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ANATOMIA E MORFOLOGIA DE PLANTAS DE MILHO COM DIFERENTES
NUMEROS DE ALELOS TRANSGENICOS

RESUMO - Comercialmente os hibridos de milho transgénico sao hemizigotos
para o evento que os define, ou seja, das linhagens parentais cruzadas, uma é
transgénica e a outra convencional. No entanto, hibridos homozigotos também podem
ser obtidos pelo do cruzamento de duas linhagens parentais transgénicas. Assim, uma
vez que a influéncia de genes exdgenos é pouco conhecida na morfologia, anatomia
e fertilidade masculina de hibridos de milho, buscamos com esse trabalho verificar a
influéncia do numero de alelos transgénicos nestes caracteres. Foram utilizados cinco
diferentes hibridos com o0 mesmo evento (TC1507xMON89034xNK603) e o isogénico
convencional de um deles, além de um hibrido com trés diferentes eventos (Bt11,
MIR162 e a piramidagcdo de ambos) e seu isogénico convencional. Totalizando 18
tratamentos, que foram conduzidos em casa de vegetagdo, elaborado em
delineamento de blocos casualizados com duas repeticdes. Quando as plantas
estavam em V3-V4 duas delas foram extraidas para avaliagdo dos caracteres
anatémicos do colmo, as restantes foram conduzidas até V5-V6 e avaliados os
caracteres anatdmicos da folha e raiz, morfolégicos da raiz, matéria fresca e matéria
seca. Para a avaliacado dos caracteres de fertilidade masculina foram instalados em
campo o hibrido com os trés diferentes eventos, com cinco repeticées e utilizadas trés
plantas como parcela util. No terceiro dia apds a antese a viabilidade e a germinagao
desses graos de polen foram avaliados. Todos os hibridos foram diferentes quanto
aos caracteres anatdmicos, os componentes morfolégicos e a viabilidade do gréo de
polen diferiu somente os hibridos que apresentavam a mesma base genética. Quanto
aos cinco hibridos com a mesma transgenia e base genética diferentes, ndao houve
um padrdo com que as alteragdes ocorriam, o que nao permitiu com que fossem
atribuidas aos alelos transgénicos. Nos hibridos com a mesma base genética, mas
com eventos distintos, pode-se notar uma tendéncia de efeitos reducionais nos
caracteres anatébmicos para os eventos Bt11 e Vip quando em homozigose, no
entanto, a homozigose do evento Vip3 favorece os caracteres anatdmicos, mas
reduzia a viabilidade. Assim, pode-se afirmar que ocorrem alteragcbes quando a
transgenia € inserida e quanto a dose de alelos presentes. No entanto, ndo se pode
atribui-las a influéncia direta dos genes exdgenos.

Palavras-chaves: anatomia, hemizigoto, homozigoto, milho Bt, morfologia, Zea mays.
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ANATOMY AND MORPHOLOGY OF CORN PLANTS WITH DIFFERENT
NUMBERS OF TRANSGENIC ALLELES

ABSTRACT - Commercially the transgenic maize hybrids are hemizygous for
the event that defines them, that is, for crossed parental lines, one is transgenic and
the other conventional. However, homozygous hybrids can also be obtained by
crossing two transgenic parent lines. Thus, since the influence of exogenous genes is
not well known in the morphology, anatomy and male fertility of maize hybrids, we seek
to evaluate the influence of the number of transgenic alleles in these traits. Five
different hybrids were used with the same event (TC1507xMON89034xNK603) and
the conventional isogenic of one of them, besides a hybrid with three different events
(Bt11, MIR162 and pyramidation of both and its conventional isogenic. Totaling 18
treatments, they were conducted in greenhouse, elaborated in a randomized complete
block design with two replicates. When the plants were in V3-V4, two of them were
extracted to evaluate the anatomical traits of the stem, the remaining were conducted
to V5-V6 then evaluated the anatomical traits of leaf and root and morphology of root,
fresh matter and dry matter. For the evaluation of the male fertility traits, the hybrids
with three events different, were installed in the field, with five replications and three
plants were used as a useful plot. On the third day after the anthesis the viability and
germination of these grains were evaluated. All hybrids were different in the anatomical
traits, the morphological components and the viability of the pollen grain differed only
in the hybrids that had the same genetic base. For the five hybrids with the same
transgenic and different genetic base, there was no pattern for the occurred alterations,
which did not allow them to be attributed to the transgenic alleles. For hybrids with the
same genetic basis, but with distinct events, we can notice a tendency of reduction
effects in the anatomical trats for the Bt11 and Vip events when in homozygosis,
however, the homozygosis of the Vip3 event favored the anatomical traits, but reduced
the viability. Thus, it can be affirmed that changes occur when the transgene is inserted
and as for the dose of alleles present. However, they cannot be attributed to the direct
influence of the exogenous genes.

Keywords: anatomical, homozygous. Hemizygous, Bt maize, morphological, Zea
mays.



CAPITULO 1 - Consideragées Gerais
1. INTRODUGAO

A adocgao da tecnologia transgénica é crescente desde a sua liberagdo. Quando
comparado somente o ano 2017 com o anterior houve aumento de 3% em relagéo
aos eventos que combinavam resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas, o que
em area correspondeu a 41% (ISAAA,2017).

Das transgenias desenvolvidas, as que promovem o controle de pragas sao as
mais difundidas e responsaveis por sintetizarem proteinas Bt (Sanahuja et. al., 2011;
Pardo-Lépez et al., 2013). As proteinas inseticidas sao sintetizadas durante a fase de
esporulacdo de estirpes da bactéria Bacillus thuringiensis, apresentam acéao
entomotodxica e aspecto de cristais. Por isso sdo conhecidas como proteinas cristais
(cry) que sao expressadas em plantas, como no milho, por meio da técnica do DNA
recombinante e entdo, sdo popularmente conhecidas como plantas Bt (Bravo et al.,
2007).

Inicialmente, a maioria das culturas transgénicas apresentavam somente um
gene exogeno que conferia resisténcia a pragas chaves. No entanto, com a evolugao
da resisténcia, a estratégia aplicada foi a piramidagdo, onde mais de um gene é
introduzido, o qual confere resisténcia a mesma praga, mas sintetiza diferentes
proteinas (Siebert, 2012). As proteinas Bt utilizadas no controle de lepiddpteros praga
em culturas transgénicas podem ser divididas em trés categorias: Cry1 que engloba
os genes Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1F e Cry1A.105; Cry2 que engloba Cry2Ab2 e Cry2Ae;
e Vip3A (Niu et. al., 2014; Yang et. al. 2016; Yang et. al. 2017). Atualmente, o
desenvolvimento de hibridos de milho apresenta estes eventos piramidados:
Cry1F+Cry1ADb, Cry1A.105+Cry2Ab2, Cry1Ab+Vip3Aa20 e
Cry1F+Cry1A.105+Cry2Ab2 (Cruz et al. 2015).

Os hibridos que estdo disponiveis no mercado, quando transgénicos trazem
em sua constituicdo apenas um alelo exégeno, que o configura como hemizigoto, em
razao de no processo para sua obtengao serem cruzadas linhagens em que apenas
uma delas é transgénica (Guadagnuolo et al., 2006). Hibridos transgénicos
homozigotos também podem ser sintetizados a partir de duas linhagens detentoras

da transgenia.



Ha uma nova linha de indagagdo quanto a ocorréncia de efeitos nao
intencionais, inesperados e descontrolados que possam ocorrer nos genotipos
transgénicos (Balsamo et al., 2011). Com isso, métodos mais usuais para identificagao
da equivaléncia entre os organismos transgénicos e seu isogénico convencional estdo
em nivel de genes, transcritos, proteinas e metabdlitos (Rischer e Oksman-Caldentey,
2006). No entanto, caracteres anatdmicos, morfologicos e de fertilidade também sao
ferramentas eficientes que possibilitam a identificacdo de tais efeitos. Em razéo das
conexdes entre as multiplas reagdes que ocorrem nas rotas metabdlicas, a alteracao
de uma unica enzima pode refletir e influenciar o desempenho de inUmeras vias
(Nielsen e Oliver, 2005) e consequentemente em alguma estrutura do organismo, bem
como as integragdes aleatérias do transgene (Cellini et al., 2004). Os métodos
utilizados do melhoramento convencional também podem ser os responsaveis por
gerarem dissimilaridade, como na hibridagao, ocorréncia de eventos mutantes e os

retrocruzamentos (Barros et al., 2010).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Constituicao anatéomica

Classificada como uma graminea tropical, o milho apresenta seu colmo no
formato cilindrico, atingindo em média 2m, possuindo n6 e entrend e quando cessa o
estadio vegetativo, termina em uma inflorescéncia masculina (penddo). A cada n6
acima do solo emergem as folhas com 90cm de comprimento e cerca de 7-9cm de
largura, que quando cessado seu estado vegetativo, nas axilas, emerge a
inflorescéncia feminina (espiga), marcando o estadio reprodutivo. Abaixo do solo, dos
nos emergem raizes do tipo fasciculado, caracteristico das gramineas (Fornasieri
Filho, 2007).

Com o intuito de melhor acompanhar o desenvolvimento da cultura Ritchie e
Hanway (1989) propuseram o estabelecimento de estadios fenolégicos, sendo: VE:
emergéncia; V1 planta com a primeira folha completamente expandida; V2: planta
com a segunda folha completamente expandida; Vn: planta com a folha n
completamente expandida; VT: emissédo da inflorescéncia masculina — pendéao; R1:
emissdo da inflorescéncia feminina — espiga; R2: graos bolha d’agua; R3: graos

leitosos; R4: graos pastosos; R5: definigdo dente e R6: maturidade fisiologica. Os



autores enfatizam o estagio V3 e V5 como marcantes, sendo que o primeiro é crucial
para o sucesso da cultura, pois é neste que ocorre a formagao de todas as folhas e
espigas que a planta tera. O segundo trata-se do surgimento de todas as folhas e
espigas, mesmo que microscopicamente como o pendao. No entanto, o periodo critico
para o preenchimento da espiga se estabelece entre V10-V17, quando sao
estabelecidos o tamanho da espiga e numero de Ovulos, que implicara na
produtividade.

O colmo basicamente serve para condugao e suporte e nas gramineas, de um
modo geral, apresenta, de uma maneira bem definida, os trés tecidos: epidérmico,
fundamental e vascular. O tecido parenquimatico presente no colmo compreende
como fundamental, abrigando cloroplastos, amiloplastos, cristais e inumeros
compostos secretados (Apezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro, 2006). Os feixes
vasculares ficam dispersos (ESAU, 2013), denominando esse padrao como
atactostele, (Ferri, 1999). Quanto as dimensbes, € predominante na regiao central os
feixes mais robustos, enquanto que aqueles menos pronunciados ficam voltados para
o perimetro (Ferri, 1999). Nestes €& encontrado o xilema voltado para o centro,
enquanto que o floema esta mais externamente (Raven et al., 2003).

Emergindo como expanséo lateral do colmo, a folha tem seus constituintes
voltados para desempenhar as fungdes de respiragao e fotossintese, principalmente.
No limbo, basicamente estdo presentes epiderme, parénquima e tecidos condutores.
A epiderme consiste numa camada de células de revestimento do organismo que, em
orgaos aéreos da planta, atua como uma barreira minimizadora da perda de agua e
choque mecanicos, facilitadora de trocas gasosas e reserva de agua e metabdlitos.
Complementar aos demais 6rgaos e tecidos, no meséfilo ha o parénquima, cuja
principal fungcdo é o preenchimento dos espagos deixados entre os outros tecidos,
além de atuar como abrigo das principais atividades para a sobrevivéncia do vegetal
como a respiragao, armazenamento, secregao, excregao e fotossintese. Esta ultima é
desempenhada pela presenca de cloroplastos dispersos (Ferri, 1999). Os vasos
condutores além de atuarem distribuindo o conteudo nutritivo, apresentam a funcao
de sustentacdo da mesma, afim de maximizar a receptagdo dos raios solares e
consequentemente a efetivacado da fotossintese, cuja disposi¢cao se caracteriza no
xilema voltado para a epiderme adaxial e o floema para a abaxial (Ferri, 1999).
Apresentando o metabolismo fotossintético mais eficiente, o milho é uma planta do

tipo C4, resultando em altas taxas de conversao da luz captada em produgéo de



fotoassimilados e consequentemente, seus derivados (Nascimento-Junior et al.,
2015).

