al., 2008; HARDOIM et al., 2008; AZEVEDO et al., 2000;
VAN LOON et al, 1998). A intima interagdo simbidtica planta-endéfitos sao
interessantes para estudos de efeito da transformagdo genética sobre e o
comportamento das plantas, considerando que as alteragdes da diversidade das
comunidades endofiticas podem acarretar mudancas significativas sobre a
capacidade de crescimento e adaptagdo da planta (VANDENKOORNHUYSE et al.,
2015; KIERS; VAN HEIJDEN, 2006), tal como a reagdo de resisténcia aos
fitopatdgenos.

Um estudo conduzido por Silva et al. (2016a) mostra os efeitos da transgenia a

partir de interagdes planta e microrganismos endéfiticos da folha do milho. Os autores
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analisaram a estrutura das comunidades dos enddfitos foliares bacterianos e fungicos
usando os mesmos hibridos isogénicos transgénicos (Hx e Hxrr) e convencional
(NGM) do presente estudo, além de uma variedade crioula de milho conservada por
agricultores do Extremo Oeste de Santa Catarina, no Sul do Brasil. Os resultados
mostraram que os fungos sao os enddfitos foliares do milho que sofrem alteragdes na
estrutura de suas comunidades, em fungdo do gendtipo da planta, da presenga e
auséncia de transgenes e da quantidade de transgenes/eventos inseridos na planta
transformada geneticamente. No entanto, a pesquisa realizada por esses autores néo
analisou se essas alteragbes das comunidades endofiticas traziam algum prejuizo ao
crescimento, desenvolvimento, desempenho e adaptagao do milho. A esse respeito,
o experimento da safra 2013 do presente estudo fornece importantes evidéncias, uma
vez que este foi 0 mesmo experimento no qual Silva et al. (2016) realizaram suas
pesquisas.

Os dados mostraram que existe uma forte associagao entre genétipos do milho,
comunidades de enddfitos e resisténcia a helmintosporiose, considerando os
seguintes aspectos: (i) nos estadios vegetativos, o hibrido convencional foi
diferenciado dos dois hibridos transgénicos (Hx e Hxrr) quanto a estrutura das
comunidades de fungo endofiticos (SILVA et al., 2016a), enquanto que no presente
estudo na safra 2013, foram constatadas diferengas correspondentes ao grau de
resisténcia (AACPD) a helmistosporiose entre os mesmos hibridos (Tabela 3; Figura
1); (ii) no estadio reprodutivo R1, o hibrido Hxrr se diferenciou dos demais hibridos
isogénicos (NGM e Hx) quanto aos enddfitos fungicos foliares (SILVA et al., 2016a),
enquanto no presente estudo esse hibrido apresentou maior suscetibilidade a
helminthosporiose em relagdo aos hibridos NGM e Hx (Tabela 3; Figura 7). Essas
constatacbes sao evidéncias de que a menor resisténcia a helmintosporiose
apresentada pelos hibridos Hx e Hxrr (p < 0,05), em relagao a versao isogénica NGM
(Tabela 3; Figura 7), pode estar associada a estrutura particular das comunidades
foliares dos enddfitos desses hibridos, nos estadios vegetativos (Silva et al., 2016a).
Embora a AACPD de Hxrr nao tenha diferido significativamente de Hx, o menor grau
de resisténcia de Hxrr (Tabela 3; Figura 7), em relagdo aos demais hibridos
isogénicos, pode estar associado a estrutura diferenciada de comunidades de
endofitos fungicos foliares, no estadio reprodutivo R1 (Silva et al., 2016a). Essa
tendéncia sugere que o piramidamento de transgenes/eventos em Hxrr proporcionou

uma maior redugao da resisténcia do milho a helmisthosporiose.
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Esse comportamento inferior do hibrido Hxrr em relagdo aos demais também se
repetiu nos dois experimentos conduzidos na safra 2016/2017, a partir da avaliagao
da incidéncia (INCI) e dos caracteres monociclicos da helmintosporiose (INCU e
LATE), mas n&o para a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Os
maiores periodos de incubacdo e laténcia e a menor incidéncia (p < 0,05),
apresentados pelo hibrido isogénico convencional (NGM), sugerem que a transgenia
favorece o estabelecimento inicial da helmintosporiose, principalmente para o hibrido
transgénico Hxrr, que acumula a combinagao de dois eventos (Tabela 2). Entretanto,
nesses dois experimentos da safra 2016/2017, n&o foi objeto de analise associar as
mudancas das comunidades de enddfitos foliares a reagao de resisténcia da planta a
esse patogeno.

O desenvolvimento de uma piramide de transgenes tem sido uma estratégia
usada para o controle de fatores bidticos sob a alegagdo da presenca de efeitos
sinergéticos decorrentes da combinagdo das proteinas produzidas pelas plantas
portadoras de transgenes combinados em um mesmo gendtipo (ALZATEMARIN et
al., 2005; KELLY et al., 1994). Todavia, esses estudos desconsideram os efeitos
negativos dessas combinag¢des de genes exdgenos sobre a expressao de outros
caracteres da planta, sobretudo com relagdo a reagao sobre organismos nao alvo dos
transgenes. Exemplo dessa assertiva foi fornecido pelo trabalho de Bowers et al.
(2013), que avaliou os efeitos dos transgenes cry1Ab e vip3Aa separadamente e
piramidados, em grdaos de milho transgénicos contaminados pela micotoxina
fumonisina, derivada de fungos do género Fusarium. A produgdo combinada das
proteinas dos transgenes cry71Ab e vip3A é considerada uma técnica promissora para
a construgcdo de plantas piramidadas, visando o controle simultaneo das espécies
Anticarsia gemmatalis (lagarta-da-soja) e Chrysodeixis includens (lagarta falsa-
medideira), pois, quando combinados, os transgenes supostamente apresentam
efeito sinergético sobre o controle das pragas do milho alvejadas pelo transgénico. No
estudo realizado por Bowers et al. (2013), os autores observaram que a combinagao
de ambos os transgenes em um unico gendtipo torna a planta mais propensa a
produzir graos de baixa qualidade e com elevado percentual de danos por fumonisina,
em comparacido aos hibridos que expressam as proteinas individuais destes dois
transgenes.

Em outro trabalho realizado por Londo et al. (2011), com intuito de examinar os

efeitos da combinagéo de transgenes, foi desenvolvido um gendtipo piramidado de
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canola (Brassica napus L.), a partir de uma populacédo segregante F2 que expressa
tanto resisténcia ao herbicida a base de glifosato (CP4 EPSPS), quanto resisténcia a
insetos lepidépteros (Cry71Ac). As caracteristicas associadas a aptiddao foram
avaliadas entre esse genotipo portador da piramide e cinco outros gendtipos de
Brassica, em comunidades de mesocosmos construidos e expostos a herbivoria da
traca das cruciferas (Plutella xylostella L.) ou a deriva de herbicida a base de glifosato.
A biomassa vegetativa, a producao de sementes e a fecundidade relativa foram
reduzidas em plantas piramidadas com transgenes, quando comparadas as plantas
nao transgénicas.

Em outro trabalho desenvolvido por Waquil et al. (2002), os autores verificaram
interagdes entre diferentes transgenes expressando a proteina Bt (Cry1F, Cry1Ab,
Cry1Ac e Cry9c) e inseridos em diferentes genoétipos de milho. Os autores
constataram a presenca de interagédo entre os transgenes e os genoétipos da planta no
controle das pragas alvejadas pelos transgenes, ao avaliarem a sobrevivéncia e o
desenvolvimento larval de pragas expostas a uma toxina produzida por diferentes
hibridos de milho portadores do mesmo transgene. O efeito dessa interagao resultou
em respostas diferenciadas do transgene inserido em diferentes gendtipos quanto a
capacidade de sobrevivéncia, producdo de biomassa das larvas, dano foliar e
produtividade de graos.

O fato é que as interagdes génicas entre transgenes sao pouco conhecidas, e
suas consequéncias potenciais no epigenoma dos novos organismos menos ainda.
Cabe ressaltar que os produtos de expressédo da transgenia interagem com fatores
ambientais, podendo resultar em efeitos distintos daqueles esperados ou mesmos
observados de forma isolada. Além disso, dificuldades de simulagdo e projecao
impedem que com base em informacbes coletadas na auséncia daquelas
combinacdes, se realizem inferéncias adequadas sobre possiveis impactos
relacionados a escala de adogédo e a sinergia de produtos dessas tecnologias
(FERMENT et al., 2015).

Nos ensaios da safra 2016/2017, a auséncia de diferencas entre os hibridos
isogénicos quanto a AACPD (Tabela 3) é outro resultado que merece reflexao, pois,
ao contrario do exposto acima, a reagao de resisténcia das plantas, expressa por essa
variavel, nao esteve associada aos eventos de transformacao isolados ou piramidados
nos hibridos isogénicos. Ao invés disso, as diferengas ocorreram entre os hibridos

manejados em sistemas distintos de controle das plantas ruderais (capinas manuais



87

e HBGA), tanto que a média dos trés hibridos isogénicos foram sisgnificativamente (p
< 0,05) mais suscetiveis no ambiente manejado pelo herbicida (Tabela 3; Figura 7).
Ao comparar o hibrido convencional (NGM), cultivado ao lado dos hibridos
transgénicos (Hx e Hxrr) manejados quimicamente (experimento C/H), com o0 mesmo
hibrido cultivado no experimento manejado por capinas manuais (S/H), o valor da
AACPD para o hibrido NGM do experimento C/H foi superior ao valor estimado no
experimento S/H, embora este tratamento n&o tivesse sido manejado com herbicida
em ambos os experimentos.

Os estudos de Severns et al. (2014) e Estep et al. (2014) fornecem algumas
pistas para esse comportamento particular do hibrido convencional das fases iniciais
e de progresso de desenvolvimento da doenga nos dois experimentos. Nesse trabalho
realizado com diferentes linhagens resistentes e susceptiveis de trigo a ferrugem
amarela do trigo (Puccinia striiformis), os autores concluiram que, independentemente
da diferenga de resisténcia entre os gendétipos no foco inicial da doenga, a epidemia
produzida pelos gendtipos mais suscetiveis vai exercer uma influéncia dominante
sobre a epidemia subsequente, considerando a proximidade espacial entre os
gendtipos com diferentes graus de resisténcia. De fato, embora o hibrido NGM tenha
sido significativamente mais resistente (p < 0,05) no estabelecimento inicial da doenca
(INCI, INCU e LATE), independentemente do sistema de manejo das plantas ruderais
(Tabela 2), essa diferenga ndo se manteve com o progresso de desenvolvimento da
doenca. Ao invés disso, os trés hibridos apresentaram uma velocidade de
desenvolvimento da helmintosporiose muito similar dentro de cada um dos ambientes
de manejo, que resultou na impossibilidade de distingui-los quanto a severidade
(AACPD). Essa diferenga na pressao de inéculo no entorno do hibrido convencional
entre sistemas de manejo quimico e manual também explica a menor resisténcia
desse hibrido quando cultivado ao lado dos hibridos transgénicos manejados com
HBGA. A maior suscetibilidade dos dois hibridos transgénicos cultivados no ambiente
manejado com herbicida gerou uma maior pressao de indculo sobre o hibrido
convencional cultivado nesse experimento, em relagdo ao ambiente manejado com
capinas manuais. Essa pressao de inéculo diferenciada também teve reflexos no grau
de resisténcia apresentado por esse tratamento nos dois ambientes de controle das
plantas ruderais, tanto que o hibrido convencional do experimento manejado por meio

de capinas manuais foi significativamente mais resistente.



88

O presente estudo detectou um aumento de suscetibilidade de 18 a 25%, na
meédia dos gendtipos mais e menos resistentes, em fungdo do manejo das plantas
ruderais e safras, e sob as dimensdes reduzidas das parcelas experimentais. A
pressao de indculo gerada a partir de gendtipos menos resistentes a helmintosporiose
pode ser ainda maior em condi¢des reais de cultivo (KAISER et al., 2010), ja que
nestas areas fatores relacionados ao clima (vento, umidade e temperatura) sao
intensamente atuantes, proporcionando nas areas de maiores dimensodes cultivadas
com genotipos suscetiveis uma maior pressao de inoculo sobre areas menores,
independentemente do grau de resisténcia ou susceptibilidade dos gendtipos
(MARCUZZO et al., 2015).