A fixagao da planta no solo e absorcao dos nutrientes é fungcao desempenhada
pela raiz. Sua estrutura mais externa é formada por camadas de epiderme, enquanto
que a interna é composta pelo cilindro central, onde estdo presentes elementos
condutores, fibras e parénquima. A endoderme é a camada de células que permite
separar os limites da casca e do cilindro central, cuja fungdo é a de nao permitir a
passagem de metabolitos entre essas duas estruturas (Ferri, 1999) e também como
barreira contra patégenos (Dalla Vechia et al., 1999). O cértex ocupa grande espago
nas regides internas das raizes, podendo muitas vezes apresentar lignificagoes. Neste
sentido, permite o transporte de substancias entre protoplastos por meio dos
plasmodesmas como via parede celular (Raven et al., 2003), Insausti et al. (2001)
apresentam a importancia das dimensdes da espessura do cortex para a difusdo dos
gases e consequentemente uma melhor adaptacdo em ambientes com excesso
hidrico. Souza et al. (2016) reporta que as maiores areas de vasos do xilema permitem
aumento da capacidade do fluxo de agua devido a condutividade hidraulica dos
mesmos. Nesse mesmo sentido ocorre com os vasos do floema, o aumento em sua
espessura é resultado de adaptagdo da planta a condigdo de alagamento, afim de
contribuir para facilitar o fluxo dos metabdlitos (Pereira et al., 2008).

O inicio do florescimento € marcado por pronunciadas alteragdes, quando o
meristema do colmo é inativado, passando a ser apice reprodutivo (Raven et al.,
2003). A fertilizagao ocorre quando é firmado o contato do grao de pélen com o estilo-
estigma da espiga. Aqui o processo seguinte se da com o desenvolvimento e
crescimento do tubo polinico em direcao ao évulo, para fecunda-lo e entao resultar na
formagdo do gréo (Ritchie e Hanway, 1989). Estabelecendo etapas, Kiesselbach
(1949) sintetiza as fases que antecedem a formagao dos graos em trés etapas. O
primeiro deles € a iniciacdo e diferenciagdo das estruturas reprodutivas, flores
masculinas (estaminadas) na inflorescéncia apical, flores femininas (pistiladas)
lateralmente na terminagdo da espiga. Quando a planta atinge a maturidade das
inflorescéncias se caracteriza o segundo estadio, onde os grdos de podlen séo
produzidos em grandes quantidades e o estigma se encontra receptivo para captar o
polen trazido pelo vento. Em média, o pend&o produz 25 milhdes de graos de pdlen,
garantindo a polinizagao completa de espigas com tamanho padréo, cuja quantidade

de 6vulos presente se encontra entre 750 e 1000 (Ritchie e Hanway, 1989).



A germinacao do gréo s6 ira ocorrer a partir do momento em que este encontra
os estilos-estigmas viaveis (Alvim, 2008). Nas gramineas, viabilidade é perdida muito
rapidamente em condicbes de armazenamento, sem que este afete a sua aparéncia
externa, o que ocorre para outras espécies (Stanley e Linskens, 1974). Estes autores
resumem a germinagao in vitro como uma técnica que utiliza uma amostra e com
auxilio de microscépio, é realizada a contagem de graos de pdlen que desenvolveram
tubo polinico a partir de um periodo determinado. No intuito de simular as condi¢des
de germinacao que ocorrem na planta, Bhonjwani e Bhatnagar (1974) afirmam que a
adicao do calcio no meio de cultura utilizado na germinagao do gréo de pdlen propicia
maior estabilidade quanto a basicidade do meio, maior rigidez ao tubo polinico e
linearidade no desenvolvimento do mesmo. Assim como ocorre com o boro, que em
condigdes naturais é encontrado no estilo-estigma (Kavand et al., 2014).

As técnicas para estimar a viabilidade e germinagcdo do grao de pdlen séo
baseadas nos testes com corantes quimicos, germinacgao in vitro e in vivo (Pio, 2004).
O teste de viabilidade desenvolvido por Alexander (1969) que utiliza fucsina acida e
verde malaquita indica ser o mais seguro em fung¢ao de colorir tanto os graos viaveis
como os inviaveis. Desse modo, quando viaveis coloram-se de roxo e verde quando
inviaveis (Alvim, 2008).

2.2 A cultura do milho

Segundo a FAO (2016), o milho (Zea mays) € um dos cereais que constitui o
tripé da dieta mundial, sendo eles o milho, arroz e trigo. Juntos compreendem pouco
mais de 42% do suprimento caldrico, favorecendo ainda cerca de 37% e 6% de
proteinas e gorduras, respectivamente, da dieta. Quando dado o foco para paises
emergentes, como a Sul da Africa, esses trés cereais passam a ser responsaveis pela
metade do fornecimento de calorias.

Quanto a produgdo mundial de milho, o Brasil fica com a terceira colocagao,
atras dos EUA e China, respectivamente (USDA, 2018). E destaque deve ser dado
para sua diversidade de produtos que podem ser gerados tanto para a alimentagao
como para a industria, incluindo amido, adocante, 6leo, bebidas, cola, alcool industrial
e etanol combustivel (Ranum et al., 2014).

Dados divulgado recentemente pela Conab (2019), mostram que a safra

2017/2018 apresentou producao de aproximadamente 81 mi t, produtividade de 5 mil



kg.ha', area plantada de pouco mais de 17 milhdes de ha, com destaque para a
regido centro-oeste como maior produtora. Tais dados implicam numa redugdo em
todas as variaveis avaliadas devido principalmente ao déficit hibrido severo, além de
os produtores enfrentarem a baixa expectativa de preco para a venda e como
consequéncia, uma menor adogao de sementes detentoras de tecnologias, no intuito
de reduzir os custos producéo.

Extrapolando a massiva participacdo do milho na economia devido a sua
destinacdo para alimentacio de aves, suinos e bovinos, ha de se destacar seu papel
na rotagdo com outras culturas tdo importantes quanto, como a soja e o algodao,
agindo como agente retardante para alguns problemas fitossanitarios relacionados a
nematoides, mofo branco, entre outros, o qual resulta em um sistema agricola mais
sustentavel, tanto no @mbito nacional como mundial (CIB, 2010).

As caréncias encontradas pelos produtos para atender as necessidades do
mercado comegaram a ser supridas com o advento dos métodos de melhoramento de
plantas, cujo intuito principal era a expansdo da produtividade e dos valores
nutricionais, além das particularidades de valor comercial a cada cultura. Para isso,
0s métodos se baseiam no desenvolvimento de gendtipos superiores, selegao e
fixagao destes (Moose e Mumm, 2008).

O principio desenvolvido por Shull e East em 1909 para a constru¢gao do milho
hibrido estabelece-se em autofecundagbes sucessivas para obteng¢ao das linhagens
puras e posterior cruzamento para explorar o vigor hibrido na geragdo F1. Sao
necessarias 7 a 10 geracdes de autofecundacao para atingir a maior porgéo dos alelos
em homozigose, implicando em menor vigor destas plantas. No entanto, o cruzamento
entre as linhagens endogéamicas resulta em aumentos significativos na produtividade,
feito conhecido como heterose (Guimaraes, 2007).

Russell (1991) destaca que as altas produtividades obtidas ndo podem ser
atribuidas somente a adocado do hibrido, mas também da difusdo da adubacéao
sintética, herbicidas quimicos, além da mecanizagdo do plantio e da colheita que os
tornaram mais eficientes. Recentemente, também podemos atribuir uma parcela dos

ganhos aos transgénicos.



2.3 Milho transgénico

Desde o inicio das primeiras culturas transgénicas no Brasil, a area cultivada
passou de 1,7 mi de hectares em 1996 para 189,8 mi em 2017, dos quais o Brasil,
como segundo maior produtor detém 26% (ISAAA, 2017). O pais aprovou 69 eventos
transgénicos sendo eles nas culturas do algodéo, feijao, milho, soja, cana-de-agucar
e eucalipto (CTNBio, 2017). A safra 2016/2017 contou com pouco mais de 93% da
area cultivada com as trés principais culturas sendo transgénicas (Céleres, 2017). Em
relagdo a area agricola transgénica mundial, o Brasil representa 26% desta
(189.8mi/ha), colocando-se no ranking como segunda maior area plantada, com
destaque para soja, milho e algodao (ISAAA, 2017).

Os organismos transgénicos ou transformados geneticamente consistem ter
em sua constituicdo genética um ou mais genes oriundos de outro organismo, que
nado de sua espécie. Na maioria das plantas, esses genes sao responsaveis por
conferir resisténcia a herbicidas, resisténcia a doencgas, resisténcia a seca, ataque de
insetos e aumentar a qualidade do produto (www.ctnbio.mcti.gov.br/processo-de-
ogm).

Os principais veiculos para transformacdo de plantas é a utilizagdo da
biobalistica e Agrobacterium tumefaciens. Diniz (2011) destaca as particularidades
dessa ultima, tratando-se de um dos métodos mais precisos, 0 qual a sequéncia
exodgena € inserida no genoma do vegetal em uma regido previamente determinada.
A capacidade de insergao da sequéncia desejada via plasmideo da A. tumefasciens
€ devido sua capacidade infectiva natural, por possuir no plasmideo Ti a regiao
codificadora tumoral (Carneiro et al., 2009). Para fins biotecnolégicos, a regido que
confere o tumor no plasmideo € substituida pela a sequéncia de DNA de interesse,
que apresenta em ambas extremidades regides flanqueadoras, para precisar a sua
regido de introducéo, no entanto, rearranjos n&o s&o descartados.

Ja o Bacillus thuringiensis, “Bt” como popularmente é conhecida a sequéncia
que confere resisténcia a alguns insetos, tem sua origem no genoma de uma bactéria,
Gram positiva e que sobrevive nos mais diversos ambientes, como solo, filoplano,
residuos de graos, poeira, agua, matéria vegetal e insetos. Sua particularidade se da
devido a producdo de cristais proteicos na fase critica de seu ciclo, denominada
estacionaria ou de esporulagao (Carneiro 2009). Para o processo de transformacéao

um genotipo mais responsivo a fase de formagao de calus e regeneragao é utilizado,



entdo para a transferéncia do transgene as linhagens elites do programa de
melhoramento o retrocruzamento € o mecanismo mais comum (Carneiro et al., 2009).

Além da analise da sequéncia inserida, é considerado o numero de copias do
transgene, regido em que foi inserido, acumulo e expressédo da proteina e ainda,
consequéncias esperadas e nao esperadas da proteina funcional transgénica (Coll et
al., 2008).

Predominantemente, os hibridos comerciais de milho transgénico sao
hemizigotos para o evento que o define, ou seja, apresentam em sua constituicao
apenas um alelo no locus transgénico. Isto se da em fungéo de no processo de
obtencao do hibrido ser cruzada uma linhagem convencional (sem transgenia) e outra
linhagem transgénica (homozigota para a transgenia). Consequentemente, a prole
obtida tera um alelo transgénico e um alelo nulo, definindo-o como hemizigoto
(Guadagnuolo et al., 2006).

Ha uma dualidade quanto a questao de particdo energética para a sintese de
proteinas que sdo exdgenas a natureza da planta, acreditando que pode haver
influéncia em outras vias de sintese (Heidel et. al., 2004) ou, como Purrington e
Bergelson (1997) afirmam, a irrelevancia de gasto energético na sintese de novas
proteinas, em contraposicao ao que ocorre nas bactérias. Neste mesmo raciocinio,
outros autores propdem a busca mais aprofundada da fonte das diferengas
inesperadas encontradas quando comparadas linhagens GM e sua isogénica
convencional (Cellini et al. 2004). Coll et al. (2008) atribuem os efeitos ndo intencionais
responsaveis pela dissimilaridade entre a variedade transgénica e sua isogénica
convencional & maneira como o transgene foi introduzido. O evento MON810 avaliado
por eles, teve o evento introduzido via retrocruzamento na variedade comercial Aristis
(resultando em Aristis Bt), e ao final do processo de recuperagdo do genoma do
material elite pode ocorrer que outras caracteristicas do genitor doador da transgenia
(transformado) tenha se mantido, resultando em divergéncias, como encontrado entre
Aristis Bt / Aristis.