No Brasil, estima-se que a area cultivada com milho transgénico representa
aproximadamente 94% da area total cultivada com milho no pais (ISAAA, 2018) e a
maioria confere resisténcia a insetos e toleréncia a um ou mais herbicidas (CTNBio,
2018). Particularmente no Extremo Oeste do estado de Santa Catarina, no Sul do
pais, onde predominam unidades de produgao familiares (98%) (IBGE, 2010), estima-
se que a area cultivada com milho transgénico represente de 40 a 65% da area total
cultivada com esse cultivo, enquanto as dimensdes médias das lavouras de milho
transgénicas sao de 2,7 a 31,7 vezes maiores em relagao as lavouras cultivadas com
hibridos convencionais, variedades de polinizagdo aberta e variedades locais (dados
nao publicados). Nessas condigdes, as diferengas entre gendtipos quanto ao grau de
resisténcia e a pressao de indculo podem contribuir para o0 aumento da demanda de
fungicidas, visando o controle de helmintosporiose, sobretudo em areas de produgéo
de milho ricas em diversidade genética e diversas quanto aos sistemas de manejo de

controle de plantas ruderais.

4.2 EFEITOS INDIRETOS DA TRANSGENIA SOBRE A FENOLOGIA E
CARACTERES DE RENDIMENTO

A maior severidade da doenga (AACPD) (Tabela 3), o prolongamento da
fenologia (30 graus dias para o FM e 70 graus dias para o FF) (Tabela 4) e a redugéo
do rendimento de graos e seus componentes (Tabelas 5 e 6) foram outras mudangas
observadas nos hibridos isogénicos Hx e Hxrr, manejados com HBGA, e com o hibrido
NGM manejado por capina manual, mas proximo aos tratamentos tratados com

controle quimico. Como hipotese para os efeitos observados, acreditamos que a
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aplicagao do herbicida para o controle das plantas ruderais, nas parcelas cultivadas
com os hibridos transgénicos, deixou as mesmas mais susceptiveis a
helmintosporiose (Tabelas 2 e 3 e Figura 7), desencadeando o prolongamento de
caracteristicas relacionadas a fenologia e a redugéo no rendimento de gréos e seus
componentes.

Essa hipétese pode ser confirmada ao analisar o trabalho realizado por
Carbonari et al. (2016), com algodao transgénico resistente a HBGA. A cultivar Liberty
Link IMACD 6001- LL resistente ao herbicida apresentou intoxicagdo na faixa dos 15%
para a maior dose 3,0 L ha"!, aos 36 dias apds a aplicagdo (DAA). Embora a cultivar
WideStrike FM 975WS, também resistente ao HBGA, apresentasse comportamento
semelhante a cultivar resistente LL, houve maior intoxicagao, na faixa de 35% da
morte das plantas para maior dose aplicada. Um dos resultados mais interessantes
esta relacionado a taxa de transporte de elétrons (ETR). Foi observada em plantas da
cultivar Liberty Link a redugdo maxima da taxa de transporte de elétrons de 18% aos
22 DAA, enquanto a cultivar WideStrike apresentou redugao maxima de 24% na ETR
aos 2 DAA. A reducdo na ETR causa efeitos significativos no fotossistema | e |l
interferindo na reducao da fotossintese. Isso pode ter ocorrido com o milho resistente
ao HBGA cultivado no sistema com aplicacdo de herbicida do presente estudo. Os
efeitos gerados sob a reducdo da fotossintese somados aos efeitos da
helmintosporiose, que também reduzem a taxa fotossintética nas plantas hospedeiras
(ZHANG et al., 2014), podem ter aumentado a severidade da helmintosporiose,
prolongando os caracteres fenolégicos FM e FF (Tabela 4) e reduzindo os caracteres
associados ao rendimento e a produgao de graos (Tabelas 5 e 6).

Em plantas susceptiveis a helmintosporiose, foi relatado cerca de 90% de
reducdo na taxa de fotossintese quando a severidade excede 50% (REDDY et al.,
2014). Isso ocorre porque estresses bidticos, como ataque de patdégenos, reduzem a
atividade fotosintética, causando perda maci¢a de integridade de organelas e de
clorofila (DEL RIO et al., 1998) reduzindo a producéo de carboidratos, gorduras e
proteinas (REDDY et al., 2014), causando senescéncia das folhas devido a
acumulagao de espécies reativas de oxigénio (PROCHAZKOVA et al., 2001).

A reducdo no potencial fotossintético da planta ocorre porque muitas proteinas
envolvidas no metabolismo energético, destino e armazenamento de proteinas, e
defesa da doencga, apresentam niveis alterados em resposta a helmintosporiose. Na

inoculagdo com E. turcicum. Algumas proteinas relacionadas a defesa, como a B-



90

glucosidase, superéxido desmutase, poliaminas oxidase e peptidilprolilisomerase
cis/trans, sdo reguladas positivamente, enquanto a fotossintese e as proteinas
relacionadas ao metabolismo sdo reguladas de forma negativa. Esses resultados
indicam que as plantas de milho resistentes a E. turcicum podem liberar diretamente
proteinas de defesa, modulando o metabolismo primario e afetando a fotossintese e
o metabolismo de carboidratos (ZHANG et al., 2014).

Quando a area foliar atacada pela doenca é grande, especialmente durante o
periodo de enchimento do grdao, na metade do florescimento até a maturidade
fisiologica (REDDY et al., 2013; SEMANGUN, 2008), a formacéao de amido € retardada
e 0s agucares podem ser desviados do caule para o preenchimento dos gréos,
acarretando o acamamento das plantas, Além disso, se a infeccdo espalhar para as
folhas superiores nesta mesma fase, podem ocorrer perdas severas de rendimento
(JAKHAR et al., 2017; MITTAL; BOORA, 2005).

Em trabalhos realizados por Raymondo e Hooker (1981) e Levy e Pataky (1992),
a percentagem de perda de rendimento, devido a reducéo da taxa fotossintética das
folhas com helmintosporiose, pode chegar a 63% para um hibrido susceptivel de
maturacao precoce; 43% para um hibrido com resisténcia quantitativa e maturidade
intermediaria; e 17% para um hibrido com caracteristicas quantitativas e qualitativas
de resisténcias combinadas e amadurecimento tardio.

De maneira geral, a associagao da aplicacao do herbicida glufosinato de aménio
nas parcelas com os hibridos transgénicos, associada a incidéncia da
helmintosporiose, causaram prolongamento dos caracteres fenoldgicos e redugao da
producgao, rendimento e seus componente.

Como prescedentes para futuros trabalhos, temos duas questdes. Primeiro quais
seriam os efeitos do fluxo génico entre transgénicos e nao transgénicos levando em
consideragao as variedades crioulas e os efeitos causados pela helmintosporiose?
Segundo, se fizermos uma avaliagdo isolando apenas o efeito do HBGA, excluindo o
efeito da helmintosporiose, como seria 0 comportamento dos hibridos isogénicos
transgénicos da série BG70607?
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5.0 CONCLUSOES

Os hibridos transgénicos com evento TC1507 combinado com NK603 apresenta
maior incidéncia, menor periodo de incubagdo e menor periodo de laténcia da
helmintosporiose em relagdo ao hibrido isogénico NGM.

A adicdo do herbicida glufosinato de aménio, nos hibridos com eventos
transgénicos TC1507 isolado e combinado com NK603 influencia na maior
susceptibilidade da helmintosporiose causando prolongamento de caracteres

fenoldgicos e reducao de caracteres de rendimento em milho.
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CAPITULO 2. FLUXO GENICO ENTRE TRANSGENICOS E UMA VARIEDADE

CRIOULA MILHO E SEUS IMPACTOS SOBRE A RESISTENCIA AO FUNGO

Exserohilum turcicum, PERFORMANCE AGRONOMICA E ADAPTATIVA DO
MILHO

RESUMO

O Extremo Oeste de Santa Catarina apresenta uma grande diversidade de variedades
crioulas de milho evoluindo na presenca do seu parente silvestre em processo de
domesticacdo. Por isso, foi indicada como um microcentro de diversidade do milho,
fora da sua area nuclear de origem filogenética, no México. Como contraponto,
coexistem milhos hibridos convencional e transgénico e variedades melhoradas de
polinizagdo aberta - proximas a lavouras cultivadas com variedades crioulas. Em
razao desse cenario, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da transgenia sobre
uma tipica variedade crioula do EOSC, quanto a reacao de resisténcia a Exserohilum
turcicum, performance agrondmica e adaptativa, sob condi¢des simuladas de fluxo
génico recorrente procedente de hibridos isogénicos da série Biogene-Pionner. Para
este estudo, elegeu-se trés hibridos isogénicos BG7060: NGM n&o geneticamente
modificado; hibrido Hx portador dos transgenes cry1F e pat (evento TC1507); e hibrido
Hxrr portador do transgene cp4 epsps (evento NK603) combinado a TC1507. Na safra
2013, foi realizado um experimento no esquema de blocos completos casualizados,
com trés repeticbes e parcelas contendo quatro fileiras de 5 m lineares de
comprimento, espacadas 1 m entre si, para avaliar a severidade da helmintosporiose
(AACPD), em condicbes naturais de ocorréncia da doenca. A fim de simular a
ocorréncia de fluxo génico reincidente, foram desenvolvidas nove populagdes
derivadas da combinagdo da variedade crioula com cada um dos trés hibridos
separadamente, em trés proporgdes (25, 50 e 75%). Os treze tratamentos foram
constituidos pelos trés hibridos (NGM, Hx, Hxrr), pela variedade crioula e pelas nove
populacées derivadas das geragdes F1 (50% NGM, 50% Hx e 50% Hxrr) e RCF1 (25%
NGM, 25% Hx e 25% Hxrr; 75% NGM, 75% Hx e 75% Hxrr). Na safra 2016, as
populagdes contendo 25, 50 e 75% da composi¢cado genética de cada hibrido foram
multiplicadas em areas isoladas para o desenvolvimento das respectivas populagcdes
F2 e RC1F2. Estes nove tratamentos e seus respectivos genitores foram avaliados na
safra 2016/2017, em um experimento conduzido no delineamento em blocos
completos casualizados, com quatro repeti¢cdes e parcelas contendo quatro fileiras de
4 m lineares de comprimento, espacadas 0,80 m entre si. O controle das plantas
ruderais foi realizado por meio de capinas manuais, exceto as parcelas contendo os
hibridos transgénicos Hx e Hxrr, onde as plantas ruderais foram controladas por meio
de dose Unica do herbicida Finale, na base de 2,0 L ha' (200 g L' de glifosinato de
amoénio) + 0,2% v/v de 6leo mineral Joint Oil AgroSciences. Apds as plantas atingirem
estadio V6, foi realizada a inoculagdo de Exserohilum turcicum, a uma concentragao
de 4 x 10* esporos/mL. A resisténcia ao fungo foi avaliada por meio da incidéncia e
dos periodos de incubacdo e laténcia, além da severidade da helmintosporiose
(AACPD), enquanto o desempenho foi avaliado por meio de caracteres fenoldgicos
(florescimento masculino e feminino, periodo em antése e maturagéo fisiologica) e
agrondmicos (alturas, numero de ramificagdes do pendao, numero de folhas acima da
espiga principal, prolificidade, numero de fileiras na espiga e de graos por fileira na
espiga, comprimento e didmetro da espiga, didametro do sabugo, peso da espiga com
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e sem palha, peso de 1000 gréos e produtividade. Para a maioria dos caracteres
analisados, foram observadas diferengas entre os hibridos isogénicos NGM, Hx e
Hxrr, em ambas as safras, que podem ser atribuidas aos transgenes ou a transgenia,
bem como a quantidade de eventos inserida no genoma do milho. Esse padréao se
repete nas populacdes derivadas da variedade crioula combinada com os hibridos em
todas as proporgodes, principalmente, com o hibrido Hxrr portador dos dois eventos
(TC1507+NK603). De maneira geral, o fluxo génico simulado entre os hibridos
isogénicos com a variedade crioula Rosado, ocasionou mudangas em caracteres de
resisténcia a helmintosporiose, em alguns casos, os fluxos génicos gerados se
diferenciaram totalmente dos dois parentais (Hibridos e Rosado), gerando individuos
com caracteristicas diferentes dos seus pais, como por exemplo: para AACPD safra
2013, INCI, FM, FF, PA, AE, AFB, AIP, AIPP, AP, NRP, NFAE, PRO, NGF, DE, P1000
e PROD. A pesquisa sugere que, sob ocorréncia simulada de fluxo génico recorrente
proveniente de polen produzido por cultivares hibridas, a variedade crioula €&
descaracterizada progressivamente com o aumento do grau de contaminagao para os
todos os caracteres analisados, e sobretudo quando a fonte de contaminagao € do
hibrido que acumula dois eventos transgénicos. Desta forma, os impactos biolégicos
do fluxo génico entre hibridos e variedades crioulas sdo imprevisiveis sobre a
conservagao e uso da agrobiodiversidade do EOSC.

Palavras-chave: Helmintosporiose; Zea mays L.; Hibridos; Resisténcia;
Agrobiodiversidade.

1.0INTRODUGAO

O milho é cultivado em todo territério brasileiro, devido a sua capacidade de
adaptacao as diferentes condigbes ambientais e seu valor nutricional. No Brasil, sdo
plantados aproximadamente 17 milhées de hectares (ABRAMILHO, 2011; CONAB,
2018). No estado de Santa Catarina, a cultura é muito importante, e apresenta
diferentes usos, como consumo humano (amido, farinha, xarope de glucose, milho
doce, pipoca e mini milho), alimentacéo animal (silagem, forragem e ragao), confecgao
de artesanato a partir da palha e do grdo e também como matéria-prima essencial
para uma ampla gama de produtos industriais (OGLIARI et al., 2013; KIST et al.,
2014). No Extremo Oeste de Santa Catarina-EOSC, muitas familias de agricultores
ainda produzem e cultivam a prépria semente de variedades crioulas de diversos
cultivos (CANCI et al., 2004; CANCI 2006; CANCI et al., 2010), inclusive de milho. As
variedades crioulas sdo consumidas pelas familias mantenedoras, principalmente,
dentro de seus préprios estabelecimentos.

Tomando como exemplo a cultura do milho, foram identificados em dois
municipios do EOSC, 374 populagdes de milho crioulo comum, 1.078 de milho crioulo

pipoca (COSTA et al.,, 2016) e 61 variedades de milho crioulo doce e adocicado



101

(SOUZA, 2015), além de 136 populagdes de parentes silvestres do milho, algumas
das quais pertencentes a espécie Zea luxurians (SILVA et al. 2015). As variedades de
milho pipoca foram caracterizadas em cinco ragas, dentre as quais, pelo menos, trés
constituem novas ragas ainda n&o descritas na literatura (SILVA et al, 2016b). Com
base na riqueza de variedades crioulas de milho em evolugdo e na presencga do seu
parente silvestre em processo de domesticagéo, essa regido foi indicada como um
microcentro de diversidade dessa espécie (COSTA et al., 2016), fora da sua area
nuclear de origem filogenética, no México.

Na regido EOSC, diante da grande diversidade de variedades crioulas e parentes
silvestres de milho, coexistem cultivos de milho hibrido convencional e transgénico,
este ultimo, em sua maioria, com transgenes para toleradncia a herbicidas como o
glifosato (HBG) e o glufosinato de aménia (HBGA) e resisténcia a insetos,
principalmente, da ordem Lepidoptera. Dentre os principais eventos transgénicos
inseridos em hibridos de milho cultivados na regido sul do Brasil, destacam-se os
eventos: TC1507 e NK603, aprovados em setembro de 2008.

A coexisténcia entre milho transgénico, variedades crioulas e parentes silvestres
gera riscos, e os efeitos ecoldgicos e biolégicos da transgenia ameagam a
biodiversidade agricola, em consequéncia do fluxo génico (BURGEFF et al., 2014;
HUFFORD et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2012). Segundo a Resolu¢gdo Normativa
n. 4 da CTNBio de 16 de agosto de 2007, para permitir a coexisténcia de organismos
geneticamente modificados - OGM e organismos ndao geneticamente modificado -
NGM, a distancia entre uma lavoura comercial de milho, localizada em area vizinha,
deve ser igual ou superior a 100 metros ou, alternativamente, 20 metros, desde que
acrescida de bordadura com, no minimo, 10 fileiras de plantas de milho convencional
de porte e ciclo vegetativo similar ao milho geneticamente modificado. O fato € que
essa distancia ndo é suficiente e nem sempre é respeitada, por isso, sao reais as
preocupagdes com o potencial de contaminagao causado por fluxo de genes mediada
por polen (LU, 2008; STEWART et al., 2000). O milho € uma cultura de polinizagéao
pelo vento e o fluxo génico via pdlen entre outras plantas de milho pode ocorrer além
dessa distancia de 100 m determinada pela resolu¢ao normativa n° 4 da CTNBio.

No ano de 2011, o Nucleo de Estudos em Agrobiodiversidade realizou o Censo
da Diversidade que teve como objetivo a caracterizagado das variedades crioulas de
milho existentes na regiao EOSC. Através dos resultados do censo, foi verificado que

nos municipios de Anchieta e Guaraciaba, existe um sistema bimodal de producao,
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onde variedades crioulas e hibridos comerciais ndo transgénicos e transgénicos sao
cultivados pelo mesmo agricultor. No mesmo estudo, foi identificado que cerca de 70%
das areas destinadas ao cultivo das variedades crioulas estdo sendo cultivadas a uma
distancia menor ou igual a 100 metros das lavouras de milho geneticamente
modificado - GM (SILVA et al., 2013). Outro resultado observado pelo Censo da
Diversidade € a preocupante formac¢ao de hibridos naturais entre milho e teosinto
(parente silvestre do milho). Os agricultores do EOSC relatam que observaram no
campo alteragcées de caracteristicas morfoldgicas, processo este favorecido pela
ocorréncia de populagcdes espontaneas de teosinto em areas cultivadas com milho,
pela proximidade das areas de pastagem as lavouras de milho e pela coincidéncia na
época de plantio (SILVA, 2015).

Além dos riscos do efeito direto do fluxo de genes entre milho transgénico e nao
transgénico, estudos tem avaliado os impactos indiretos dos transgénicos sobre
organismos n&o alvo, como o caso classico das lagartas das borboletas monarcas em
milho transgénico no México, que comiam menos, cresciam mais lentamente e sofriam
maior mortalidade em contato com pélen transgénico (LOSEY et al., 1999). Outro risco
assumido s3o as possiveis alteragdes na associagcdo entre plantas e
microorganismos. Alguns exemplos sobre microrganismos s&o: a redug¢do de fungos
micorrizicos arbusculares em cultivos de milho contendo o transgene cry (CHEEKE et
al., 2014, 2012); a redugao na comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio em
solo com cultivo de milho transgénico cry1F (COTTA et al., 2014); a reducédo da
comunidade microbiana da rizosfera de cultivo de milho cry1Ab (VELASCO et al.,
2013); e mudanca na diversidade de endofitos da folha de cana-de-agucar usando
transgénicos para a toleréncia a herbicida (STUART et al., 2010).

Estudos anteriores ao presente trabalho realizados por Silva et al. (2016a)., que
serviram como base para a realizagdo do mesmo, envolveu milho e enddfitos. Neste
trabalho, o foco era a observagao da estrutura das comunidades de fungos e bactérias
endofiticas em folhas de milho, com base em um estudo feito com os mesmos hibridos
isogénicos da série BG7060 utilizados nesta tese (NGM, Hx e o Hxrr), juntamento com
uma variedade crioula conservada on farm por agricultores familiares do EOSC e
denominada localmemte de “Rosado” (RS).

Através de polinizagdes manuais controladas, foram inseridos os pdlens dos
hibridos em plantas de milho crioulo, durante duas geragodes, a fim de simular a

ocorréncia de fluxo génico reincidente e, assim, gerar as populagdées de milho crioulo
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contendo 25, 50 e 75% da composigcdo genética de cada hibrido, separadamente.
Como resultado, os autores observaram que a estrutura de comunidade de fungos
endofiticos associados a variedade crioula foi diferente dos demais tratamentos, assim
como a comunidade de fungos endofiticos associada ao hibrido transgénico Hxrr
(TC1507 + NK603) diferiu significativamente do hibrido transgénico Hx (TC1507) e do
hibrido isogénico NGM. As populagdes de milho crioulo que sofreram apenas uma
introgressdo com seus respectivos hibridos e que, na geragao seguinte, foram
retrocruzadas com o mesmo milho crioulo (NGM-25, Hx-25 e Hxrr-25), ndo voltaram
a apresentar a mesma estrutura de comunidade de fungos antes observada na
variedade crioula. Diante desta constatagdo para o sistema endofitos fungicos x
transgénicos, surgiram como questionamentos: i) a resisténcia da planta ao fungo
fitopatogénico Exserohilum turcicum, causador da helmintosporiose, seria diferente
entre os hibridos isogénicos?

Levando em consideracdo o primeiro capitulodesta tese, sabemos que os
hibridos isogénicos Hx e Hxrr inoculados com o fungo causador da helmintosporiose,
predispdem tais gendotipos a maior suscetibilidade a doenga, aumentando a incidéncia
do fungo e reduzindo os periodos de incubacéo e laténcia, em relagdo ao hibrido
NGM. Essas diferengas entre gendtipos quanto ao grau de resisténcia e a pressao de
in6culo, podem contribuir com o aumento da demanda de fungicidas para o controle
de doencas fungicas, sobretudo em areas de produgao de milho ricas em diversidade
genética e diversas quanto aos sistemas de manejo de controle de plantas invasoras
como € o EOSC. Neste caso, as pressdes de indculo advindas dessas areas sao
maiores do que as areas cultivadas com hibridos NGM, variedades de polinizagao
aberta e variedades crioulas de milho.

A partir destes resultados surgiram como préximos questionamentos: ii) o fluxo
génico direcionado dos hibridos isogénicos NGM, Hx e Hxrr sobre a variedade crioula
Rosado interfere na reacdo de resisténcia ao fungo fitopatogénico Exserohilum
turcicum, performance agrondmica e adaptativa do milho? iii) existe um efeito
diferenciado do fluxo génico sobre a variedade crioula, em funcéo da origem do pélen
ser de areas cultivadas com milho transgénico ou convencional?

Sabe-se que a helmintosporiose, causada por E. turcicum, é considerada uma
das doencas foliares do milho mais graves. Sua incidéncia nas folhas pode reduzir até
50% a producgao de graos (ZHU et al., 2011; POLAND et al., 2011; RAMATHANI et

al., 2011). Os hibridos isogénicos da série BG7060 sdo moderadamente resistentes a
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helmintosporiose (BIOGENE, 2016) e a variedade crioula Rosado € tolerante ao
patdogeno (dados ndo publicados). Diante destas informagdes, o presente estudo
objetivou avaliar o efeito da transgenia sobre uma tipica variedade crioula do EOSC,
quanto a reagao de resisténcia a Exserohilum turcicum, performance agronémica e
adaptativa, sob condigdes simuladas de fluxo génico recorrente procedente de

hibridos isogénicos da série Biogene-Pionner.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Trés hibridos isogénicos da Dupont do Brasil S/A — Pioneer, pertencentes a série
Biogene (BG7060®), foram usados nesse estudo como representantes de cultivares
comerciais transgénicas e convencional. O hibrido BG7060 (NGM) n&o possui
transgenes e, por isso, é dito convencional ou ndo geneticamente modificado; o
hibrido isogénico BG7060H (Hx) é portador dos transgenes cry1F e pat (evento
TC1507, tecnologia Herculex |); e o hibrido isogénico BG7060HR (Hxrr) € portador do
transgene cp4epsps (evento NK603, tecnologia Roundup Ready 2), combinado aos
transgenes do evento TC1507 (AGBIOS, 2008). Os hibridos isogénicos da série
BG7060® sao hibridos triplos precoces, recomendados para a regiao sul do Brasil,
visando a producao de graos e silagem. Sao responsivos ao uso de fungicidas para o
controle da cercosporiose, além de serem moderadamente tolerantes a Exserohilum
turcicum e as principais doencgas fungicas do milho (BIOGENE, 2016).

Como representante das variedades crioulas conservadas on farm por
agricultores familiares do EOSC, foi escolhida a variedade denominada “Rosado”
(RS), originalmente mantida no municipio de Anchieta-SC pela familia do agricultor
Miguel Cagnin. Trata-se de um material localmente adaptado ao cultivo com baixo uso
de insumo, com elevado potencial nutricional e agronémico, além de ser uma das
variedades de milho mais antigas dessa regiao (KUHNEN et al., 2012; OGLIARI et al.,
2013). Para evitar a ocorréncia de cruzamentos indesejaveis com outras plantas, RS
tem sido cultivada pelos seus mantenedores em areas isoladas espacialmente de
outras lavouras de milho.