Sao inumeros os trabalhos que comparam as variedades desenvolvidas por
biotecnologia - transgénicos - com aquelas via melhoramento convencional, de modo
a testar a estabilidade e a seguranga da composi¢ao nutricional dos transgénicos
(Cellini et al., 2004).



3. OBJETIVO GERAL

Verificar o custo energético da introdugao do transgene em hibridos de milho,
bem como a da zigosidade desses eventos, com énfase nos caracteres anatémicos
da folha, colmo e raiz, morfolégicos da raiz e a capacidade de fertilizagado do grao de

poélen.
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CAPITULO 2 - Influéncia da zigosidade do evento TC1507 x MON89034 x NK603

na anatomia e morfologia de hibridos de milho

RESUMO - Comercialmente, hibridos de milho transgénico sao hemizigotos para o
evento que os define, ou seja, das linhagens parentais cruzadas, uma é transgénica
e a outra convencional. No entanto, hibridos homozigotos também podem ser obtidos
pelo do cruzamento de duas linhagens parentais transgénicas. O objetivo deste
trabalho foi verificar a influéncia do numero de alelos transgénicos do evento
TC1507xMON89034xNK603 na anatomia e morfologia de hibridos de milho. Foram
utilizados cinco diferentes hibridos de milho com o mesmo evento, cada um deles nas
suas versdes hemizigota e homozigota e um hibrido na verséo isogénica convencional
utilizado como controle, totalizando 11 tratamentos, com duas repeti¢cdes. Os hibridos
foram conduzidos em casa de vegetacdo de maneira que parte das plantas foram
avaliadas para as caracteristicas anatébmicas do colmo no estadio V3-V4 e a outra
mantida até o estadio de V5-V6 para a avaliagao das caracteristicas anatdmicas da
folha e raiz e morfoldgicas da raiz. Quanto os caracteres morfolégicos da raiz ndo
houve diferenca entre as versées de cada hibrido. Para os caracteres anatémicos
foram detectadas variagbes, tanto para os de parte area como do sistema radicular.
Essas apresentaram diferentes niveis de similaridade entre as versbes de cada
hibrido e diferentes padrées de alteracdo nas caracteristicas. Com isso, podemos
demostrar a existéncia de alteragdes entre as versdes hemizigota e homozigota da
transgenia. No entanto, ndo podemos vincula-las a transgenia em razdo da
inexisténcia de um padrao com que ocorrem.

Palavras-chaves: anatomia, homozigoto, hemizigoto, Zea mays.
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1. Introducao

No Brasil, a partir de 2007 os eventos geneticamente modificados da cultura do
milho foram liberados e passaram a ser utilizados pelos agricultores (Souza et al.,
2010). Inicialmente continham somente um gene originario da bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt), que garantia a resisténcia a alguns insetos pragas (Souza et al.,
2010). Desde entao, é crescente o numero de eventos desenvolvidos por empresas
de melhoramento genético vegetal e aprovados comercialmente pela CTNBio, sejam
eles singulares ou, mais comumente, piramidados, combinando resisténcia a insetos
pragas e tolerancia a herbicidas. A piramidagéo de diferentes genes em uma planta
pode ser resultado de uma unica transformacdo, de varias sequéncias de
transformagdes ou por meio da introgressédo de transgenes utilizando melhoramento
classico (Dietz-Pfeilstetter, 2010), sendo esse complexo multi-toxico uma estratégia
para atrasar a evolugao da resisténcia nos insetos pragas (Carriére et al., 2015).

Os hibridos de milho transgénicos comerciais sao, em sua maioria, hemizigotos
para a transgenia, possuindo apenas um alelo no locus transgénico. Isso ocorre
porque no processo de obtencdo do hibrido ha o cruzamento de uma linhagem
convencional (ausente de transgenia) e outra linhagem transgénica (homozigota para
a transgenia). Consequentemente, a progénie obtida tera apenas um alelo
transgénico, sem o homologo correspondente, definindo o hibrido como hemizigoto
(Guadagnuolo et al., 2006). Por outro lado, o hibrido homozigoto se caracteriza por
ser produto de ambas linhagens parentais transgénicas.

Podemos classificar as transformagdes genéticas, para obter os organismos
geneticamente modificados (OGM), em dois tipos: aquelas cuja introdugdo do
transgene € no sitio de mutagdo, como ocorre por intermédio do método por
Agrobacterium tumefasciens e aquela cuja introdug&o do transgene ocorre de maneira
aleatodria no genoma, como a biobalistica (Patel e Mankad, 2015). Assim, é possivel
que a introducdo de genes exdgenos resulte em alteragdes nao intencionais e
desconhecidas da natureza do transgene (Wilson et al., 2004), as quais, se existentes,
podem ser positivas ou negativas(Cellini et al. 2004). Esses autores também definem
como efeitos nao intencionais a diferengca no fendtipo, resposta ou composicao
quando se comparam OGM isogénicos e convencionais, cultivados sob as mesmas

condicoes.
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Na literatura, tem-se expressivo numero de trabalhos avaliando efeitos nao
intencionais em gendtipos comerciais transgénicos (hemizigoto) contrapondo seu
isogénico convencional (Coll et al., 2009), porém nao ha relatos da influéncia do
numero de alelos transgénicos nas alteragdes néo intencionais.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do numero de alelos
TC1507xMON8934xNK603 nas caracteristicas anatdmicas e morfolégicas de hibridos

de milho.

2. Material e Métodos

2.1 Genoétipos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP —
FCAV), sob temperatura média de 27°C e umidade de 70%. Foram utilizados cinco
hibridos de milho (A, B, C, D e E) sintetizados pela Corteva Agriscience, contendo os
eventos piramidados TC1507 x MON89034 x NK603, que codificam as proteinas
Cry1F + enzima fosfinotricina acetiltransferase (PAT), proteinas Cry1A.105 +
Cry2Ab2, e enzima 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato  sintase  (EPSPS),
respectivamente. Para cada hibrido foram avaliadas as versdes em hemizigose (HE)
e homozigose (HO) e, para o hibrido A, também foi avaliada a versdo convencional
(CO), totalizando 11 tratamentos. O delineamento do experimento foi em blocos
casualizados com duas repeticdes, sendo cada parcela composta de quatro plantas
dispostas em saco de polietilieno (20x30cm) e volume de 2L, contendo substrato
Bioplant e terra na proporcao de 1:1, aplicando-se os tratos culturais recomendados

para a cultura (Cruz et al., 2009).

2.2 Coleta de partes vegetativas

Quando as plantas atingiram o estadio V3-V4 foi coletado o colmo de duas
plantas da parcela, os quais foram lavados e submetidos a dois cortes cada com
aproximadamente 1 cm de espessura na regido basal (zona ausente em bainha foliar),
com auxilio de uma lamina, totalizando quatro circunferéncias por tratamento. Em

seguida, as circunferéncias foram colocadas em recipientes contendo FAA5O0 (fixador
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de formaldeido, acido acético e etanol 50%) até estarem completamente submersas
(Johansen, 1940).

Quando as duas plantas remanescentes de cada parcela estavam no estadio
V5-V6, a quarta folha de cada uma das plantas foi removida e foram realizados dois
cortes em formato de retangulo abrangendo a nervura principal. Nas raizes destas
mesmas plantas, foram escolhidos dois seguimentos por planta na regido mediana,
ausente de raizes secundarias, para a realizagcédo dos cortes com aproximadamente 1
cm de comprimento. As estruturas coletadas nas folhas e raizes foram acondicionadas

em um recipiente contendo FAA50 até ficarem completamente submersas.

2.3 Caracteres avaliados

2.3.1 Massa fresca e massa seca de raiz

O sistema radicular de cada planta foi separado da parte area, com auxilio de
uma lamina para afericdo da massa em uma balanca de precisdo. Posteriormente
foram acondicionadas em saco de papel e submetidas a 65°C por 72 horas em estufa,

para a pesagem da massa seca.

2.3.2 Morfologia de raiz

As raizes foram lavadas em agua corrente, uma amostra de 1g foi retirada da
regido representativa de cada planta e colorida COM azul de metileno (1%) por
aproximadamente dois minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a raiz foi
novamente lavada e transferida para uma bandeja com agua, para leitura dos
caracteres da raiz: area, densidade, comprimento médio e diametro. Essas avaliagdes
foram processadas no scanner Delta-T Scan e as imagens foram analisadas com

auxilio do software Delta-T Scan Root Analysis System.
2.3.3 Anatomia de raiz, colmo e folha
As amostras de raiz, colmo e folha foram submetidas a uma série de

desidratagdes pela da bateria alcodlica descrita por Johansen (1940), seguida da série

etanol-xilélica na proporgcao de 1:1. Essas amostras foram transferidas para formas
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de aluminio com parafina fundida, e mantidas em estufa a 60°C por 12h, sendo feita
a troca da parafina a cada 4 h. Em seguida, o material foi transferido para caixas de
papel parafinada, ocupando a regido central. Apos a completa solidificagdo dos
blocos, as fitas de parafina foram seccionadas com micrétomo de deslize na
espessura de 10 um. Os cortes foram acomodados em laminas e estas submetidas a
uma placa aquecedora (40°C) para minimizagao da parafina na fita e uma melhor
fixagdo dos cortes, sendo geradas trés laminas por planta contendo
aproximadamente, seis cortes por lamina. Cada lamina foi imersa em xilol para
retirada da parafina, e reidratada por meio da série etanol-xildlica (3:1), conforme
descrito por Johansen (1940). Em seguida, foram coradas com Azul de Toluidina
(Sakai, 1973) em capela de exaustdo, lavadas em agua corrente para retirada do
excesso e colocadas para secagem em temperatura ambiente. Para a conservagao
das laminas, uma gota de Entellan foi utilizada na colocagao da laminula, deixando-
as em repouso sob temperatura ambiente até a secagem completa. As laminas foram
fotografadas com o auxilio do microscopio 6ptico, BELL Photonics, em aumento de
4x. Os caracteres anatomicos da raiz, colmo e folha foram avaliados com o auxilio de
um software de edicao de imagens.

Nas imagens obtidas foram avaliadas:

Para o colmo:
Diametro total do colmo (DIA): foram avaliadas cinco medidas em cada corte,

sendo trés cortes por lamina por planta (um);

Area de feixes vasculares do colmo (AFVm): foram realizadas cinco medidas
por lamina, por tratamento, por repetigéo (um?2);

Para a folha:
Espessura da epiderme adaxial do limbo da folha (Ead): foram realizadas trés

medidas na regiao do limbo por tratamento, por repeticao (um);

Espessura do mesdfilo da folha (Eme): foram realizadas trés medidas por

tratamento, por repetigcdo (um);
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Area dos feixes vasculares do xilema da folha (Axim): foram realizadas cinco
medidas de comprimento e largura por Iamina, por tratamento, por repeticdo e em

seguida aplicada a formula para area de elipse (um?);

Area dos feixes vasculares do floema da folha (Aflom): foram realizadas cinco
medidas de comprimento e largura por Iamina, por tratamento, por repeticdo e em

seguida aplicada a formula para area de elipse (um?).

Para a raiz:
Espessura do cértex (EC): medidas de area do cilindro total desconsiderando

a medida da area feixe da raiz (um);

Cilindro total (CT): foram realizadas trés medidas por tratamento, por repeticao
(Hm);

Proporgao do cortex em relagdo ao cilindro total (PC): propor¢céo entre as

medidas de espessura do cértex e as medidas de cilindro total (um);

Espessura da epiderme (EP): foram realizadas trés medidas por tratamento,

por repeticao (um);

Espessura da endoderme (EN): foram realizadas trés medidas por tratamento,

por repeticao (um);

Area dos feixes vasculares (AF): medidas de area cilindro total subtraida da

medida da area da medula (um?);

Proporgao dos feixes vasculares em relagao ao cilindro total (PF): proporcao

entre as medidas de area dos feixes vasculares e as medidas do cilindro total (um).