Para simular situagdes de recorréncia indesejavel de fluxo génico dos hibridos

para a variedade crioula, em safras sucessivas de cultivo, foram desenvolvidas por
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Silva (2015) progénies derivadas da combinac&o de cada hibrido com a variedade RS,
baseada em trés proporg¢des génicas (25%, 50% e 75%). Ao final dos cruzamentos e
retrocruzamentos, foram constituidas trés progénies F1 (50% NGM, 50% Hx e 50%
Hxrr) e seis progénies RC1F1 (75% NGM, 75%Hx, 75% Hxrr, 25% NGM, 25% Hx e
25% Hxrr). Os quatro genitores (RS, NGM, Hx e Hxrr) e as nove progénies derivadas
foram avaliadas no presente estudo em condicdo experimentais, na safra 2013.

Para o experimento conduzido na safra 2016/2017, além dos quatro genitores
(RS, NGM, Hx e Hxrr), foram avaliadas trés populagbes segregantes da geracao F2
contendo 50% da composi¢gdo genética de cada hibrido (50%NGM, 50%Hx e
50%Hxrr), trés populagbes RC1F2 contendo 25% de cada hibrido (25%NGM, 25%Hx
e 25%Hxrr) e trés populagdes RC1F2 com 75% de cada hibrido (75%NGM, 75%Hx e
75%Hxrr). Para a producdo das referidas populagcdes segregantes, foi realizada
previamente a multiplicagdo das sementes das progénies F1 e RC1F1, em nove areas
distintas e isoladas espacialmente, no primeiro semestre de 2016. Cada uma dessas
areas foi constituida por seis fileiras de 10 m, espagadas 1 m entre si. Apds a colheita
e debulha das espigas, os graos foram secos até atingirem umidade de 13%,
acondicionados em recipientes hermeticamente fechados e armazenados a 4°C até a

data de implantagao do experimento realizado na safra 2016/2017.

2.2 ENSAIO A CAMPO

Foram realizados dois experimentos em condi¢cdes de campo, sendo o primeiro,
na safra 2013, e o segundo, na safra 2016/2017. A area experimental esta situada na
latitude 27,41°S e longitude 48,32°0, na Fazenda Experimental da Ressacada da
Universidade Federal de Santa Catarina, localizada em Florianépolis - Santa Catarina.
O clima da regido é classificado como mesotérmico umido (Cfa Koppen) e o solo é
classificado como Neossolo Quartzarénico Hidromorfico Tipico (EMBRAPA, 2006), de
acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos.

As condicbes de ambiente vigentes durante o periodo experimental da safra
2013 (03/03/2013 a 03/07/2013) apresentaram um total acumulado de chuvas de
522,5 mm, umidade relativa média de 81% e temperatura média de 20,3 °C, com
minima registrada de 8,4 °C e maxima de 31,8 °C (ICEA, 2017). Na safra 2016/2017,
a temperatura média durante o periodo de conducédo do experimento (25/10/2016 a
25/03/2017) foi de 24 °C, com minima registrada de 13,3 °C e maxima de 36,7 °C. O
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total acumulado de chuvas nesse periodo foi de 583,8 mm e a umidade relativa média
foi de 81% (ICEA, 2017).

O experimento da safra 2013 foi conduzido no delineamento de blocos completos
casualizados, com trés repetigdes e parcelas contendo quatro fileiras de 5 m lineares
de comprimento, espagadas 1 m entre si. A area Util da parcela (8 m?) foi constituida
pelas duas fileiras centrais, excluindo 0,50 m de cada extremidade das duas fileiras
centrais. O estande final foi de seis plantas por metro linear, estabelecendo, assim,
uma densidade final de 60.000 plantas ha-'. O controle de plantas ruderais de todos
os tratamentos desse experimento foi feito por meio de capinas manuais,
independentemente de se tratar de milho transgénico tolerante ao herbicida
glufosinato de aménio.

O experimento da safra 2016/2017 foi conduzido no delineamento em blocos
completos casualizados, com quatro repeticoes e parcelas contendo quatro fileiras de
4 m lineares de comprimento, espagadas 0,80 m entre si. As duas fileiras centrais
constituiram uma area Util de parcela de 4,8 m2. O estande final foi de seis plantas por
metro linear, estabelecendo assim, uma densidade de 75.000 plantas ha'. No
experimento desta safra, as parcelas cultivadas com os hibridos Hx e Hxrr foram
aplicadas dose Unica do herbicida Finale, na base de 2,0 L ha' (200 g L' de
glufosinato de aménio) + 0,2% v/v de 6leo mineral Joint Oil AgroSciences, quando as
plantas ruderais estavam com um par de folhas e as plantas de milho estavam em
estadio vegetativo V4 a V5. Nas demais parcelas cultivadas com as populagdes
segregantes da geragédo F2 e RC1F2 e com o hibrido NGM, o controle das plantas
ruderais foi realizado por meio de capinas manuais.

A corregcao com nitrogénio, fosforo e potassio dos dois experimentos foi efetuada
com base em analise prévia de solo e recomendacdo do Manual de Adubacao e de
Calagem, para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (ROLAS, 2004),

para a cultura do milho.

2.3 AVALIACAO EXPERIMENTAL

O experimento conduzido na safra 2013 tinha como obijetivo inicial avaliar
apenas o efeito da transgenia sobre a estrutura da diversidade das comunidades de
microrganismos endofiticos da folha do milho, cujo tema foi publicado por Silva et al.

(2016a). Em razéo da ocorréncia natural da helmintosporiose nesse experimento, o
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mesmo também foi usado para a realizagdo de uma primeira analise dos efeitos da
transgenia sobre a resisténcia da planta a este fitopatégeno (vide item 2.3.2).

A falta de dados na literatura dos efeitos da transgenia sobre fitopatégenos
foliares nao alvo dos transgenes e os resultados preliminares obtidos nessa primeira
safra, levaram ao planejamento do experimento conduzido na safra 2016/2017, mas
por meio de inoculagédo controlada do patégeno, conforme procedimentos descritos
nos itens 2.3.1 € 2.3.2. Em ambos os experimentos dessa mesma safra, ainda foram
avaliados o florescimento masculino e feminino, o rendimento de gréos e seus

componentes, conforme descrito no item 2.3.3.

2.3.1 Coleta, isolamento, cultura monospoérica e inoculagao do patégeno

No inicio do ano de 2016, folhas contendo lesdes tipicas de helmintosporiose
foram coletadas em lavouras de milho da Fazenda Experimental da Ressacada, em
Florianopolis-SC. O isolamento do patégeno foi efetuado a partir de partes da folha
contendo lesbdes, mantidas em camara umida dentro de placas de Petri, em
temperatura ambiente, por 24 horas. As partes da folha mais abundantes em
esporulagdo foram colocadas sobre vidro-relégio e, com auxilio de uma alga de
platina, as estruturas reprodutivas foram raspadas e, a seguir, diluidas em agua
destilada esterilizada. A suspensao contendo os conidios foi entao filtrada em gaze
estéril, para reter as demais estruturas e impurezas contidas sobre a folha lesionada
(Sasse, 2008).

Ap0s a filtragem, 10 uL do meio liquido foi pipetado e transferido em Iamina oca
para a obtencao das culturas monospdéricas. A localizagao dos conidios na lamina foi
efetuada com o auxilio de uma lente objetiva com aumento de 40x do microscopio
optico. Uma vez localizado um conidio na lamina, este era “sugado” com pipeta e
transferido para placa de Petri, contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA).
O depdsito de um unico conidio ao meio de cultura também foi efetuado com auxilio
da mesma lente objetiva. As culturas monospéricas foram entdo mantidas em sala de
crescimento sob temperatura de 25 °C, no escuro, por sete dias (Sasse, 2008).

Para a obtencgéo do in6culo, foram utilizados graos de sorgo como substrato,
acondicionados em frascos Erlenmeyers de 250 ml. Cada frasco recebeu 25 g de
graos mais 40 mL de agua destilada, para ambos serem autoclavados durante 30

minutos. Apos a autoclavagem, foram adicionados fragmentos de meio de cultura
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BDA, contendo estruturas provenientes do cultivo monospoérico de Exserohilum
turcicum. Apés a repicagem, o fungo foi incubado a 25 °C, no escuro, por 15 dias, até
a completa colonizagcédo dos graos de sorgo. A partir do terceiro dia, cada frasco de
Erlenmeyer foi agitado periodicamente para possibilitar a colonizagdo mais
homogénea de todos os graos. Cerca de 20 graos do sorgo colonizado pelo fungo
foram adicionados em placas de Petri esterilizadas, contendo 10 mL de BDA. O
material fungico foi incubado a 25 °C, no escuro, por sete dias e, apds este periodo,
as colbnias geradas em cada placa foram “raspadas” e adicionadas a 100 mL de agua
destilada em um béquer, até atingirem a concentragéo de 10 esporos/mL, com auxilio
de uma camara de Neubauer.

A inoculagao dos conidios foi realizada 36 dias apds a semeadura, em plantas
no estadio vegetativo V6 a V7. Para a inoculagao, foi utilizado um pulverizador de
compressao prévia Guarany de 6 L, com bico atomizador adaptado (tipo magno cénico
de 0,15 mm). Testes prévios foram realizados com este pulverizador usando apenas
agua, para determinar a quantidade total de suspensao a ser utilizada durante a
inoculagdo. Para as condi¢gdes do presente estudo, foram utilizados 2 mL de
suspensao/planta. Considerando o total de 576 plantas, foram gastos 1,152 L de
solugdo mais 25%, chegando a um total de aproximadamente 1,5 L de solugéo para
os dois experimentos. A inoculagao do patogeno foi efetuada por meio de distribuicdo
homogénea dessa suspensao em toda a area. Esta etapa foi realizada no fim da tarde,

sob baixa intensidade luminosa e na auséncia de precipitacdo pluviomeétrica.

2.3.2 Severidade causada pela helmintosporiose

No experimento da safra 2013, as avaliacdbes de severidade foliar foram
realizadas aos 105, 111, 123, 137 e 146 dias apos a semeadura (DAP), cujas datas
corresponderam aos estadios fenoldgicos reprodutivos compreendidos entre R3 (gréo
pastoso) e R5 (gréos duros). Foram avaliadas oito plantas aleatérias da area util da
parcela e todas as plantas avaliadas nessa primeira vez foram marcadas, para que as
mesmas fossem acompanhadas nas quatro avaliagdes posteriores. A severidade
foliar foi estimada a partir da avaliacdo de uma amostra de oito plantas da area util da
parcela, por meio de escala diagramatica elaborada por Bleicher (1988). Nessa
escala, a avaliagdo da percentagem do tecido foliar infectado por E. turcicum exibe

percentuais de lesdo de 0, 1, 3, 6, 10, 25, 50 e >50%. A partir da analise de trés folhas



109

por planta contendo lesdes, foi estimada a severidade média da doenga para a planta
inteira.

No experimento da safra 2016/2017, foram avaliadas as variaveis incidéncia
(INCI), periodo de incubagao (INCU), periodo latente (LATE) e severidade da doenga.
A incidéncia foi medida em 10 plantas da parcela util (cinco em cada fileira da parcela
util), 14 dias apds a inoculagdo dos fungos e, a partir disso, foi estimada a
porcentagem ou frequéncia relativa das plantas afetadas com a doenga. O periodo de
incubacao foi considerado como o tempo (em dias) decorrido da inoculagédo até o
aparecimento dos primeiros sintomas. O periodo latente foi avaliado com auxilio de
uma lupa (10x aumento) e medido com base no tempo (em dias) decorrido da
inoculagao até a esporulacao (Ferreira et al.,, 2017). As avaliacbes de severidade
foram realizadas aos 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98 e 105 DAP, ou seja, entre os estadios
fenoldgicos vegetativo V6 (6 folhnas completas) e reprodutivo RS (gréos duros). Foram
avaliadas 20 plantas aleatorias da parcela util e, de maneira similar ao experimento
da safra 2013; todas as plantas avaliadas pela primeira vez foram marcadas, para que
as mesmas fossem avaliadas nas demais avaliagoes.

A severidade foliar do experimento da safra 2016/2017 foi estimada por meio de
escala diagramatica elaborada pela AGROCERES (1996). Nessa escala, a avaliagéo
da percentagem do tecido foliar infectado por Exserohilum turcicum exibe percentuais
de lesdo de 0, 1, 3, 6, 10, 25, 50 e >50%. As plantas foram divididas em trés tergos
(inferior, mediano e superior) e de cada ter¢co foram avaliadas trés folhas para a
inferéncia do progresso da doencga. A severidade média de cada planta foi estimada
a partir da média das nove folhas.

A evolugao da doenga, para os dois ensaios, foi estimada através da area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD), com base nos dados de severidade

obtidos em cada avaliagdo e aplicado a formula de Campbell & Madden (1990):

AACPD = Y1 (Y””Yi)z'(T"“”"), onde: Yi = severidade da doenca na época de

avaliagdo i (i=1,2...n); Y i+1 = severidade da doenga na época de avaliagao i+1; Ti =

época da avaliacao i; Ti+1= época de avaliagao i+1 e; n = numero total de observacgdes.
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2.3.3 Caracteres Fenolégicos, Agronémicos e de Rendimento

Para o ensaio conduzido na safra 2016/2017, além da severidade da doenca,
foram avaliados caracteres fenoldgicos, agronémicos e de rendimento.

As variaveis fenologicas avaliadas foram florescimento masculino (FM),
florescimento feminino (FF), periodo em antese (PA) e maturagéo fisiologica (MATU).
Para FM, foi considerado o tempo (em dias) transcorrido da emergéncia até 50% + 1
de plantas da parcela util contendo anteras liberando pdlen. Para o (FF), foi
considerado o tempo (em dias) transcorrido da emergéncia até 50% + 1 de espigas
da parcela util contendo estigma e estiletes expostos. Para PA, foi considerado o
tempo em que 50% + 1 dos pendodes das plantas da parcela util ficaram liberando
pélen. A MATU, foi considerada quando 50% + 1 das plantas apresentavam a ponta
do grdo com a “camada preta”.

Os caracteres agrondmicos avaliados foram: altura até a espiga principal (AE),
altura até a folha bandeira (AFB), altura até o inicio do pendao (AIP), altura até o inicio
do pendao principal (AIPP), altura da planta toda, expressos em metros (AP), e
numero de ramificagcbes do pendado (NRP) e numero de folhas acima da espiga
principal (NFAE).

Nessa mesma safra, também foram avaliados o rendimento de grdos (PROD) e
seus componentes: prolificidade (PRO), numero de fileiras na espiga (NFE), numero
de graos por fileira na espiga (NGF), comprimento da espiga (CE), diametro da espiga
(DE), didametro do sabugo (DS), peso da espiga com palha (PECP), peso da espiga
sem palha (PESP) e peso de 1000 graos (P1000). Para os caracteres prolificidade,
numero de fileiras na espiga, numero de graos por fileira, diametro da espiga (cm),
diametro do sabugo (cm), peso da espiga com palha (kg) e peso das espigas sem
palha (kg), foram consideradas as espigas de 20 plantas da parcela util, sendo 10
plantas marcadas com fita vermelha em cada uma das duas fileiras da parcela util.

Para a caracteristica peso de 1000 graos (g), foram debulhadas as espigas das
20 plantas da parcela util e aleatoriamente feita a contagem de 1000 graos, para
posterior pesagem. A produtividade foi estimada a partir da colheita e debulha manual

de todas as espigas da parcela util e transformado em t ha' de gréos.
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2.4 ANALISES ESTATISTICAS

O modelo estatistico matematico das analises de variancia é dado por Yij = u +
bj + ti + eij, em que Yij corresponde a observagao do i-ésimo tratamento (i=1,2 e 13)
e do j-ésimo bloco (j=1, 2, 3e J) com J = 3 e J =4, nos experimentos das safras 2013
e 2016/2017, respectivamente; y € a média geral do experimento (constante); bj é o
efeito dos blocos, suposto aleatério; ti € o efeito dos tratamentos (fixo); eijk
corresponde ao erro experimental. A diferenga entre os tratamentos foi calculada pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, quando o teste de F foi significativo
ao mesmo nivel de significancia.
Para calcular a AACPD, em fung¢ao do tempo, foi utilizado o modelo de regressao
linear:
Yi=05 + Gixi +=;, para i=1,..., 1,
onde:
¥i : é uma variavel aleatéria e representa o valor da variavel resposta (variavel
dependente) na i-ésima observacgao;
ri; representa o valor da variavel explicativa (variavel independente, variavel
regressora) na i-ésima observacgao;
€ €& uma variavel aleatéria que representa o0 erro experimental;
i e P1: sdo os parametros do modelo, que serdo estimados, e que definem a reta
de regressao; e n: € o tamanho da amostra.
As analises foram efetuadas com o programa STATISTICA 13.3 (TIBCO, 2017),
para blocos completos casualisados e com o programa R (R TEAM, 2017), para o heat

map.

3.0 RESULTADOS

3.1 EFEITOS DO FLUXO GENICO ENTRE TRANSGENICOS E CRIOULO SOBRE A
RESISTENCIA A HELMINTOSPORIOSE

A Tabela 7 contém as médias para as variaveis INCI, INCU, LATE e severidade
da helmintosporiose (AACPD) safras 2013 e 2016/2017, avaliadas nos trés hibridos
isogénicos da série BG7060, na variedade crioula de milho Rosado e nos cruzamentos

resultantes da combinacéo entre os trés hibridos isogénicos e a variedade crioula
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Rosado em trés porcentagens (75, 50 e 25%). As estimativas dos coeficientes de
variacao foram de 42,23%, 13,99%, 16,43%, 8,45% e 5,66% para INCI, INCU, LATE,
AACPD 2013 e AACPD 2016/2017 respectivamente, indicando que os fatores de
variagao nao controlados pelo experimento foram mais pronunciados para a variavel
INCI (Tabela 7).

Os hibridos isogénicos diferiram significativamente entre si pelo teste F (p <
0,05), para todas as variaveis associadas a helminthosporiose. Para as caracteristicas
INCI, INCU e LATE, o hibrido isogénico portador de dois eventos transgénicos (Hxrr)
apresentou a maior incidéncia e os menores periodos de incubacao e laténcia,
diferenciando-se estatisticamente dos hibridos portadores de um evento (Hx) e do
hibrido NGM; estes dois ultimos hibridos ndo apresentaram diferencgas significativas
entre si (Tabela 7). Neste caso, o piramidamento de genes exdégenos (Hxrr com
TC1507 + NK603) influenciou na maior incidéncia e menores periodos de incubagéo
e laténcia da helmintosporiose.

Considerando a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD),
baseada nos dados obtidos em cinco avaliagdes de severidade da helmintosporiose
(105, 111, 123, 137 e 145 DAP) na safra 2013 e em oito avalia¢des (56, 63, 70, 77,
84, 91, 98 e 105 DAP) na safra 2016/2017, o hibrido NGM apresentou a menor
AACPD, em comparagao aos hibridos Hx e Hxrr, demonstrando que o hibrido
convencional se a presenca de transgenes contribui para a menor severidade da
helmintosporiose (Tabela 7). Por outro lado, o hibrido Hxrr (dois eventos transgénicos)
nao apresentou diferenga significativa para INCI, INCU e LAT, em relagéo a variedade
crioula Rosado e as progénies resultantes da sua combinagdo com Rosado.

Considerando a severidade da helmintosporiose, através da AACPD, na safra
2013, os tratamentos constituidos por 75 e 50% do hibrido NGM com o Rosado
apresentaram as menores severidade da helmintosporiose em relagao as demais
progénies combinadas, mantendo o padréo de resisténcia que os hibridos 100%
(Tabela 7). Para a mesma variavel analisada na safra 2016/2017, somente a progénie
portadora de 75% do hibrido Hx com o Rosado se diferencia do parental Rosado e se
iguala ao seu parental 100% Hx; as demais progénies mantém a mesma severidade

da variedade crioula.
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Tabela 7. Médias obtidas de trés hibridos isogénicos de milho da série BG7060, sob fluxo génico com a variedade crioula de milho Rosado, para a variavel

incidéncia e os caracteres monociclicos da helmintosporiose. Floriandpolis-SC, Safra 2013 e 2016/2017.

Fluxos Génicos

Variavel Hibridos 75% 50% 25% Rosado Média CV (%)
NGM 4,75 ¢ 7,25¢c 35,50 b 62,50 a 83,75a 48,62 42,23
INCI Hx 21,25 ¢ 41,25 b 63,25 a 55,00 a
Hxrr 57,52 a 60,00 a 70,00 a 70,00 a
NGM 22,50 a 22,25 a 19,50 a 15,75 b 13,50b 17,41 13,99
INCU Hx 22,00 a 18,00 b 16,00 b 16,50 b
Hxrr 16,75 b 16,00 b 15,00 b 15,00 b
NGM 28,25 a 29,50 a 25,50 a 18,00 b 16,50b 27,71 16,43
LATE Hx 26,25 a 23,00 a 20,00 b 19,00 b
Hxrr 18,50 b 19,50 b 19,00 b 19,00 b
AACPD NGM 1300,02d 1590,96¢ 1845,41c  2204,18b 2179,95b 1930,62 8,45
2013 Hx 1633,69c 2001,36b  2055,51b  2456,67a
Hxrr 1722,59¢c 1984,20b  2033,43b  2090,23b
AACPD NGM 1688,33b 1883,96° 1904,532 1927,29a 1934,43a 1917.,64 5,66
2016/2017 Hx 1951,572 1829,78b 2002,302 1987,29a
Hxrr 1948,562 1886,23°2 1974,802 2010,20a

*Médias seguidas pela mesma letra para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade. NGM
(n&do geneticamente modificado), Hx (um evento transgénico) e Hxrr (dois eventos transgénico). INCI (incidéncia), INCU (periodo de incubagao), LATE (periodo
de laténcia), AACPD-2013 (area abaixo da curva de progresso da doencga safra 2013), AACPD-2016/2017 (area abaixo da curva de progresso da doenga safra

2016/2017).



114

O dendrograma construido por meio da analise de heatmaps da severidade da
helmintosporiose, na safra 2016/2017, apresenta a formacédo de trés grupos. O
primeiro, com a menor severidade da doenga, € constituido pelos hibridos isogénicos
(NGM, Hx e Hxrr), logo acima ocorre a formagao de um segundo grupo com as
maiores severidades da helmintosporiose, formado pelos tratamentos 25% Hx, 25%
Hxrr, 50% Hx e 50% Hxrr. O terceiro grupo formado é constituido por individuos
intermediarios entre a menor e a maior severidade da helmintosporiose, constituido
pelos tratamentos 75% Hx 75% Hxrr, 25% NGM, 50% NGM, 75% NGM e Rosado
(Figura 8). Neste caso, todas as progénies derivadas dos hibridos isogénicos (NGM,
Hx e Hxrr) com a variedade Rosado sofrem alteracdes.

No primeiro grupo, constituido pelos hibridos isogénicos, nota-se que o hibrido
NGM apresenta-se distante dos dois hibridos transgénicos, resultado que corrobora
com a AACPD apresentada na Tabela 7. Desta maneira, a presenga de genes
exdgenos na constituicdo dos hibridos transgénicos o diferencia quanto a resisténcia
da helmintosporiose do hibrido isogénico sem a presenga de transgenia.

Vale ressaltar que, no grupo constituido pelos individuos com as maiores
severidades da helmintosporiose, ndo ha nenhum tratamento gerado entre o hibrido
NGM com a variedade crioula Rosado. Ainda, pode-se afirmar neste mesmo grupo,
que a sua composicao é referente aos fluxos génicos com menores porcentagens dos
hibridos transgénicos (25% Hx e 25% Hxrr) ou quando estdo na propor¢géao meio a
meio (50% Hx e 50% Hxrr) com a variedade crioula (Figura 8). Neste caso, o fluxo
génico do hibrido NGM sobre a variedade Rosado tem uma interferéncia mais positiva
quanto a reagdo de resisténcia a helmintosporiose em relagdo as progénies

resultantes da combinagao entre os hibridos transgénicos e Rosado.
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Figura 8. Heatmap da severidade da helmintosporiose para o fluxo génico gerado entre os hibridos
isogénicos de milho NGM, Hx e HXRR com a variedade crioula Rosado, em relagéo as oito avaliagdes
da doenga (56, 63, 70, 77, 84, 91, 98 e 105 dias apds o plantio) safra 2016/2017, na forma de heat
map, construido pela analise de agrupamento hierarquico, utilizando distancia Euclidiana Média

Padronizada e o modelo de agrupamento por UPGMA. Escala: Branco menor severidade e Preto maior

severidade. Coef. Correlagdo Cofenética: 0,82.
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3.2 EFEITOS DO FLUXO GENICO ENTRE TRANSGENICOS E CRIOULO SOBRE
CARACTERES FENOLOGICOS, AGRONOMICOS E DE RENDIMENTO DE GRAOS

Os resultados das analises de variancia para os caracteres fenoldgicos (FM, FF,
PA e MF), avaliados nos trés hibridos isogénicos da série BG7060, na variedade
crioula e nos cruzamentos resultantes da combinagao entre os hibridos e Rosado em

trés proporgoes (25, 50 e 75%) estéo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Médias obtidas de trés hibridos isogénicos de milho da série BG7060, sob fluxo génico com a variedade crioula de milho Rosado, para os caracteres

fenolégicos do milho. Floriandpolis-SC. Safra 2016/2017.