2.4 Analise estatistica.

Os dados foram submetidos a teste de normalidade e homocedasticidade por
Shapiro-Wilk e O’Neill e Mathews, respectivamente. Em seguida realizou-se analise
de varidncia e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott. A normalidade
nao foi constatada para as variaveis didmetro total do colmo e espessura do mesdfilo
da folha, e entado foi aplicado o modelo ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Todas as

analises foram realizadas no software R (R core team, 2019).
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3. Resultados

Nao houve diferenca para todos as variaveis morfologicas da raiz pelo teste F
(Tabela 1). Para as variaveis anatémicas houve diferenga significativa, sendo as de
parte aérea: diametro total do colmo, area dos feixes vasculares do colmo, espessura
do mesdfilo da folha, area dos feixes do xilema e area dos feixes do floema na folha
(Tabela 2). Com excegao da area dos feixes da raiz, diferengas entre os tratamentos

para as demais variaveis do sistema radicular foram significativas (Tabela 3).

Tabela 1: Quadrados médios da analise de variancia para os caracteres morfologicos

de raiz dos 11 hibridos de milho.

; ) Carater®

v cL CR MFR MSR DMR  ASR DTR
Hibridos 10 629249 13,977™ 0,0482" 0,0019" 99564" 0,1573"
Bloco 1 7538 56,206  0,0051 0,0004 19261 0,0019
Residuo 32 453477 12,487  0,0366 0,0023 90884 0,1134
Total 43 - - - - - -
CV* (%) 20,90 39,29 33,02 10,58 20,88 20,90
Media 3221,74 8,99 0,58 0,45 1443,81 1,61

'Fonte de variagédo (FV); 2Graus de liberdade (GL); *CR: comprimento da raiz (mm), MFR:
matéria fresca da raiz (g), MSR: matéria seca da raiz (g), DMR: didametro médio da raiz (mm),
ASR: area do sistema radicular (cm?), DTR: densidade do tecido radicular (mm.ml").

4Coeficiente de variagédo (CV, %); " néo significativos para o teste F a 5%.
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Tabela 2: Quadrados médios da analise de variéncia para os caracteres anatdbmicos

da parte area dos 11 hibridos de milho

FV oL Caréater (colmo)? Carater (folha)*

DIA AFVm Ead Eme Axim Aflom
Hibridos 10 2726502*** 379077382*** 19,735" 467,8*** 6722966*** 795135***
Bloco 1 145606 5835040 23,115 9,47 9421 340879
Residuo 54 471011 29008824 11,199 109,78 629968 81062
Total 65 - - - - - -
CVv® 19,44 31,83 13,74 12,52 14,54 17,18
Média 3530,303 16920,72 24,36 83,71  5458,03 1657,22

'Fonte de variagédo (FV); 2Graus de liberdade (GL); 3DIA: didmetro total do colmo (um), AFVm:
area dos feixes vasculares do colmo (um?2), “Ead: espessura da epiderme adaxial da folha (um),
Eme: espessura do mesdfilo da folha (um), Axim: area dos feixes vasculares do xilema (um3?),
Aflom: Area dos feixes vasculares do floema (um?); ®Coeficiente de variagdo (CV, %); ": ndo

significativo; ™ significativo a 1% pelo teste de F.

Tabela 3: Quadrados médios da analise de variancia para os caracteres anatdémicos

do sistema radicular dos 11 hibridos de milho.

Raiz®

EC CT PC EP EN AF PF

FV'  GL?

Hibridos 10 9262,3*** 4,19e+11** 0,0023*** 17,61** 0,0015* 1,04e+10** 0,0024"
Bloco 1 17259 4,85e+11 0,0023 9,56 0,0008 1,91e+10 0,0012
Residuo 54 2218,2 1,24e+11  0,0004 5,36 0,0006 3,99e+09 0,0005

Total 65 - - - - - - -
CVA 14,83 29,91 2,76 18,58 7,02 27,80 11,89
Média 317,61 1178402 0,77 12,47 9,05 22731920 0,20

'Fonte de variagdo (FV); 2Graus de liberdade (GL); 3EC: espessura do cortex (um), CT:
circunferéncia total (um?); PC: proporgao area do cortex (um); EP: espessura epiderme (um); EN:
espessura de endoderme (um); AF: area do feixe vascular (um?) e PF: proporgao da area do feixe
(um). “Coeficiente de variagdo (CV, %); ": ndo significativo; ***: significativo a 1%; **: significativo

a 5%; *: significativo a 10% pelo teste de F.
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Para diferenciar as versdes de cada hibrido o teste de Scott-Knott (5%) foi
aplicado para todos os hibridos. No entanto, para melhor representacéao foi destacado
apenas a diferenca entre as versées do mesmo hibrido. Com relagcéo aos caracteres
anatbmicos da parte aérea (Tabela 4), somente a variavel espessura da epiderme
adaxial nao diferenciou as versdes de nenhum dos hibridos. E para os caracteres
anatbmicos da raiz (Tabela 5) tem-se somente a espessura da endoderme

apresentando as versdes como similares em todos os hibridos.

Tabela 4: Médias e teste de médias para os caracteres anatdmicos da parte aérea
dos 11 hibridos de milho.

Carater Colmo Carater Folha
Hibridos  Versbes DIA AFVm Ead Eme Axim  Aflom
Convencional 3275,00 11794,15 22,19 83,33 4362,58 1171,60
A Hemizigoto 3712,50 17433,48 22,27 95,83 5182,71 1370,53
Homozigoto 3895,83 19237,50 25,62 95,83 5387,97 1499,36
Hemizigoto 4862,50 33016,36 23,80 87,50 6343,03 2205,80

5 Homozigoto 3679,17 21624,79 27,08 83,33 4432,26 1431,71
c Hemizigoto 3200,00 13178,52 25,54 75,00 5971,07 2058,18
Homozigoto 4325,00 23120,33 26,84 95,83 8108,34 2292,36
Hemizigoto 2641,67 7764,65 2547 75,00 5182,15 1647,62
° Homozigoto 3354,17 21970,17 22,49 75,00 4717,75 1507,79
£ Hemizigoto 3308,33 11223,19 23,04 79,17 5268,42 1461,16

Homozigoto 2579,17 5764,82 23,67 75,00 5082,04 1583,34

DIA: diametro total do colmo (um), AFVm: area dos feixes vasculares do colmo (um?), Ead:

espessura da epiderme adaxial da folha (um), Eme: espessura do mesdfilo da folha (um), Axim:
area dos feixes vasculares do xilema (um2), Aflom: Area dos feixes vasculares do floema (um?3);
Valores em negrito indicam diferenga pelo teste de Kruskal para DIA e Scott-knott, para as demais
variaveis, ambos a 5% de probabilidade. As diferengas sao consideradas entre cada uma das

versoes do mesmo hibrido.
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Tabela 5: Médias e teste de médias para os caracteres anatdbmicos do sistema

radicular dos 11 hibridos de milho.

Carater Raiz

Hibridos Versoes EC CT PC EP EN AF PF

Convencional 300.00 1042370,60 0,77 13,58 9,34 217293,50 0,21
A Hemizigoto 322,92 1165170,90 0,78 13,50 9,69 231856,10 0,20
Homozigoto 329,17 1336731,30 0,76 15,11 8,67 284952,30 0,21

Hemizigoto 327,08 1313169,40 0,76 10,14 9,12 239546,40 0,19

8 Homozigoto 341,67 1208776,90 0,80 12,37 10,70 214757,30 0,18
Hemizigoto 281,25 838248,90 0,79 13,09 7,33 159370,40 0,19
¢ Homozigoto 389,58 1786944,40 0,78 12,32 9,26 310232,30 0,18
b Hemizigoto 268,75 923988,20 0,75 9,56 8,65 216639,00 0,23
Homozigoto 252,08 894863,00 0,75 12,20 8,75 185304,90 0,22
£ Hemizigoto 335,42 1223175,80 0,79 10,94 8,43 224411,20 0,18

Homozigoto 345,83 1228894,50 0,80 14,30 9,57 216148,10 0,18

EC: espessura do cortex (um), CT: circunferéncia total (um?); PC: proporgéo area do coértex (um);
EP: espessura epiderme (um); EN: espessura de endoderme (um); AF: area do feixe vascular
(Mm?) e PF: proporgao da area do feixe (um). Valores em negrito indicam diferenca pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade, entre as versées do mesmo hibrido.

O teste de Scott-Knott para o diametro total do colmo (DIA), mostrou que as
versdes transgénicas do hibrido A e seu respectivo isogénico convencional nao
diferiram e os hibridos B e E tiveram reduc&o do didmetro na versdo homozigota em
relacéo a versdo hemizigota de 24,33% e 22,04%, respectivamente. Por outro lado,
os hibridos C e D, tiveram um aumento de 35,16% e 26,97%, respectivamente, na
versao homozigota em relagao a hemizigota. Na area média dos feixes vasculares do
colmo (AFVm), no hibrido A as versdes hemizigota e homozigota nao diferiram,
embora a versdo convencional tenha apresentado reducdo de aproximadamente
35,50%; para o hibrido B houve redug¢ao na versao homozigota de 34,50% em relagao
a hemizigota, enquanto que para C e D houve aumento de 75,44% e 183%,
respectivamente, para a versdo homozigota em relagdo a hemizigota.

Para a anatomia de folha a espessura da epiderme do limbo (Ead) nao
apresentou diferenga para nenhum dos hibridos avaliados. A espessura do mesdfilo

(Eme) no hibrido A foi similar nas versdes hemizigota e homozigota e estas superiores
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em 13,04% em relagéo a versao convencional. O hibrido C teve a versao homozigota
superior a hemizigota em 27,77%, nao diferindo para os demais hibridos. A area média
dos feixes do xilema (Axim) apresentou redugéo de 30,12% para a versdo homozigota
do hibrido B em relagao ao hemizigoto. No hibrido C homozigoto ocorreu aumento de
35,79% quando comparado com a versao hemizigota, e sem alteragbes para os
demais hibridos. A area média dos feixes do floema (Aflom) apresentou redugao de
35,09% para a versao homozigota do hibrido B em relagdo ao hemizigoto, nédo
diferindo-se para os demais hibridos.

Entre as caracteristicas anatémicas da raiz, a espessura do cortex (EC) foi
similar nas versbes isogénicas transgénicas do hibrido A e superiores em 8,7%
quando comparadas com a versao convencional, no hibrido C homozigoto houve
aumento de 38,52% na espessura em relagdo a versao hemizigota, sem diferengas
para os demais hibridos. A circunferéncia total (CT) apresentou diferenga apenas para
o hibrido C, sendo o homozigoto superior em 113% ao hemizigoto. Na proporgéo do
cortex em relacao a area total (PC), a versao convencional e hemizigota do hibrido A
foram similares enquanto a versdo homozigota foi 1,93% inferior em relagéo a estas,
no hibrido B homozigoto foi superior em 5,23% em relagédo a versao hemizigota, néo
diferindo para os demais hibridos. A area dos feixes vasculares (AF) do hibrido A ndo
foi diferente entre as versdes convencional e hemizigota, embora a versdo homozigota
foi superior em 27%; a versao homozigota do hibrido C foi superior em 94,66% em
relacéo a sua versao hemizigota. A proporgao da area do feixe em relagao a area total
(PF) apresentou a versdo convencional e homozigota similares no hibrido A e 5,00%
superiores em relagao a versdo hemizigota. Na espessura da epiderme (EP) a versao
homozigota foi superior nos hibridos B, D e E em 22%, 27.55% e 30.70%,
respectivamente, quando comparados com suas respectivas versdes hemizigotas. Ja
na espessura da endoderme (EN) n&o foi notada diferenga para as versées dos
hibridos.
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4. Discussao

Nao foi possivel diferenciar as versées de cada hibrido quanto as
caracteristicas morfolégicas de raiz. Para as caracteristicas anatdbmicas foi possivel
detectar alteragdes entre as versdes. Os valores encontrados nos coeficientes de
variagao para os caracteres morfolégicos estdo condizentes com os encontrados por
Silva et al. (2016) e, para os caracteres anatémicos da raiz, os valores foram similares
aos reportados Nascimento-junior et al. (2017).

As diferencas significativas encontradas entre os pares de versdes dos cinco
hibridos avaliados quanto as variaveis anatdbmicas nao permitiram estabelecer
qualquer padrao nas alteracbes em fungdo do numero de alelos, pois as variagdes
diferiram entre cada hibrido.