Fluxos Génicos

Variavel Hibridos 75% 50% 25% Rosado Média CV(%)
FM (graus NGM 745,03 d 838,01 b 847,30 b 860,34 a 873,14 a 835,86 2,67
dia) Hx 761,53 d 889,01 a 847,11 b 820,68 b
Hxrr 786,50 c 851,29 b 868,70 a 877,58 a
FF (graus NGM 769,88 d 871,69 c 965,19 a 904,44 b 956,01 a 885,58 2,80
dia) Hx 836,70 c 904,44 b 873,14 ¢ 860,00 c
Hxrr 848,13 ¢ 884,24 ¢ 912,75 b 926,06 b
NGM 6,01 c 750 c 14,50 a 10,75 b 11,75 b 9,47 19,78
PA (dias) Hx 7,26 c 8,75¢c 10,00 b 9,75b
Hxrr 7,26 C 6,50 c 11,25 b 11,75 b
MF (graus NGM 1308,15 ¢ 1435,59 a 1459,10 a 1427,60 a 1439,51 a 1399,70 2,43
dia) Hx 1367,63 b 1412,31 a 1419,85 a 1387,89 a
Hxrr 1312,13 ¢ 1403,34 a 1407,18 a 1415,85 a

*Médias seguidas pela mesma letra para cada variavel nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade. - NGM
(n&do geneticamente modificado), Hx (um evento transgénico) e Hxrr (dois eventos transgénico). FM (Florescimento Masculino), FF (Florescimento Feminino),
PA (Periodo em Antese) e MF (Maturacao Fisioldgica).



117

Para os caracteres fenologicos FM, FF e MF foram observadas diferengas
significativas entre os hibridos isogénicos estudados (Tabela 8). O hibrido portador de
dois eventos (Hxrr) apresentou maior periodo para o FM em relacdo aos demais
hibridos avaliados, assim como os hibridos Hx e Hxrr apresentaram maior periodo de
FF em relagdo ao hibrido NGM. O hibrido Hx também apresentou maior
prolongamento do ciclo da cultura avaliado através da MF, em relagdo aos demais
hibridos avaliados (Tabela 8). Os hibridos sempre apresentaram os menores graus
dias em relagado ao Rosado e os cruzamentos derivados (Tabela 8).

Para PA, os cruzamentos 75% hibridos e 25% Rosado n&o diferenciam dos
parentais hibridos, mas diferengas existem em relacao as progénies 50% e 25% que
por sua vez nao se diferenciam do Rosado, com exceséo da progénie 50% NGM com
o maior periodo em antese. Os valores estimados para o coeficiente de variacdo para
as caracteristicas FM, FF, PA e MF foram de 2,67%, 2,80%, 19,78% e 2,43%
respectivamente (Tabela 8). Diferengas entre hibridos e variedades crioulas sdo muito
comuns de observar, ja que os hibridos passaram por programas de melhoramento
para que chegassem ao maximo de sincronismo no florescimento e menor periodo
em antese. A variedade crioula Rosado apresenta um maior periodo em antese (PA),
aproximadamente 12 dias, se diferenciando dos hibridos isogénicos que apresentam
de 6 a 7 dias, 0 que compensa a sua menor sincronia no florescimento em relacéo
aos hibridos.

Para a variavel MF, os cruzamentos entre os hibridos e o Rosado n&do sofrem
alteracdes e todas as simulagdes de fluxo génico, se igualaram a variedade crioula
Rosado (Tabela 8). Neste caso, os hibridos isogénicos avaliados n&o influenciam na
maturacao fisioldgica dessas progénies.

Os resultados das analises de varidncia para os caracteres agronémicos,
avaliados em trés hibridos isogénicos da série BG7060, na variedade Rosado e nos
seus respectivos descendentes (75, 50 e 25%) estdo apresentados na Tabela 9. Os
valores estimados para o coeficiente de variagao para as caracteristicas AE, AFB,
AIP, AIPP, AP, NRP e NFAE foram de 9,72%, 6,44%, 6,23%, 6,33%, 5,60%, 12,94%

e 5,83% respectivamente (Tabela 9).
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Tabela 9. Médias obtidas de trés hibridos isogénicos de milho da série BG7060, sob fluxo génico com a variedade crioula de milho Rosado, para os caracteres

agrondémicos do milho. Florianépolis-SC. Safra 2016/2017.

Fluxos Génicos

Variavel Hibridos 75% 50% 25% Rosado Média CV (%)

NGM 0,91¢ 1,11¢c 1,29 b 1,36 b 1,62 a 1,21 9,72
AE (m) Hx 0,99 c 1,10 c 1,25 b 1,36 b
Hxrr 1,03 ¢c 1,10 ¢c 1,41b 1,25b

NGM 1,93 ¢ 2,12 ¢ 221b 2,32b 2,65 a 2,18 6,44
AFB (m) Hx 2,01c 1,92 c 2,17 c 2,31b
Hxrr 2,01c 2,07 c 2,43 b 2,26 b

NGM 2,02d 2,22 ¢ 2,30b 2,42b 2,72 a 2,27 6,23
AIP (m) Hx 2,08 d 1,98 d 2,24 c 241b
Hxrr 2,07 d 2,18 ¢ 249b 2,35b

NGM 2,14 c 2,35¢c 2,48b 2,55b 2,84 a 2,39 6,33
AIPP (m) Hx 2,19¢c 2,09¢c 2,34 ¢ 2,51b
Hxrr 2,18 c 2,27 c 2,60b 2,48 b

NGM 2,35¢c 2,56 ¢ 2,66 b 2,75b 3,01a 2,58 5,60
AP (m) Hx 2,40c 2,26 c 2,53 ¢c 2,69b
Hxrr 2,39¢c 2,44 c 2,78 b 2,68b

NGM 6,49 d 12,4 b 15,08 a 12,59 b 12,96 b 10,87 12,94
NRP Hx 6,95 d 9,74 c 13,58 a 15,23 a
Hxrr 6,80 d 7,16 d 11,44 b 10,95 b

NGM 5,98 a 5,93 a 5,32b 553b 5,85a 5,91 5,83
NFAE Hx 6,01 a 5,65b 6,23 a 6,00 a
Hxrr 5,91 a 6,05 a 5,88 a 6,48 a

*Médias seguidas pela mesma letra para cada variavel ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade. NGM
(ndo geneticamente modificado), Hx (um evento transgénico) e Hxrr (dois eventos transgénico). AE (altura até a espiga), AFB (altura até a folha bandeira),
AIP (altura até o inicio do pendéao), AIPP (altura até o inicio do pendao principal), AP (altura da planta), NRP (niumero de ramificagdes do pendao) e NFAE
(numero de folhas acima da espiga principal).
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Para os caracteres agronémicos relacionados a altura das plantas sao
constatados dois extremos, onde as maiores alturas (AE, AFB, AIP e AP) sao
observadas na variedade crioula Rosado, diferenciando dos hibridos isogénicos NGM,
Hx e Hxrr (Tabela 9). Para AE, ndo ha diferenca entre os hibridos isogénicos e os
cruzamentos descendentes dentro da mesma propor¢cdo, mas diferengcas sao
observadas entre as progénies com 50 e 25%, em relagdo as progénies com 75% e
100%, os quais possuem as menores alturas até a espiga principal. Para a variavel
AP, nao ocorreram diferencas estatisticas entre os hibridos isoladamente e nem entre
os cruzamentos 75% hibridos e 25% Rosado e 25% hibridos e 75% Rosado (Tabela
9).

Para as variaveis relacionadas a altura das plantas (AE, AFB, AIP e AFP),
observa-se que todos os cruzamentos com os hibridos, diferenciaram estatisticamente
da variedade crioula Rosado, apresentando-se com menores alturas que a variedade
crioula em estudo (Tabela 9).

Os resultados das analises de variancia para os caracteres de rendimento (PRO,
NFE, NGF, CE, DE, DS, PECP, PESP, P1000 e PROD), avaliados em trés hibridos
isogénicos da série BG7060, na variedade crioula de milho Rosado e nos seus
respectivos descendentes (75, 50 e 25%) estdo apresentados na Tabela 4. Os valores
estimados para o coeficiente de variagao para as caracteristicas PRO, NFE, NGF, CE,
DE, DS, PECP, PESP, P1000 e PROD foram de 3,99%, 4,02%, 7,24%, 5,67%, 3,31%,
4,01%, 12,80%, 14,20%, 6,26% e 14,38% respectivamente (Tabela 10).

Para os caractreres PRO, NFE, CE, DE, PECP, PESP, P1000 e PROD,
diferengas significativas foram observadas entre os hibridos isogénicos em estudo
(Tabela 10). O hibrido NGM se diferenciou dos hibridos transgénicos Hx e Hxrr para
NFE, CE, DE, PECP, PESP, P1000 e PROD, apresentando menor numero de fileiras
nas espigas, maior comprimento e didmetro das espigas, maiores pesos das espigas
com e sem palha, maior peso de mil grdos e maior produtividade que os hibridos Hx
e Hxrr. Para estes caracteres, a presenga de transgénia interferiu no aumento do
numero de graos por fileira, algo positivo e esperado, e reduziu o comprimento, o
didmetro e o peso das espigas, além do peso dos graos e produtividade.

Para NGF e DS, por outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os hibridos isogénicos (NGM, Hx e Hxrr). Mas todos os hibridos apresentaram
maior numero de graos por fileira e maior didametro do sabugo do que a variedade

crioula Rosado (Tabela 10).
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Tabela 10. Médias obtidas de trés hibridos isogénicos de milho da série BG7060, sob fluxo génico com a variedade crioula de milho Rosado, para os caracteres

de rendimento do milho. Floriandpolis-SC. Safra 2016/2017.

Variavel Hibridos Fluxos Génicos Rosado Média CV (%)
75% 50% 25%
NGM 1,01b 0,96 b 0,88 ¢ 0,98 b 091c 0,99 3,99
PRO Hx 0,99 b 0,99 b 1,02 a 1,05 a
Hxrr 1,04 a 1,05 a 0,99b 1,03 a
NGM 12,64 b 13,15 a 11,28 ¢ 12,36 b 12,05b 12,63 4,02
NFE Hx 13,44 a 12,38 b 12,76 b 12,70 b
Hxrr 13,19 a 13,37 a 12,36 b 12,53 b
NGM 32,33 a 29,38 a 23,10 ¢ 27,08 b 26,33 b 28,93 7,24
NGF Hx 30,29 a 29,40 a 29,48 a 31,77 a
Hxrr 28,71 a 28,72 a 30,82 a 28,65 a
CE NGM 15,64 a 15,86 a 14,36 b 14,88 b 14,11b 14,92 5,67
(cm) Hx 14,51 b 14,56 b 14,38 b 15,78 a
Hxrr 14,57 b 14,83 b 15,60 a 14,92 b
NGM 45,24 a 43,43 a 39,25 ¢ 45,04 a 45,56 a 43,79 3,31
DE (mm) Hx 42,79 b 42,79 b 44,63 a 44,58 a
Hxrr 41,87 b 43,50 a 44,06 a 46,55 a
NGM 27,02 a 26,21 a 23,39 b 27,30 a 26,01 a 26,25 4,01
DS (mm) Hx 26,35 a 26,68 a 27,31 a 25,41 a
Hxrr 25,53 a 26,38 a 26,11 a 27,60 a
NGM 343 a 3,27 a 1,97 c 2,95 a 2,94 a 2,91 12,80
PECP (Kg) Hx 2,57b 2,79b 3,03a 3,55 a
Hxrr 2,53b 2,67b 3,02 a 3,11a
NGM 3,08 a 2,80 a 1,49 ¢c 2,55 b 242 a 2,53 14,20
PESP (Kg) Hx 2,29b 242 b 2,64b 3,14 a
Hxrr 2,28b 2,36 b 1,94 b 2,69b
NGM 268,15 b 256,83 b 261,74 b 295,13 a 278,14 a 255,08 6,26
P1000 (g) Hx 204,82 ¢ 24476 b 260,27 b 264,93 b
Hxrr 217,14 ¢ 230,43 c 265,67 b 268,08 b
NGM 13,44 a 10,76 b 5,83d 8,51¢c 8,97 c 9,57 14,38
PROD (t ha) Hx 9,15¢ 9,59 ¢ 9,63 ¢ 11,76 b
Hxrr 9,00 ¢c 8,53 ¢ 9,59 ¢ 9,71c

*Médias seguidas pela mesma letra para cada variavel nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade. NGM
(ndo geneticamente modificado), Hx (um evento transgénico) e Hxrr (dois eventos transgénico). PRO (prolificidade), NFE (numero de fileiras de grdos na
espiga), NGF (numero de gréos por fileira na espiga), CE (comprimento da espiga), DE (didmetro da espiga), DS (diametro do sabugo), PECP (peso das

espigas com palha da parcela), PESP (peso das espigas sem palha da parcela), P1000 (peso de 1000 graos) e PROD (produgao).
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Para PRO, o hibrido Hxrr se diferenciou dos demais hibridos (Hx e NGM),
apresentando maior prolificidade. Em relacdo aos cruzamentos, a maioria diferiu da
variedade crioula, com excec¢ao do cruzamento 50% NGM e 50% Rosado. O mesmo
padrdo pode ser observado para a caracteristica NGF, onde a unica progénie
semelhante a variedade crioula foi 25% NGM; as demais diferenciaram da variedade
Rosado, apresentando numero de gr&os por fileiras nas espigas maiores (75NGM,
75Hx, 50Hx, 25Hx, 75Hxrr, 50Hxrr e 25Hxrr) ou menores (50NGM).

Para a variavel NFE e DE, o hibrido NGM né&o difere estatisticamente da
variedade crioula Rosado, porém se diferencia dos demais hibridos transgénicos que
apresentam maior numero de fileiras nas espigas e menor diametro da espiga. Para
a variavel CE, ocorre o oposto, considerando que os hibridos transgénicos (Hx e Hxrr)
nao diferem significativamente do Rosado, porém, diferem do hibrido NGM com os
maiores comprimentos de espiga. A falta de tendéncia também foi observada nas
progénies analisadas para essa variavel. Para DS, ndo ha diferenca significativa entre
os hibridos avaliados em relagédo ao Rosado. Quanto aos descendentes, somente a
progénie 50% NGM se diferencia das demais e do Rosado, apresentando o menor
didmetro do sabugo.

Para PECP, as progénies 75% Hx e 75% Hxrr nao apresentam diferengas entre
si, nem com seus genitores, porém, as progénies 50% Hx e 50% Hxrr e 25% Hx e
25% Hxrr de fluxo génico, diferem apenas de seus respectivos genitores, mas nao da
variedade crioula Rosado (Tabela 10). Para PESP, o hibrido NGM difere em relacao
aos transgénicos (Hx e Hxrr), para os cruzamentos de 75% hibridos e 25% Rosado e
50% Hibridos e Rosado, a diferengas entre os cruzamentos com o hibrido NGM difere
em relagao aos cruzamentos com os transgénicos (Hx e Hxrr).

Para PROD, os hibridos Hx e Hxrr ndo se diferenciam da variedade crioula

Rosado, embora estes hibridos tenham passado por programas de melhoramento.
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4.0 DISCUSSAO

4.1 EFEITOS DO FLUXO GENICO ENTRE TRANSGENICOS E CRIOULO SOBRE A
RESISTENCIA A HELMINTOSPORIOSE

Os resultados observados nos caracteres de resisténcia a helmintosporiose
(INCI, INCU, LATE, AACPD 2013 e 2016/2017) sugerem que as diferengas quanto a
reacgao dos hibridos isogénicos transgénicos (Hx, Hxrr) e convencional (NGM) podem
ser atribuidas aos genes exdgenos ou aos eventos inseridos no genoma do milho,
considerando que o unico componente genético que os diferencia decorre da auséncia
(NGM) ou presenga dos transgenes, de qual evento foi inserido no seu genoma
(TC1507 ou TC1507+NK603), da quantidade de eventos inseridos no genoma e da
localizagao das insercoes.

A esse respeito, para os caracteres AACPD safra 2013 e 2016/2017, a presenca
de genes exodgenos faz com que as plantas apresentem maior severidade da
helmintosporiose. Para as caracteristicas INCI, INCU, LATE, a presenga de genes
exdgenos e a maior quantidade de genes exdgenos influencia na maior incidéncia, no
menor periodo de incubagao e menor periodo latente da helmintosporiose.

Os efeitos de TC1507 isolado (transgenes cry1F e pat em Hx) e de TC1507
combinado a NK603 (transgene cp4 epsps em Hxrr), sobre a interagdo com os
caracteres de resisténcia a helmintosporiose avaliados, nao foram similares e sugere
que ocorra algum tipo de interagéo entre os eventos TC1507 e NK603 capaz de gerar
um efeito diferenciado sobre os caracteres da planta. A esse respeito, no capitulo
anterior, este resultado ja foi discutido, comprovando que outros estudos ainda
poderiam agregar novos conhecimentos sobre os efeitos individuais e combinados
dos trasnsgenes, a partir de um conjunto de cultivares isogénicas portadoras de genes
exdgenos isolados e piramidados em todas as combinagdes.

No presente estudo, foi observado que os hibridos transgénicos apresentam
para os caracteres de resisténcia a helmintosporiose maior incidéncia, menor periodo
de incubacéo e laténcia na safra 2016/2017 e maior severidade da helmintosporiose

para safra 2013 em relagédo ao hibrido convencional. Em alguns casos, a reagao dos
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cruzamentos frente a helmintosporiose distingui-se inclusive dos dois parentais
(hibridos e Rosado), tal como ocorreu para INCl e AACPD safra 2013.

A coexisténcia entre variedades modernas melhoradas e as variedades crioulas,
especialmente em centros de origem e diversidade biologica do milho, teve seu
destaque em 2001, quando David Quist e Ignacio Chapela, dois bidlogos de plantas
da Universidade da Califérnia em Berkeley, publicaram na Nature que haviam
encontrado transgenes introgredidos em variedades locais de milho nas montanhas
de Oaxaca, México (Quist e Chapela, 2001). A partir dai a indefinicdo das possiveis
causas ou entendimento do comportamento do fluxo génico entre cultivares
transgénicas e variedades crioulas ainda € uma incognita.

No trabalho realizado por Lu et al. (2016), os efeitos de contaminacao de
transgenes de culturas domesticadas sobre ancestrais selvagens ou plantas ruderais
revelam que a adequacao relativa de linhagens, que séo o resultado do fluxo génico
entre uma cultura transgénica e um parente silvestre/daninho, ndo podem ser
facilmente previstos a priori. A presenga de transgenes, por vezes, se correlaciona
com o aumento da aptidao relativa, diminuicdo da aptidao relativa, ou nenhuma
mudanga na aptidao relativa. Da mesma forma, estudos suficientes se acumularam
para demonstrar que o background genético e o ambiente podem, as vezes,
desempenhar um papel-chave na determinagao da direcdo e magnitude dos efeitos
de adequacéo dos transgenes

Um desses estudos é apresentado por Xia et al. (2016), no qual foi medido os
efeitos de aptiddo de transgenes cultivados resistentes a insetos que foram
introgredidos em varias linhagens de arroz. O efeito de aptidao relativa do transgene
variou com o ambiente (nivel de infestagdo de insetos) e com o gendtipo (fundo
genético das diferentes linhagens). Os resultados sugerem que os efeitos de aptidao
de um transgene resistente a insetos introgredido em populag¢des de plantas ruderais
nao sao uniformes em diferentes ambientes e gendtipos das plantas receptoras que
adquiriram o transgene. Portanto, esses fatores devem ser considerados ao avaliar o

impacto ambiental do fluxo de transgenes para plantas ruderais ou de arroz silvestre.
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4.2 EFEITOS DO FLUXO GENICO ENTRE TRANSGENICOS E CRIOULO SOBRE
CARACTERES FENOLOGICOS, AGRONOMICOS E DE RENDIMENTO DE GRAOS

Os resultados observados para os caracteres FM, FF, MF, PRO, NFE, CE, DE,
PECP, PESP, P1000 e PROD indicam que as diferencas quanto a reagao dos hibridos
isogénicos podem ser atribuidas aos genes exdégenos ou aos eventos inseridos no
genoma do milho. A esse respeito, para os caracteres FF, NFE, CE, DE, PECP, PESP,
P1000 e PROD, a presenga de genes exdgenos faz com que as plantas apresentem
maior numero de graus dias para entrar em florescimento feminino, maior numero de
fileiras nas espigas, menor comprimento e didmetro das espigas, menor peso das
espigas com e sem palha, menor peso de 1000 graos e menor produtividade. Para a
caracteristica MF, a presenca de transgénes com excessao do evento transgénico
NK603, faz com que as plantas necessitem de maior numero de graus dias para entrar
em maturacgao fisioldgica. Na avaliagdo das caracteristicas FM e PRO a presenga de
genes exdgenos e a maior quantidade de genes exdgenos (TC1507+NK603)
influencia no menor periodo de incubacdo e menor periodo latente da
helmintosporiose, maiores graus dias para entrar em florescimento masculino e maior
prolificidade. Para os demais caracteres avaliados ndo foram observadas diferencas
significativas entre os hibridos isogénicos.

Os efeitos de TC1507 isolado (transgenes cry1F e pat em Hx) e de TC1507
combinado a NK603 (transgene cp4epsps combinado a cry1F e pat em Hxrr) sobre os
caracteres associados a helmintosporiose ndo foram similares e sugere que ocorre
algum tipo de interagcéo entre os eventos TC1507 e NK603 capaz de gerar um efeito
diferenciado sobre os caracteres da planta. A esse respeito, outros estudos poderiam
agregar novos conhecimentos sobre os efeitos individuais e combinados dos
trasnsgenes, a partir de um conjunto de cultivares isogénicas portadoras de genes
exdgenos isolados e piramidados em todas as combinagdes.

Alguns estudos na literatura mostram divergéncia em comparagao aos
resultados obtidos no presente trabalho, como por exemplo, o estudo realizado por
Cerqueira et al. (2017), os quais trabalharam com um hibrido de milho quase-
isogénico nao-geneticamente modificado (ndo-GM) e dois hibridos comerciais GM,

visando determinar o desempenho agrondmico dos hibridos de milho GM e sua
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equivaléncia ao milho hibrido n&o transgénico. Os autores constataram que os
atributos agrondmicos para todas as entradas GM foram estatisticamente
indistinguiveis do hibrido préximo-isogénico nao-GM. Além disso, a maioria das
avaliagdes agronémicas caiu dentro do intervalo das variedades comerciais incluidas
no estudo. Tomados em conjunto, verificou-se que MON 89034 x TC1507 x NK603 x
DAS-40278, MON 89034 x TC1507 x NK603 e DAS-40278-9 eram agronomicamente
equivalentes ao milho nao GM

Em contrapartida, outros estudos apresentam semelhangas aos resultados
obtidos no presente trabalho, como por exemplo, o estudo realizado por Balieiro Neto
et al. (2013), com o objetivo de avaliar o efeito de danos ocasionados por pragas sobre
as caracteristicas morfologicas, estruturais e a composigcao quimica dos hibridos de
milho DKB390 e AG8088, contendo o gene cry1Ab, e de suas contrapartes
convencionais. Nesse estudo, os autores detectaram que os hibridos contendo o gene
cry1Ab tiveram maiores quantidade e percentual de material morto, altura da planta e
altura da espiga, quando comparados aos seus isogénicos nao-GM, além de haver
maior transferéncia de nutrientes do colmo para o enchimento dos graos € menor
relagdo espiga/colmo na planta transgénica.