A transgenia promoveu efeitos positivos para a maioria das caracteristicas
anatbmicas avaliadas no hibrido A quando comparamos seu isogénico convencional
com as versdes hemizigota e homozigota. Para drea média dos feixes vasculares do
colmo (AFVm), espessura do mesdfilo da folha (Eme), espessura do coértex da raiz
(EC) e area dos feixes vasculares da raiz (AF) houve predominancia de efeitos
positivos significativos e proporcional ao numero de alelos. Para proporgao do cértex
da raiz (PC) e proporgéo dos feixes em relagéo a area total da raiz (PF) predominou
os efeitos negativos significativos. Tais alteragbes nos levam a caracterizar o hibrido
A homozigéticos com uma robusta estrutura para condugado de agua e nutrientes,
quanto ao mesodfilo, em altamente eficientes na atividade fotossintética e dissipacao
de gases (Raven et al., 2003), e ainda com o aumento da espessura do cortex pode
indicar a presenga de maiores aerénquimas, o que permitiia que essas plantas
fossem tolerantes a condi¢cdes de alagamento (Pereira et al., 2008). No entanto em
condigdes normais também conferiria a uma maior resisténcia da passagem da agua
até os feixes vasculares da raiz (Pereira et al., 2008) . Ambas variaveis que
apresentaram reducao indicam a expansao da area de cilindro da raiz, condizente em
funcdo do aumento da espessura do cértex da raiz e area dos feixes vasculares da
raiz

A atribuicao de efeitos positivos e negativos em fungao da transgenia também
foi proposto por Shi et al. (2013) para a produtividade de grdao de milho. As
combinagdes transgénicas estavam relacionadas a quatro eventos: resisténcia a

Ostrinia nubilalis (ECB), resisténcia a Diabrotica sp. (CRW), tolerancia ao glufosinato
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(GFT) e tolerancia ao glifosato (GT), dos quais o efeito dos eventos piramidados ou
isolados resultaram em positivos ou negativos. Assim, foi constatado o efeito negativo
para os eventos ECB-GT; ECB-GFT; ECB-GT-GFT e ECB-GT-GFT-CRW, mas
positivo para ECB-CRW.

O resultado de cada hibrido para anatomia nos permite verificar uma tendéncia
nos hibridos A, C e D, de superioridade do homozigoto em relagdo ao hemizigoto,
sugerindo um efeito aditivo do alelo para a maioria das caracteristicas.
Contrariamente, para os hibridos B e E, verifica-se uma reducéo das caracteristicas
em fungdo do aumento na zigosidade. Esse efeito aditivo encontrado para algumas
caracteristicas quando o numero de alelos estda em homozigose também pode ser
vantajoso para outras varidaveis aqui ndo analisadas, como por exemplo, contribuir
positivamente para maior mortalidade dos insetos alvos na cultura do milho. Por isso
seria interessante confirmar se o numero de alelos afeta a sintese das proteinas
transgénicas. Essa hipotese é reforgcada pelo trabalho de Hood et al. (2012), que
notaram que os eventos transgénicos pat e da enzima celulase introduzidos em
plantas de milho tinham sua expressado no genoétipo homozigoto até quatro vezes
superior quando comparada ao seu isogénico hemizigoto.

A falta de consisténcia dos resultados entre as diferentes versdes dos hibridos
também foi observada por Balsamo et al. (2011), o que permite desvincular esse tipo
de comportamento do efeito da transgenia inserida. Estes autores conduziram um
trabalho com quatro gendétipos de milho e compararam a versao transgénica MON810
(hemizigota) com a convencional por meio do peso da parte aérea, comprimento da
folha bandeira e concentragao de clorofila. Foram observadas diferengas significativas
apenas para alguns dos gendtipos e alguns ambientes em que foram avaliados, e
assim concluiram que o padrao de alteracido nao foi definido e, portanto, auséncia de
efeitos causados pela tecnologia.

Quando as avaliagdes testadas para diferenciar as versdes dos gendétipos
transgénicos (hemizigotos) e seu respectivo isogénico convencional, ou ainda o
genotipo com maior similaridade, pertencem ao processo pés-transcricional, pode ser
encontrado em trabalhos desse tipo 0 mesmo comportamento, ou seja, auséncia de
constancia no padrao de alteracoes. Isto pode ser notado no trabalho de Barros et al.
(2010), que analisando transcritos, proteinas e metabdlitos de gendtipos de milho
transgénicos e seus respectivos isogénicos convencionais, encontraram diferengas

que atribuiram como sendo de origem ambiental, em fungdo da n&do constancia dos
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resultados nos diferentes ambientes de estudo. Neste mesmo sentido, Vidal et al.
(2015) compararam amostras de farinha de milho transgénico (evento MON810) e
convencional quanto a protebmica em presenca e concentracado, atribuindo a
expressao destas quanto a sua natureza indutiva, em ambiental ou genética. Esses
pesquisadores concluiram que somente metade destas proteinas eram induzidas pela
insercdo do transgene e a outra devido ao ambiente, e ainda notaram que maior
variabilidade era encontrada entre as variedades convencionais do que entre a
transgénica e seu respectivo isogénico. Quando comparamos a manipulagédo do
fendtipo via transgenia ou método convencional, pode-se inferir que no primeiro deles
resulta um gendtipo mais estavel, em fungdo da sua precisdo, no entanto, quando
consideramos o segundo método, o gendtipo filial pode apresentar muitas vezes um
perfil de transcriptoma muito discrepante do seu parental (Baudo et al., 2006).

O evento MONB810, caracteristico de muitas variedades comerciais, tem em seu
processo de desenvolvimento outros genomas envolvidos. A introgressdo € uma
ferramenta utilizada pelas empresas para transferir o gene transgénico para seus
materiais, além dos outros genomas utilizados durante os cruzamentos para se obter
0s genotipos elite. Entdo, a variagdo notada entre os transgénicos e seu isogénico
convencional pode ser em decorréncia da permanéncia de alguma porgdo desses
genomas que participaram no processo (Coll et al., 2009) ou ainda a diversidade
natural das linhagens envolvidas (Vidal et al., 2015)

O gendtipo de cada hibrido aqui analisado apresentou suas alteragdes nao
intencionais em proporgéao diferente, nos quais os hibridos A, B e C tém suas versbes
mais discrepantes, enquanto D e E foram os mais similares. Considerando a variagcao
da expresséao entre plantas transgénicas com o mesmo cassete génico, também néao
ha uma fonte completamente esclarecida, no entanto, tém-se teorias que sao
melhores aceitas, como o efeito de posi¢ao do sitio de inser¢ao nas regides vizinhas
no cromossomo e a metilagao epigenética que pode ter ocorrido no DNA inserido (Que
et al., 2010).
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5. Conclusao

Apesar das pequenas diferencas nas caracteristicas anatdbmicas de colmo,
folha e raiz em fungdo do numero de alelos transgénicos, elas ndo apresentaram um
padrao de resultado. Assim, nao é possivel verificar a interferéncia direta do numero
de alelos dos eventos TC1507 x MON89034 x NK603 no desenvolvimento de hibridos

de milho.
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CAPITULO 3: Impacto da zigosidade de diferentes eventos transgénicos na
anatomia, morfologia e fertilidade masculina de hibridos de milho

RESUMO - Os estudos sobre a ocorréncia de efeitos nao intencionais em plantas
transformadas geneticamente sao relativamente recentes. Neste sentido é levado em
consideragéao diferengas significativas entre o transgénico e seu respectivo isogénico
convencional ou parental préoximo, quanto a resposta, composicao ou fenétipo. As
tecnologias transgénicas inseridas s&o, em sua maioria, voltadas para a resisténcia a
insetos e tolerancia a herbicidas na cultura do milho, cujos genétipos comerciais sao
hemizigotos para o evento, ou seja, das linhagens parentais cruzadas, uma é
transgénica e a outra convencional. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi verificar
o efeito do numero de alelos dos eventos que conferem resisténcia a insetos e
tolerancia a herbicidas, nos caracteres anatémicos, morfologicos e de fertilidade
masculina do milho. Foram utilizados dois eventos isolados e a piramidagdo deles
sendo, Bt11, MIR162 e Bt11xMIR162, denominados Bt11, Vip e Vip3,
respectivamente, nas suas versdes em homozigose, hemizigose e o respectivo
isogénico convencional. Em casa de vegetagao foram conduzidas quatro plantas por
parcela e duas repeticdes, das quais metade foi conduzida até o estadio V3-V4 para
os caracteres anatdmicos do colmo e o restante até o estadio V5-V6 para os
anatébmicos da folha, anatémicos da raiz e morfolégicos da raiz. Para estudo de
fertilidade do grao de pdlen, os gendtipos foram semeados em campo e utilizadas trés
plantas por parcela e cinco repeti¢cdes. Foi notada diferenga entre os gendétipos nos
caracteres morfoldgicos, anatdbmicos e de fertilidade e comportamento diferente para
os eventos analisados. Pode ser inferido que o numero de alelos dos eventos quando
isolados, Bt11 e Vip, foram inversamente acompanhados pelas alteracbes nas
variaveis anatbmicas, enquanto que os eventos piramidados, Vip3, teve o aumento do
numero de alelos acompanhado do aumento das variaveis anatdmicas. A morfologia
do sistema radicular e a viabilidade do grao de pdlen também se comportaram de
maneira inversa ao numero de alelos transgénicos envolvidos, ou seja, essas
carateristicas foram prejudicadas quando haviam dois alelos transgénicos.

Palavras-chaves: germinagéo, hemizigoto, homozigoto, milho Bt, viabilidade.
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1. Introducgao

A técnica do DNA recombinante ou engenharia genética permitiu que a
performance das culturas agricolas alavancasse em razao da aquisigao da resisténcia
a doencas, tolerancia a herbicidas, adaptacdo a estresse, além da suplementacéao
nutritiva (Barros et al., 2010).

O comportamento dos gendétipos transgénicos € influenciado pelas diversas
variaveis que participam durante o processo do seu desenvolvimento. Joyce et
al.(2014) consideram como principais fontes das alteragdes notadas (a) o método de
transformacgéo utilizado, (b) influéncia dos transgenes no metabolismo das plantas, (c)
cultura de tecidos e historico de introdugcdo de eventos transgénicos utilizados nos
ensaios de campo e (d) volume de gendtipos avaliados, bem como os eventos.

Independentemente do método direto ou indireto utilizado para a transformacao
genética, ele é passivel de equivocos no momento da inser¢gao do gene exdgeno no
DNA alvo, resultando em quebra de sequéncia génica, alteracdes nas sequéncias e
producdo de novas proteinas. Os efeitos ndo intencionais sdo gerados tanto no
melhoramento classico como nas técnicas de recombinacdo, tanto que no primeiro,
retrocruzamentos sao realizados para eliminar as caracteristicas indesejaveis
(Rischer e Oksman-Caldentey, 2006).

Os hibridos de milho geneticamente modificados n&o foram desenvolvidos com
o intuito de que haja alteragdes nos aspectos de morfologia quando comparados com
seu isogénico convencional, como a maturacdo e producdo podlen, a ndo ser as
alteracbes propostas pelos eventos inseridos. No entanto, essas alteragcdes podem
ocorrer de maneira ndo programadas em detrimento da planta necessitar realocar o
custo energético basico para sintetizar o produto do evento inserido (Agapito-Tenfen
et al., 2014).

No aspecto comercial, em geral, os hibridos transgénicos de milho sao
definidos como hemizigotos para o evento. Isso ocorre em razdo de no cruzamento
das linhagens parentais apenas uma delas ser transgénica. Assim o hibrido possuira
um alelo transgénico, sem o homodlogo equivalente (Guadagnuolo et al., 2006).
Quando ambos parentais sao transgénicos, a progénie € dita homozigota.

Para garantir a alta produtividade de um gendtipo, a viabilidade do gréo de
polen é um dos fatores chaves, bem como a germinacgao e viabilidade desse gréo séo

essenciais para programas de hibridizacdo (Patel e Mankad, 2015). No estudos
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realizados por Pfahler e Linskens (1972) para fertilizagéo e viabilidade do polen in vitro
com genotipos de milho, sendo eles mutantes e normais para alguns caracteres
fenotipicos, foi obtido que estes respondem de maneira diferente, ou seja, os alelos
que compdem o gendtipo do polen tem influéncia na capacidade de germinagao e
fertilizagao.

Poucos sdo os estudos voltados para os custos adaptativos das plantas em
funcdo do gene exdgeno, bem como ao processo de transformacgao utilizado (Snow
et al., 1999). Os eventos aqui avaliados sao resultados de diferentes métodos, onde
o evento Bt11 foi introduzido por meio do bombardeamento de microparticulas, o
evento MIR162 é resultado da transformagdo mediada via Agrobacterium
tumefaciens. O evento piramidado resulta da combinagao da introgresséo dos eventos
Bt11, MIR162 e GA21.

Com isso, o intuito do trabalho foi verificar o efeito dos eventos que conferem
resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas, isolados e combinados em hemizigose
e homozigose nos caracteres anatémicos, morfolégicos e de fertilidade masculina do

milho.

2. Material e Métodos

2.1 Genoétipos

Foi utilizado como base genética o hibrido Status associado a trés eventos
Bt11, MIR162 e Bt11xMIR162, que codificam as proteinas Cry1Ab, Vip3A20 e
Cry1Ab+Vip3A20, respectivamente. Para cada evento, foram avaliadas as versées em
hemizigose (HE) e homozigose (HO) e o isogénico convencional, totalizando sete

tratamentos.

2.2 Experimento em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP —
FCAV), sob temperatura média de 27°C e umidade de 70%. A montagem do
experimento se deu em delineamento de blocos casualizados com duas repetigcdes,

sendo cada parcela composta de quatro plantas dispostas em saco de polietileno
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(20x30cm), de capacidade para 2 L, contendo substrato Bioplant e terra na proporgéo
de 1:1, aplicando-se os tratos culturais recomendados para a cultura (Cruz et al.,
2009).

2.3 Coleta de partes vegetativas

Quando as plantas atingiram o estadio V3-V4 foi coletado o colmo de duas
plantas da parcela, os quais foram lavados e submetidos a dois cortes cada com
aproximadamente 1 cm de espessura na regido basal (zona ausente em bainha foliar),
com auxilio de uma lamina, totalizando quatro circunferéncias por tratamento, por
repeticdo. Em seguida, as circunferéncias foram colocadas em recipientes contendo
FAA50 (fixador de formaldeido, acido acético e etanol 50%) até estarem
completamente submersas (JOHANSEN, 1940).

Quando as duas plantas remanescentes de cada parcela estavam no estadio
V5-V6, a quarta folha de cada uma das plantas foi removida e foram realizados dois
cortes em formato de retadngulo abrangendo a nervura principal. Nas raizes destas
mesmas plantas, foram escolhidos dois seguimentos por planta na regido mediana,
ausente de raizes secundarias, para a realizagdo dos cortes com aproximadamente 1
cm de comprimento. As estruturas coletadas nas folhas e raizes foram acondicionadas

em um recipiente contendo FAA50 até ficarem completamente submersas.
2.4 Caracteristicas avaliadas
2.4.1 Massa fresca e massa seca de raiz

O sistema radicular de cada planta foi separado da parte area, com auxilio de
uma lamina para afericdo da massa em uma balanga de precisao. Posteriormente
foram acondicionadas em saco de papel e submetidas a 65°C por 72 horas em estufa
seguida da pesagem da massa seca.

2.4.2 Morfologia de raiz

As raizes foram lavadas em agua corrente, uma amostra de 1g foi retirada da

regidao representativa de cada planta e colorida em azul de metileno (1%) por
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aproximadamente dois minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a raiz foi
novamente lavada e transferida para uma bandeja com agua, para leitura dos
caracteres da raiz: area, densidade, comprimento médio e didmetro, no scanner Delta-
T Scan. As imagens foram analisadas com auxilio do software Delta-T Scan Root

Analysis System.

2.4.3 Anatomia de raiz, colmo e folha

As amostras de raiz, colmo e folha foram submetidas a uma série de
desidratagbes pela bateria alcodlica descrita por Johansen (1940), seguida da série
etanol-xilélica na proporgao de 1:1. Essas amostras foram transferidas para formas
de aluminio com parafina fundida e mantidas em estufa a uma temperatura de 60°C
por 12h, sendo feita a troca da parafina a cada 4 h. Em seguida, o material foi
transferido para caixas de papel parafinado, ocupando a regidao central. Apds a
completa solidificacdo dos blocos, as fitas de parafina foram seccionadas com
micrétomo de deslize na espessura de 10 uym. Os cortes foram acomodados em
laminas e estas submetidas a uma placa aquecedora (40°C) para minimizagcao da
parafina na fita e uma melhor fixagdo dos cortes, sendo geradas trés laminas por
planta, contendo aproximadamente seis cortes por lamina. Cada lamina foi imersa em
xilol para retirada da parafina e reidratada por meio da série etanol-xildlica (3:1),
conforme descrito por Johansen (1940). Em seguida, foram coradas com Azul de
Toluidina (Sakai, 1973) em capela de exaustdo, lavadas em agua corrente para
retirada do excesso e colocadas para secagem em temperatura ambiente. Para a
conservagao das laminas, uma gota de Entellan foi utilizada na colocagao da laminula,
deixando-as em repouso sob temperatura ambiente até a secagem completa. As
laminas foram fotografadas com o auxilio do microscoépio 6ptico BELL Photonics, em
aumento de 4x. Os caracteres anatémicos da raiz, colmo e folha foram avaliados com

o auxilio de um software de edicao de imagens. Nas imagens obtidas foram avaliadas:

Para anatomia do colmo:

Diametro total do colmo (DIA): foram realizadas cinco medidas em cada corte,

sendo trés cortes por lamina por plantas (um);
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Espessura de parénquima do colmo (ESP): foram realizadas trés medidas por

tratamento por repetigdo (um);

Area de feixes vasculares do colmo (AFVm): foram realizadas cinco medidas

por lamina, por tratamento, por repeticdo (um?);

Para anatomia de folha:

Espessura da epiderme adaxial da folha (Ead): foram realizadas trés medidas

na regiao do limbo por tratamento, por repeticao (um);

Espessura do mesdfilo da folha (Eme): foram realizadas trés medidas por

tratamento, por repetigcdo (um);

Area dos feixes vasculares do xilema da folha (Axim): foram realizadas cinco
medidas de comprimento e largura por lamina, por tratamento, por repeticdo e em

seguida aplicada a formula para area de elipse (um?);

Area dos feixes vasculares do floema da folha (Aflom): foram realizadas cinco
medidas de comprimento e largura por Iamina, por tratamento, por repeticdo e em

seguida aplicada a formula para area de elipse (um?).

Para anatomia de raiz:

Espessura do cértex (EC): medidas de area cilindro total subtraida a medida da

area feixe (um);

Cilindro total (CT): foram realizadas trés medidas por tratamento, por repeticao
(Hm);
Proporgao do cortex em relagdo ao cilindro total (PC): propor¢cao entre as

medidas de espessura do cortex e as medidas de cilindro total (um);

Espessura da epiderme (EP): foram realizadas trés medidas por tratamento,

por repeticao (um);

Espessura da endoderme (EN): foram realizadas trés medidas por tratamento,

por repeticao (um);

Area dos feixes vasculares (AF): medidas de &rea cilindro total subtraida

medida da area da medula (um);
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Proporcao dos feixes vasculares em relagao ao cilindro total (PF): proporg¢ao

entre as medidas de area dos feixes vasculares e as medidas do cilindro total (um).

2.5 Estudo do pdlen

A condugao do experimento se deu em campo na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal (UNESP — FCAV). A semeadura dos genétipos
foi realizada de modo escalonado de modo que as repeticbes se constituiram nas
cinco épocas de semeio e consideradas trés plantas por parcela. Ao atingirem o
segundo/terceiro dia apds antese, os penddes foram protegidos com sacos de papel
kraft no inicio do dia e, as 10h da manha, foram agitados para liberagéo dos graos de

polen, sendo coletados e levados para o laboratério.

2.5.1 Viabilidade do grao de pélen

Foi utilizada a metodologia proposta por Alexander (1969), em que o gréao de
polen é tratado o corante composto por 20ml de alcool etilico (95%), 20mg de verde
malaquita, 50ml de agua destilada, 40 ml de glicerina, 100mg fucsina acida e 5g fenol.
O corante foi adicionado a lamina, em seguida o pdélen foi espalhado sobre a mesma
com auxilio de um pincel e em seguida colocada uma laminula sobre a mesma. Apos
30 minutos em temperatura ambiente as laminas foram avaliadas em microscopio
Optico na ocular de 4x, considerando 6 campos por lamina. Os gréos considerados
viaveis adquiriram uma coloragdo avermelhada, ja& aqueles cujo conteudo néo
apresentava atividade coravam-se de verde e os malformados permaneceram

transparentes, ambos contabilizados como inviaveis.

2.5.2 Germinagao do grao de pélen

A germinacéo in vitro foi realizada utilizando o meio de cultura composto por
17g de sacarose, 0,3 mg de CaClz, 0,1 mg de H3BOs e 0,7 g de agar. Os componentes
foram misturados em um Becker e completado com agua destilada até 100 ml,
ajustado o pH para 6,4 e aquecido em forno micro-ondas para completa dissolugao
dos mesmos. O meio foi colocado em placas de petri, que foram mantidas em

geladeira para a completa solidificagao. Apds a coleta dos graos de pélen, os mesmos
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foram espalhados sobre o meio de cultura com auxilio de um pincel e em seguida
mantidos a temperatura ambiente na auséncia de luminosidade. A avaliacdo ocorreu
apoés 3 horas, em lupa sob aumento de 4,5x, sendo analisados 6 campos por lamina.
Foram considerados germinados os graos que apresentaram o comprimento do tubo

polinico igual ou superior ao didmetro do mesmo

2.6 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a teste de normalidade e homocedasticidade por
Shapiro-Wilk e O’Neill e Mathews, respectivamente. Em seguida realizou-se analise
de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott. A normalidade
nao foi constatada para as variaveis morfolégicas relacionada a area e densidade do
sistema radicular e anatébmicas quanto a espessura do parénquima do colmo,
espessura do cortex da raiz, area do cilindro total e a viabilidade do gréo de pélen. Por
isso foi aplicada a transformacao por boxcox para a area do sistema radicular os
demais caracteres, modelo ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparac¢ao das

médias. Todas as analises foram realizadas no software R (R core team, 2019).

3. Resultados

A analise de variancia permitiu detectar diferencas para variaveis testadas. Na
morfologia do sistema radicular os gendétipos se comportaram de maneira diferentes
somente para a area do sistema radicular (ASR) (Tabela 1). Para anatomia da parte
aérea somente a espessura da epiderme adaxial da folha (Ead) nao foi significativa
(Tabela 2). Para a anatomia do sistema radicular houve diferencas para espessura do
cortex (EC), cilindro total da raiz (CT), proporgao do cortex em relagao a area total da
raiz (PC), area de feixes vasculares (AF) e a proporgao dos feixes vasculares em
relacédo a area total da raiz (Tabela 3). Dos caracteres que avaliaram a fertilidade dos

graos de pdlen apenas a viabilidade (VIA) foi significativa (Tabela 4).
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Tabela 1: Quadrados médios da analise variancia para os caracteres morfologicos de
raiz dos trés eventos transgénicos do hibrido de milho Status, nas versdes homozigota

e hemizigota e o respectivo isogénico convencional.

’ R Carater®
Fv cL CR MFR MSR DMR ASR DTR
Gendtipos 6 505371 29,73 0,12"  0,0008" 229610* 0,500"s
Bloco 1 1593991 1,57 0,04 0,0014 165461 0,004
Residuo 20 281337 30,12 0,07 0,0016 82817 0,380
Total 27 - - - - - -
cv4 16,46 52,98 42,12 9,18 21,18 35,86
Média 3221,70 10,36 0,64 0,44 1358,60 1,71

'Fonte de variagéo (FV); 2Graus de liberdade (GL); *CR: comprimento da raiz (mm), MFR:
matéria fresca da raiz (g), MSR: matéria seca da raiz (g), DMR: didametro médio da raiz (mm),
ASR: area do sistema radicular (cm?), DTR: densidade do tecido radicular (mm.ml").
4Coeficiente de variagdo (CV, %); ": ndo significativo, ": significativo a 1%, : significativo a

5%, ": significativo a 10% para o teste F.

Tabela 2: Quadrados médios para os caracteres anatdmicos da parte aérea dos trés
eventos transgénicos do hibrido de milho Status nas versdes homozigota e hemizigota

€ 0 respectivo isogénico convencional.