Em outro estudo realizado por Prado et al. (2016), objetivando avaliar o
desempenho agrondmico de hibridos de milho transgénico e seus respectivos
isogénicos nao geneticamente modificados em dois locais de Mato Grosso do Sul, os
autores observaram que em todos os ambientes as maiores medias de produtividade
de graos foram dos hibridos transgénicos e o hibrido que obteve a maior média de
produtividade de graos em relagdo aos ambientes foi o isogénico convencional nao
geneticamente modificado, AG7000.

Esses estudos mostram que os efeitos dos transgenes sobre variados caracteres
em milho ainda sdo conflitantes ou, no minimo, insuficientes para se chegar a um
consenso sobre prejuizos, beneficios ou neutralidade para as plantas frente a
presenca ou auséncia de transgenes ou o numero de transgenes inseridos em seu
genoma. Isso reforca a necessidade de mais estudos envolvendo as interagbes
estabelecidas entre plantas e transgenes.

No presente estudo, foi observado que os fluxos génicos entre a variedade

Rosado com os hibridos isogénicos em trés proporgdes, diferiram entre si para a
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maioria dos caracteres avaliados (FF, FM, PA, AFB, AIP, AIPP, AP, NRP, NFAE, PRO,
NFE, NGF, CE, DE, DS, PECP, PESP, P1000 e PROD). Para os caracteres NFAE,
PRO, PECP, PESP e PROD, a presenca de genes exdgenos contribuiu para o
aumento do numero de folhas acima da espiga e da prolificidade, bem como para a
reducdo do peso de espigas com e sem palha e da produtividade.

O fluxo génico simulado entre os hibridos isogénicos com a variedade crioula
Rosado, influenciou em caracteres fenolégicos, agrondmicos e de rendimento do
milho. Em alguns casos, os fluxos génicos gerados se diferenciaram totalmente da
variedade crioula, como por exemplo: FF para os fluxos génicos com os hibridos
transgénicos, AE, AFB, AIP, AIPP e AP para todos os fluxos génicos avaliados, NGF,
PRO e P1000 para os fluxos génicos com os hibridos transgénicos. Em outra situacgéao,
diferengas ocorreram inclusive dos dois parentais (Hibridos e Rosado), gerando
individuos com caracteristicas diferentes dos seus pais, como por exemplo: para FM,
FF, PA, AE, AFB, AIP, AIPP, AP, NRP, NFAE, PRO, NGF, DE, P1000 e PROD.

Trabalhos ja realizados pelo Nucleo de Estudos em Agrobiodiversidade com
estes mesmos hibridos da série BG7060, observaram diferengcas na diversidade de
enddfitos nas folhas do milho, entre as populagdes sem transgenia daquelas que
continham o transgene com dois eventos transgénicos Hxrr. I1sso sugere que a
expressado dos transgenes, interagdo entre eles ou, até mesmo, a epistasia entre
esses e o genoma do milho, afetam a comunidade de fungos endofiticos (SILVA et al.,
2016a). Em outro trabalho realizado por Lohn (2014), avaliando o mesmo material
vegetal, o autor observou que os grupos funcionais proteinas e carboidratos sofreram
alteracgdes, na avaliagéo de graos inteiros por Drifts, quando comparado a variedade
crioula Rosado com as introgressdes do hibrido transgénico Hxrr sobre o Rosado.
Assim, pode-se inferir que houve alteragdes significativas quando o milho crioulo sofre
introgressées do hibrido Hxrr, tanto sobre os fungos endofiticos quanto sobre o

metaboloma dos gréaos.

4.3 IMPACTOS SOBRE A AGROBIODIVERSIDADE DO EOSC

Os estudos realizados até entdo sobre o tema ‘transgenes e seus efeitos sobre

organismos nao-alvo’ requerem um aprofundamento, sobretudo quanto aos impactos
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dessas biotecnologias sobre a conservagdo da agrobiodiversidade no ambito da
agricultura familiar (VAN HEERWAARDEN et al., 2012).

Como foi observado nos resultados deste trabalho o fluxo génico entre os
hibridos isogénicos com a variedade crioula Rosado, apresentou influéncia sobre
caracteres de resisténcia a doencga, fenologicos, agronémicos e de rendimento do
milho. Osbservou-se em alguns dos caracteres avaliados que os fluxos génicos
gerados se diferenciaram da variedade crioula, em outra situagédo, as diferencas
ocorreram entre os hibridos com e sem transgenia e com numero de transgenias
diferentes e ainda houve diferencgas inclusive dos dois parentais estudados os hibridos
e 0 Rosado, gerando individuos com caracteristicas diferentes dos seus pais.

Neste contexto, o presente trabalho traz em discussédo a necessidade da
realizacdo de pesquisas que analisem os impactos decorrentes do fluxo génico
responsavel pela contaminagdo dos cultivos convencionais (MELLON; RISSLER,
2004; BUCCHINI; GOLDMAN, 2002) ou de base agroecoldgica, assim como das
variedades crioulas (SILVA et al., 2016b; IVERSEN et al., 2014; JACOBSON; MYHR,
2012; EZCURRA, ORTIZ; SOBERON-MAINERO, 2002; QUIST; CHAPELA, 2001) e
de seus parentes silvestres (COSTA et al., 2016; SILVA et al., 2015; SCHOEN et al.,
2008), por polen de cultivares transgénicas.

No caso das variedades crioulas, os riscos ainda podem ser maiores, ja que ao
contrario dos agricultores que produzem variedades convencionais ou transgénicas,
a maioria dos pequenos agricultores familiares recuperam suas sementes da colheita
anterior e, frequentemente, adquirirem sementes de outros agricultores através de um
sistema tradicional apoiado em regras, expectativas e praticas baseadas na familia e
redes sociais locais (SILVA; OGLIARI, 2015; CHAMBERS; BRUSH, 2010). Este
sistema tradicional liga de forma eficaz todas as populagdes de milho individuais ou
lotes de sementes, em uma unica metapopulagéo (SILVA; OGLIARI, 2015; LOUETTE,
2000). O destino de um transgene, que ultrapassou os limites da area de cultivo, esta
sujeito aos efeitos, a longo prazo, dos processos genéticos populacionais como a
deriva, o fluxo de genes e a selecao (VAN HEERWAARDEN et al., 2010), podendo
resultar na perda de diversas variedades crioulas mantidas por agricultores familiares.

Se for levado em consideragao que este fato esta ocorrendo na regido EOSC,

onde ha uma ligagdo entre populagdes de milho através dos mantenedores de



128

variedades crioulas, que estabelecem redes de trocas de sementes bem definidas
(COSTA et al.,, 2016; SILVA; OGLIARI, 2015), a iminéncia de contaminagao de
algumas destas populagdes e a perpetuagao dos transgenes poderia ser alavancada
dentro desta rede e expandida a toda regiao.

Os impactos biolégicos sobre a conservagdo da agrobiodiversidade seriam
imprevisiveis, considerando que o EOSC tem sido indicado como microcentro de
diversidade de milho. Essa indicagao da regido de estudo como um microcentro de
diversidade do género Zea, fora da sua area nuclear de origem filogenética, no
México, deveu-se as seguintes particularidades: existéncia de rica diversidade de
variedades crioulas (COSTA et al.,, 2016); presenga de ragas indigenas antigas
(SILVA et al., 2016b); evolugao de novas ragas pelo manejo dos agricultores (SILVA
et al., 2016b); e presenca de populagdes de parentes silvestres do milho em processo
de domesticagao, coexistindo simpatricamente com as formas cultivadas, algumas
das quais foram classificadas como Zea luxurians (ANDRE, 2016; SILVA et al., 2015).

Apenas uma pequena parte dessa diversidade do género Zea tem sido
caracterizada e destacada como recursos genéticos de elevado potencial agronémico
(ANDRE, 2016; OGLIARI et al, 2013), adaptativo (GONCALVES, 2016; SASSE,
2008), culinario (SILVA et al., 2016b), bem como nutricional, funcional e medicinal
(KUHNEN et al, 2012; KUHNEN et al., 2011; KUHNEN et al.,, 2010). Com a
contaminagao da agrobiodiversidade por transgenes, todas essas fungdes poderiam
ser perdidas como consequéncia da erosdo geneética e da perda de atributos tao
essenciais para os agricultores que as conservam.

Os impactos ecoldgicos do fluxo génico entre as cultivares transgénicas e as
populagdes de teosintes nessa regido do Brasil sdo relevantes para os ecossistemas
agricolas da regiao EOSC, por isso, também deveria ser analisado do ponto de vista
da biosseguranca. A constatacao de fluxo génico entre as formas silvestres do género
Zea e o milho transgénico € consequéncia da contaminagao de plantas espontaneas
de teosinto (parente silvestre do milho), em lavouras cultivadas por hibridos de milho
transgénico (SILVA et al., 2015).

Os riscos de danos ao ecossistema agricola da regido sao imprevisiveis,
considerando que alguns hibridos transgénicos mais cultivados na regido sao

portadores de eventos que conferem resisténcia a herbicidas, tais como TC1507
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(transgene pat) e NK603 (transgene cp4 epsps). Além disso, os hibridos F1 entre
ambas as espécies ja foram identificadas no EOSC e, a partir disso, as populagdes
espontaneas de teosinto podem estar servindo como espécie-ponte para a ocorréncia
indesejavel de transferéncias de genes interespecifica, ou seja, entre teosintos
contaminados e variedades crioulas.

A liberagao comercial do primeiro milho transgénico no Brasil — evento MON810
ou Milho Guardian — baseou-se em Parecer Técnico n® 1100/2007, que desconsiderou
a presencga do parente silvestre do milho em algumas regides do pais, ao afirmar que
“ndo ha no Brasil espécies silvestres que o milho possa se intercruzar, ja que a espécie
silvestre mais proxima ao milho € o teosinte, encontrado apenas no México e em
alguns locais da América Central, onde pode cruzar com milho cultivado em campos
de produgéo’.

A inexisténcia de avaliagdes de risco particulares aos diferentes ecossistemas
agricolas do Brasil também resultou na padronizagdo da norma de biosseguranca,
que permitiu a coexisténcia entre diferentes sistemas de produgédo no campo, ou seja,
entre cultivos de milho geneticamente modificados (GM) e cultivos ndo geneticamente
modificados (NGM) - melhorados ou crioulos - sem a ocorréncia de contaminagéo
destes ultimos.

O principio da coexisténcia entre GM e NGM, baseado em distancias minimas
de isolamento entre lavouras de milho GM e NGM, esta disposto no artigo 2 da
Resolugcdo Normativa n°® 4 (RN4), publicada pela Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranga (CTNBio), no Diario Oficial da Unido de 23/08/2007, conforme o
seguinte texto: “Para permitir a coexisténcia, a distancia minima entre uma lavoura de
milho geneticamente modificado e outra de milho ndo geneticamente modificado,
localizada em area vizinha, deve ser igual ou superior a 100 metros ou,
alternativamente, 20 metros, desde que acrescida de bordadura com, no minimo, dez
fileiras de plantas de milho convencional de porte e ciclo vegetativo similar ao milho
geneticamente modificado”.

Essa resolugdo também desconsiderou a vulnerabilidade do ecossistema
agricola particular da regido sul do pais ao desconsiderar levantamento prévio a
liberacdo do milho transgénico, publicado por Cordeiro et al (2008). Nesse

levantamento, os autores ja haviam destacado os riscos de contaminacgao por razdes
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espaciais e geograficas, principalmente com relagdo as limitagdes topograficas,
elevada densidade das propriedades agricolas por area, tamanho pequeno das
propriedades rurais (em geral, menores do que 20 ha), falta de isolamento temporal e
espacial entre lavouras de milho e ajustes de conduta as exigéncias da legislagao
florestal.

Diante disso, faz-se necessario maior empenho das autoridades para com essa
situacdo que € tao recorrente e que pode prejudicar uma grande biodiversidade
existente, além é claro dos mantenedores dessa grande biodiversidade que cuidam e
lidam no dia-a-dia com as variedades crioulas de milho, tirando seu sustento das

mesmas.

5.0 CONCLUSOES

O fluxo génico entre hibridos isogénicos e a variedade crioula Rosado é diferente
entre os hibridos isogénicos da série BG7060 (NGM, Hx e Hxrr) e a resisténcia a
helmintosporiose, caractéres fenolégicos, agronémicos e de rendimento sao
influenciados pelo mesmo.

Os impactos biolégicos do fluxo génico entre hibridos e variedades crioulas, s&o

imprevisiveis sobre a conservagao e uso da agrobiodiversidade do EOSC.
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