FvVi GL2 Carater (colmo)? Caréter (folha)*

DIA ESP AFVm Ead Eme Axim Aflom
Genotipos 6 2565208 22981,2™ 602217218™ 17,16™ 1875,00™ 6546877,00™ 486799,00™
Bloco 1 952 1205 741874305™ 153,56 59,52 187680 120611
Residuo 34 227472 4330,4 49711869 14,69 182,07 800013 68928
Total 41
CVs 10,20 28,42 20,57 17,73 13,49 14,30 16,42
Média 4675 231,55 34271,19 21,62 100,00 6254,46 1598,71

'Fonte de variagédo (FV); 2Graus de liberdade (GL); *DIA: didmetro total do colmo (um), ESP:
espessura do parénquima do colmo (um), AFVm: area dos feixes vasculares do colmo (um32),
“Ead: espessura da epiderme adaxial da folha (um), Eme: espessura do mesdfilo da folha (um),
Axim: area dos feixes vasculares do xilema (um2), Aflom: Area dos feixes vasculares do floema
(um?2); SCoeficiente de variagdo (CV, %); ": ndo significativo, ™ significativo a 1%, ™: significativo

a 5%, ": significativo a 10% para o teste F.
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Tabela 3: Quadrados médios para os caracteres anatdémicos do sistema radicular dos
trés eventos transgénicos do hibrido de milho Status nas versdes homozigota e

hemizigota e o respectivo isogénico convencional.

Carater (raiz)®
EC CT PC EP EN AF PF
Genotipos 6  7753,9** 3,79e+11*** 0,0024* 1,36™ 3,66" 8920653890** 0,0019*
Bloco 1 9867,0© 4,52e+11* 0,0008 2,19 2,07 1120817944  0,0093**
Residuo 34 1647,8 7,15e+11 0,0008 3,69 1,90 2366259180  0,0009

FV!* GL?

Total 41
cv4 13,77 25,09 3,82 15,97 15,10 22,93 14,38
Média 294,79 1,07e+06 0,76 12,02 9,13 212151 0,21

'Fonte de variagdo (FV); 2Graus de liberdade (GL); °S°EC: espessura do cortex (um), CT:
circunferéncia total (um?); PC: proporgéo area do cortex (um); EP: espessura epiderme (um); EN:
espessura de endoderme (um); AF: area do feixe vascular (um?) e PF: proporgao da area do feixe
(um). “Coeficiente de variagdo (CV, %); "s: ndo significativo; ***: significativo a 1%; **: significativo

a 5%; *: significativo a 10% pelo teste de F.

Tabela 4: Quadrados médios para os caracteres de fertilidade do grdo de pdlen dos
trés eventos transgénicos do hibrido de milho Status nas versdes homozigota e

hemizigota e o respectivo isogénico convencional.

Carater (fertilidade masculina) 3

1 2
Fv GL GER VIA
Gendtipos 6 252,17 138,04***
Bloco 4 404,95 6,01
Residuo 194 146,89 8,38
Total 104
Ccv4 33,57 3,03
Média 36,10 95,70

'Fonte de variagdo (FV); 2Graus de liberdade (GL); *GER: germinacéo (%), VIA: viabilidade
(%). “Coeficiente de variagdo (CV, %); ": ndo significativo; ***: significativo a 1%; **:

significativo a 5%; *: significativo a 10% pelo teste de F.

Considerando os caracteres morfolégicos da raiz, houve similaridade entre as
versdes convencional, hemizigota e homozigota dos eventos Bt11 e Vip para a area
da raiz (ASR). No evento Vip3 houve uma reducgéo de 40,47% da versdo homozigota
em relacdo a convencional. Para as demais variaveis, nao ocorreu diferenca entre as

trés versdes de cada gendtipo (Tabela 5).
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Tabela 5: Médias e teste de médias para os caracteres morfolégicos do sistema
radicular para os trés eventos transgénicos do hibrido de milho Status nas versdes

homozigota e hemizigota comparados com o isogénico convencional.

Hibrido Versbes CR MFR MSR DMR ASR DTR
Convencional 3598,63a 13,13a 0,73a 0,42a 1509,30a  1,80ab
Bt11 hemizigoto  3657,85a 10,24a 0,73a 0,43a 1588,03a 1,83a
homozigoto 3176,12a 9,29a 0,58a 0,45a 1433,15a 1,59ab
Vip hemizigoto  3320,38a 13,83a 0,83a 0,45a 1496,75a 2,41a
homozigoto 3231,85a 8,71a 0,54a 0,43a 1404,60a 1,62ab
Vip3 hemizigoto 2621,30a 5,90a 0,33a 045a 1182,88ab 1,33b
homozigoto 2905,80a 11,40a 0,75a 0,42a 898,50b 1,45ab

CR: comprimento da raiz (mm), MFR: matéria fresca da raiz (g), MSR: matéria seca da raiz
(g), DMR: didmetro médio da raiz (mm), ASR: area do sistema radicular (mm?), DTR:
densidade do tecido radicular (mm.ml-1). Letras diferentes na coluna indicam diferenga
estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para ASR e por Kruskal-wallis a

5% para DTR.

Tabela 6: Médias e teste de médias para os caracteres anatémicos da parte area para
os trés eventos transgénicos do hibrido de milho Status nas versbes homozigota e

hemizigota comparados com o isogénico convencional.

Carater Colmo

Carater Folha

Evento Versodes DIA ESP AFVm Ead Eme Axim Aflom
Convencional 5075,00a  220,83b 35182,92b 24,37a 120,83a 6965,22a 1821,58a
Bt11 hemizigoto 5204,17a 325,00ab 39471,52b 22,01a 100,00b 6561,27a 1634,43b
homozigoto 4425,00a 158,33c  3725291b  22,46a 104,17b 6370,34a 1485,00b
Vip hemizigoto 5041,67a 154,17c 49996,09a 20,53a 116,67a 7645,25a 1972,40a
homozigoto 4937,50a 229,17b 19101,25¢ 20,81a 83,33c 5494,04b 1554,62b
Vip3 hemizigoto 3312,50b 254,17ab 24891,43c 22,10a 70,83c 4406,62c 1070,99c
homozigoto 4729,17a 279,17a 34002,20b  19,04a 104,17b 6338,50a 1651,97b

DIA: didmetro total do colmo (um), ESP: espessura de parénquima do colmo (um), AFVm:
area dos feixes vasculares do colmo (um?), Ead: espessura da epiderme adaxial da folha
(um), Eme: espessura do mesofilo da folha (um), Axim: area dos feixes vasculares do xilema
(um?), Aflom: Area dos feixes vasculares do floema (um>); Letras diferentes na coluna indicam
diferenga estatistica pelo teste de kruskal-wallis a 5% de probabilidade para a ESP e Scott-

Knott a 5% de probabilidade para os demais caracteres.
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Tabela 7: Médias e teste de médias para os caracteres anatdbmicos do sistema
radicular para os trés eventos transgénicos do hibrido de milho Status nas versdes

homozigota e hemizigota comparados com o isogénico convencional.

Carater Raiz

Evento  Versdes EC CT PC EP EN AF PF

Convencional 305,21ab 1029035,00ab 0,78a 12,75a 8,78a 198640,3b 0,20b

Bl homozigoto 263,54b 897317,40ab 0,75b 11,80a 9,90a 194795,1b 0,23a
Vip hemizigoto 301,04ab 1159689,00ab 0,74b 11,58a 8,62a 232510,6a 0,22a

homozigoto 252,08b 761263,50b 0,76b 11,67a 7,77a 166488,0b 0,22a
Vip3 hemizigoto 266,67b 856002,20b  0,76b 11,60a 9,77a 182032,4b 0,22a

EC: espessura do cortex (um), CT: circunferéncia total (um?); PC: proporgéo area do cortex
(um); EP: espessura epiderme (um); EN: espessura de endoderme (um); AF: area do feixe
vascular (um?) e PF: proporgédo da area do feixe (um). Letras diferentes na coluna indicam
diferenga estatistica pelo teste de kruskal-wallis a 5% de probabilidade para EC e CT e Scott-

Knott a 5% de probabilidade para os demais caracteres.

Tabela 8: Média e teste de médias para os caracteres de fertilidade do grao de pdlen
para os trés eventos transgénicos do hibrido de milho Status nas versées homozigota

e hemizigota comparados com o isogénico convencional

Evento VersoOes GER VIA
Convencional 40,00a 97,65a
Bt11 hemizigoto 38,00a 97,90a

homozigoto  39,39a 98,08a
hemizigoto  33,81a  96,78ab
homozigoto 29,80a 92,84bc
. hemizigoto 39,50a 96,50ab
Vip3  homozigoto 32,24a  90,14c

Vip

GER: germinacéao (%), VIA: viabilidade (%). Letras diferentes na coluna indicam diferenca
estatistica pelo teste de kruskal-wallis a 5% de probabilidade para GER e Scott-Knott a 5%

de probabilidade para VIA.

Quanto os caracteres anatbmicos da parte aérea relacionados ao colmo
notamos que o didmetro total (DIA) apresentou diferenca apenas para o evento Vip3,
diferindo o homozigoto do hemizigoto em um aumento de 42,77%. O convencional
diferiu apenas da versédo hemizigota do evento Vip3, cuja redugao foi de 34,73%. Para

a espessura do parénquima do colmo (ESP), temos ambas versdes dos eventos Bt11

hemizigoto 351,04a 1311369,00a 0,79a 12,45a 9,72a 229729,0a 0,18b

homozigoto 323,96a 1444642,00a 0,74b 12,33a 9,32a 280861,7a 0,20b
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e Vip diferentes, sendo a versdao homozigota do evento Bt11 inferior em 51,28% em
relagcdo a hemizigota. Ja a versao homozigota do evento Vip foi superior em 48,64%
em relacdo a hemizigota. A versdo convencional diferiu de pelo menos uma das
versbes dos trés eventos, sendo os hibridos Bt11 homozigoto e Vip hemizigoto
inferiores em 28,30% e 30,19%, respectivamente e, para o hibrido Vip3 homozigoto
houve superioridade de 26,42% com relagdo ao convencional. Na area média dos
feixes vasculares (AFVm), temos as versdes do evento Vip se diferindo, sendo o
homozigoto inferior em 61,79% e também no Vip3, mas com a versao homozigota
superior em 36,60%, com relagdo ao hemizigoto. As versdes que diferiram do
convencional em fungdo da redugdo na estrutura foi Vip homozigoto e Vip3
hemizigoto, com 45,70% e 29,25%, respectivamente. O hibrido Vip hemizigoto foi
superior em 42,10%. Quanto aos caracteres avaliados na folha, temos a espessura
do mesdfilo (Eme), o qual as versdes dos eventos Vip e Vip3 se diferenciaram, com
reducédo do homozigoto em 28,58% e aumento de 47,07%, respectivamente, com
relacdo ao hemizigoto. A versao convencional se diferenciou de ambas versées do
Bt11, Vip homo e ambas versdes do Vip3, sendo todos reduzidas em 17,24%, 13,79%,
31,04%, 41,38% e 13,79%. Com relacao a area média dos feixes vasculares do xilema
(Axim), as versdes dos eventos Vip e Vip3 se diferenciaram, sendo o homozigoto
menor em 28,14% e maior em 43,84%, respectivamente em relagdo ao hemizigoto. O
hibrido convencional se diferiu do evento Vip em homozigose e Vip3 em hemizigose,
ambos com redugdo de 21,12% e 36,73%, respectivamente. A area média de feixes
do floema (Aflom) permitiu diferenciar as versdes dos eventos Vip e Vip3, sendo o
homozigoto menor em 21,18% e maior em 54,25%, respectivamente. Para a verséo
convencional a diferenga se deu com relacdo a ambas versdes do evento Bt11, Vip
homo e ambas versdes do Vip3, todas marcadas pela redugéo na estrutura, seguindo
a sequéncia de 10,27%, 18,48%, 14,66%, 41,21% e 9,31%. A espessura da epiderme
adaxial (Ead) nado apresentou diferenga entre as versdes dos eventos (Tabela 6).

Os caracteres relacionados com o sistema radicular que apresentaram
semelhanca entre os eventos e as versbes de cada um deles foi com base na
espessura da epiderme (EP), espessura da endoderme (EN) e proporgao dos feixes
em relagdo a area total (PF). Para a espessura do cortex (EC), as versdes dos eventos
Bt11 e Vip3 diferiram o homozigoto em relagdo ao hemizigoto, com redugédo de
24,93% e aumento de 21,47%, respectivamente, e o convencional similar a todos.

Para o cilindro total (CT), somente a versao Vip3 diferiu suas versdes sendo o
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homozigoto superior em 68,77%, com relagdo ao hemizigoto. A proporgédo do cértex
(PC) diferiu apenas a versao do evento Bt11, sendo o homozigoto inferior em 5,06%.
O hibrido convencional se diferiu dos eventos Bt11 homozigoto, ambas versbes do
evento Vip e ambas do Vip3, sendo todas caracterizadas pela reducado de 3,85%,
5,13%, 2,56%, 2,56% e 5,13%, respectivamente. Com relagdo a area dos feixes
vasculares (AF) todas os eventos tiveram suas versdes diferenciadas, sendo que para
o Bt11 e Vip a versdo homozigota foi inferior em 15,20% e 28,39% com relagéo a
hemizigota, e para o evento Vip3 o homozigoto foi superior ao hemizigoto em 54,43%.
A diferenga do gendétipo convencional se deu nos gendtipos Bt11 hemizigoto, Vip
hemizigoto e Vip3 homozigoto, sendo estes superiores em 15,65%, 17,05% e 41,39%,
respectivamente (Tabela 7).

Os caracteres que avaliaram a capacidade do pdélen de fertilizagdo nao
apresentaram diferenga entre as versdes quando considerada a germinagao, nem
entre as versoes e o hibrido convencional. Para a viabilidade, houve diferenca apenas
entre as versdes dos eventos Vip3, com redugcdo do homozigoto em torno de 6,59%
com relacdo ao hemizigoto. O hibrido convencional se diferiu do hibrido Vip
homozigoto e Vip3 homozigoto, acarretando em uma reducdo de 4,93% e 7,69%
(Tabela 8).

4. Discussao

Sao escassos na literatura trabalhos que buscam efeitos nao intencionais na
anatomia e morfologia das plantas transgénicas, bem como essas alteragbes
relacionadas ao numero de alelos inseridos. Maior énfase na abordagem de efeitos
nao intencionais esta direcionada para a proteémica (Agapito-Tenfen et al., 2014; Que
etal., 2010; Poerschmann et al., 2005; Balsamo et al., 2011; Baudo et al., 2006; Barros
et al., 2010), metabolémica (Zhou et al., 2009) e efetivamente a produtividade (Shi et
al., 2013). Os estudos ligados a anatomia estdo vinculados a alteragées no ambiente,
como compactagédo do solo (Bergamin et al., 2010), regime hidrico (Pereira et al.,
2008) e deficiéncia nutricional.

A busca por efeitos ndo intencionais deve abranger inUmeras variaveis (Jiang
e Xiao, 2010), e isso fica evidenciado com o0s nossos resultados, pois ocorreu
significancia de algumas variaveis e outras ndo, bem como a diferenga entre os

eventos.
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A reducdo da area da raiz causada pelo evento Vip3 em relagdo ao
convencional, pode acarretar na menor exploragdo do solo (Ali et al.,2016)
comprovaram que raizes mais longas estdo associadas a gendtipos de milho mais
tolerantes a estresse hidrico, devido a maior exploragao do solo e consequentemente
captura da agua nas camadas mais profundas. Com isso, entendemos que, o0s
eventos de resisténcia a insetos e tolerancia a herbicida, quando piramidados, podem
prejudicar os gendtipos em relagdo ao suprimento hidrico.

De maneira geral, o evento Bt11 em homozigose refletiu em reducao das
variaveis espessura do parénquima do colmo, espessura do cortex da raiz, cilindro
total da raiz, proporgéo do cortex em relacéo a area total e a area de feixes vasculares.
No colmo o parénquima tem fungdo de preenchimento e permite o armazenamento
de agua e ar, dependendo se o ambiente deficiente em agua ou excesso dela,
respectivamente (Apezzato-da-Gléria e Carmello-Guerreiro, 2006). Quanto ao
aumento da espessura do cértex pode indicar a presenga de maiores aerénquimas, o
que permitiria que essas plantas suportassem condicdes especificas, como periodos
de alagamento (Pereira et al., 2008). No entanto em condi¢des normais também
conferiria a uma maior resisténcia da passagem da agua até os feixes vasculares da
raiz (Pereira et al., 2008). O aumento do cilindro total da raiz se deu em resposta ao
aumento do cértex e da area dos feixes.

O evento Vip resultou em maior espessura do parénquima do colmo e menor
espessura do mesdfilo da folha, menor area de xilema da folha e menor area de floema
da folha quando em homozigose, comparado com o hemizigoto. A maior espessura
do parénquima do colmo condiciona a maior rigidez, além de sugestionar aumento do
numero de feixes vasculares (Brito e Rodella, 2002). No mesofilo da folha esta
disposto o parénquima clorofiliano, responsavel pela atividade fotossintética da planta,
que refletira na sua produtividade. A redugdo de area do xilema é indicativa de
adaptagdo a uma situagdo de perturbacdo (Appezzato-da-Gléria e Carmello-
Guerreiro, 2006).

Quando os eventos estao piramidados, como o evento Vip3, ha um maior
numero de alteragdes nas variaveis anatbmicas de folha, colmo e raiz, todas
induzidas, o que foi observado para o didmetro do colmo, espessura do mesofilo da
folha, espessura do cortex da raiz, cilindro total da raiz e a area de feixes nas trés
estruturas. Tais condigbes indicam que as trés estruturas avaliadas se tornaram mais

robustas com a adicdo de mais um alelo transgénico. Joyce et al. (2014), utilizando
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cana-de-agucar convencional e transgénica a partir de diferentes métodos de
transformagéo, detectaram diferenca no desempenho de campo (diametro,
comprimento e numero de colmos) e na produtividade, onde na maioria delas o
gendtipo convencional demonstrou superioridade aos transgénicos. No entanto,
nenhum padrédo de alteragdes pode ser definido. Jiang e Xiao (2010), buscando
alteragdes inesperadas em arroz transgénico (resistente ao glifosato) comparado com
seu isogénico convencional em parametros fenotipico, constataram diferengas
estatisticamente significativas para a largura da folha bandeira, espiguetas por
panicula, comprimento da panicula e indice de colheita. No entanto, as alteracbes nao
prejudicam a manutencdo do metabolismo da planta, pois todos os caracteres
mantiveram a variagcao esperada para a cultura.

O comportamento da transgenia quando combinada entre diferentes genes
podem resultar em diferentes efeitos na variavel analisada. Shi et al. (2013) notaram
que a produtividade foi incrementada ou atenuada a depender da combinagao entre
genes de tolerancia a herbicidas e resisténcia a pragas na cultura do milho. Foram
testados para resisténcia a Ostrinia nubilalis (ECB), resisténcia a Diabrotica sp.
(CRW), tolerancia ao glufosinato (GFT) e tolerancia ao glifosato (GT), dos quais o
efeito na produtividade foi negativo para os eventos ECB-GT; ECB-GFT; ECB-GT-
GFT e ECB-GT-GFT-CRW, e positivo para ECB-CRW.

Quando extrapolado a outras culturas, os efeitos nao intencionais em cultivares
transgénicas também é notado. O perfil metabdlico de uma variedade transgénica de
arroz em contrapartida a sua convencional se difere em 17 pontos. Destes, 9 foram
identificados e compreendem a classe dos carboidratos, acidos organicos,
aminoacidos, acido graxo e monoglicerideos. Com esse perfil uma analise de
componentes principais foi aplicada, e identificados dois grupos bem definidos, de
variedade transgénica e convencional, sendo explicada aproximadamente 86% da
variacao pelo PC1 (Zhou et al., 2009).

Estudos iniciais voltados para a fertilidade do grao de pélen em milho buscaram
definir o conceito de fluxo génico e a capacidade de mistura nas lavouras vizinhas,
como o trabalho de Kuparinen et al. (2007). No entanto, quando se trata da fertilidade
destas plantas voltadas para a produtividade do campo, Brookes et al. (2004)
ponderam que somente uma parte dos graos de pdlen originados em uma planta
geneticamente modificada, carregara consigo o gene exégeno. Um exemplo sao os

graos de plantas com o evento MON810, em que somente 50% deles o terédo. Isso em
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fungéo da zigosidade, como dito anteriormente, a maioria dos genétipos transgénicos
comerciais sdo hemizigotos para o evento, atribuindo este fato a razdo da maioria dos
genotipos aqui analisados nesta condigao nao terem apresentando diferenca.

Os valores de porcentagem da germinagao aqui encontrados sao condizentes
com o trabalho de Pfahler e Linskens (1972). Os dados de viabilidade s&o
dependentes diretos do gendtipo e das condigbes ambientais (Martins et al., 2016) e,
em razao disso, podemos inferir que a piramidagdo dos genes pode ter influéncia
direta com as variaveis que prejudicam a viabilidade do pélen como a maior
suscetibilidade a perda de agua (Luna et al., 2001). Quando isolados, os eventos se
assemelharam ao convencional, independentemente do numero de alelos, assim
como no estudo de Wang et al. (2004) que avaliaram o efeito da transgenia na
viabilidade e a manutengao da mesma em diferentes periodos para festuca (Festuca
arundinacea), também pertencente a familia Poacea.

Moraes (2017) avaliando a zigosidade do evento TC1507xMON89034xNK603
em cinco gendtipos de milho observou um aumento na expressao da proteina Cry1F
quando os hibridos estavam em homozigose, porém sem alterar a produtividade de
graos. Embora n&o tenha contemplado no estudo a viabilidade e germinagéo do gréo
de pdlen, assim como n&o o fez com a anatomia e morfologia, podemos inferir que
nao houve custo enérgico para a planta a presenga do alelo adicional (homozigoto
para o evento). Com isso, a menor viabilidade para os grdos de pdolen nas versbées
homozigotas dos eventos Vip e Vip3 pode nao ser fator relevante para a diminuicao
do numero de graos formados e consequentemente, reduzir a produtividade.
Complementar a isto, ocorre redugédo no numero de gréaos de milho e na produtividade
quando o numero de graos por estilo-estigma € menor que 3000 (Westgate et al.,
2003). Uma planta de milho é capaz de produzir entre 4,5 e 25 milhdes de gréaos de
polen para formar uma espiga que contenha em torno de 500 graos (Paterniani e Stort,
1974). Sendo assim, a redugédo de 6% na viabilidade de grédos de pdlen na versao
homozigota do hibrido Vip3 homozigoto provavelmente n&o limitaria a producéo de
graos da planta, pois o seu isogénico hemizigoto € um hibrido de alto desempenho
produtivo (EMBRAPA, 2016).
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5. Conclusao

De acordo com os resultados obtidos os eventos Bt11 e Vip, quando em
homozigose, causam uma redugdo nas caracteristicas anatémicas, sem efeito na
capacidade reprodutiva do podlen. No evento piramidado Vip3, a homozigose
promoveu aumento das estruturas anatdmicas e redugao na viabilidade do grao do

poélen.
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Apéndices

Apéndice A: Anatomia de colmo

Apéndice 1A: Detalhes das secdes transversais do colmo dos cinco hibridos de milho

transgénicos e o respectivo isogénico.
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Apéndice 2A: Detalhes das segbes transversais do colmo dos trés eventos

transgénicos do hibrido de milho Status nas versdes homozigota e hemizigota e o

respectivo isogénico convencional.
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Apéndice B: Anatomia de folha

Apéndice 1B: Detalhes das seg¢des transversais da folha dos cinco hibridos de milho

transgénicos e o respectivo isogénico.
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Apéndice 2B: Detalhes das secdes transversais da folha dos trés eventos
transgénicos do hibrido de milho Status nas versées homozigota e hemizigota e o

respectivo isogénico convencional.

1
Status-convencional

Status-Bt11 hemizigoto

Status“Bt11 homogig'o;




Status-Vip3 hen'lizigg_
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Apéndice C: Anatomia de raiz

Apéndice 1C: Detalhes das secbes transversais da raiz dos cinco hibridos de milho

transgénicos e o respectivo isogénico.
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Apéndice 2C: Detalhes das se¢des transversais da raiz dos trés eventos transgénicos

do hibrido de milho Status nas versdes homozigota e hemizigota e o respectivo
isogénico convencional.
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