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Avaliagcdo agronémica do milho
geneticamente modificado com o gene
SbMATE, que confere tolerancia ao
aluminio: Processo de Biosseguranca
para o primeiro estudo de campo

Maria José Vilaga de Vasconcelos'
Andreia Almeida Carneiro?
Jurandir Vieira de Magalhaes?®
Claudia Teixeira Guimarae*

Resumo — O desenvolvimento de uma planta geneticamente modificada
envolve a introdugdo de um ou varios genes exdgenos nesse organismo,
sem que haja fecundagao ou cruzamento. As plantas que tiveram seu codigo
genético alterado pela introdugdo de uma ou mais sequéncias de DNA
provenientes de outra espécie devem passar por rigorosas analises que
comprovam suas caracteristicas agronémicas e de seguranga, tanto para
0 meio ambiente, como para os seres vivos, cujo conjunto de praticas sao
chamadas de biossegurancga. A biosseguranga de uma planta transgénica,
além de trabalhos em regime de contencao, passa por liberagbes planejadas
no meio ambiente para se obter dados agrondmicos, fisico-quimicos e
ambientais, visando o preparo de um dossié para a liberagdo comercial. O
presente trabalho avaliou o desempenho agronémico de hibridos de milho
geneticamente modificados com o gene SbMATE, derivado de sorgo,
combinado com o gene nativo ZmMATE 1. Ambos os genes foram previamente
caracterizados como responsaveis pelo aumento da tolerancia ao Al nas
respectivas espécies. Nossos resultados demonstraram que os hibridos
de milho com o alelo superior do ZmMATE1 produziram mais grédos que o0s
respectivos isogénicos em solo com saturagao intermediaria de Al, e que
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os hibridos transgénicos expressando o gene SbMATE nao apresentaram
superioridade agronémica, em relagdo as versdes isogénicas convencionais.
No entanto, esses resultados devem ser restritos ao evento transgénico
avaliado e ndo ao gene SbMATE, cujo alelo superior ja demonstrou aumentar
a producgédo de grdos em sorgo cultivado em solo acido.

Termos para Indexagao: Biosseguranca de OGM, RN 6, avaliacéo
agrondmica, gene Sb MATE
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Agronomic evaluation of genetically modified
corn conferring tolerance to aluminum:
Biosafety process for the first field studies

Abstract — The development of a genetically modified plant involves the
transfer or introduction of one or more exogenous genes into that organism
without fertilization or crossing. Plants that had their genetic code altered
by the introduction of one or more DNA sequences from another species
must undergo rigorous analyzes to prove their agronomic and biosafety
characteristics for both environment and living beings, whose set of practices
are called biosafety. The biosafety of a transgenic plant in addition to works in
a containment regime goes through planned releases in the environment, or
in field experiments to obtain agronomic, physicochemical and environmental
data for the preparation of a commercial release dossier. The present work
evaluated the agronomic performance of genetically modified maize hybrids
with the sorghum SbMATE gene, combined with the native gene ZmMATET.
Both genes were previously characterized as responsible to increase
tolerance to Al in their respective species. Our results showed that the maize
hybrids with the superior allele of ZmMMATE1 produced more grains than their
respective isogenic hybrids in the soil with intermediate saturation of Al, and
that the transgenic hybrids expressing the SODMATE showed no agronomic
superiority over the conventional isogenic versions. However, these results
should be restricted to the selected transgenic event evaluated herein and
not to the SbBMATE gene, whose superior allele has already been shown to
increase grain yield in sorghum cultivated in acid soil.

Index terms: Biosafety of GMOs, RN 6, agronomic evaluation, SbMATE gene
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Introducao

O desenvolvimento de uma planta geneticamente modificada envolve
a transferéncia ou introdugdao de um ou varios genes exdgenos nesse
organismo sem que haja fecundagéo ou cruzamento. Essas plantas recebem
o nome de plantas transgénicas, pois tiveram seu cédigo genético alterado
pela introducdo de uma ou mais sequéncias de DNA provenientes de outra
espécie.

Apds o desenvolvimento de uma planta transgénica, ela deve passar
por rigorosas analises que comprovam suas caracteristicas agrondmicas e
de biosseguranga tanto para o meio ambiente como para os seres Vivos,
cujo conjunto de praticas chamamos de biosseguranga. A biossegurancga
de uma planta transgénica tem sido aplicada como sinénimo de aspectos
relacionados ao cumprimento da legislagdo que devemos seguir quando
estamos manipulando uma planta transgénica, seja ela em regime de
contencéo, em liberagbes planejadas no meio ambiente, ou em experimentos
para obtengédo de dados agronémicos, fisico-quimicos e moleculares para o
preparo de um dossié de liberagdo comercial. O conjunto de praticas e de
acoOes técnicas relacionadas a seguranga de um Organismo Geneticamente
Modificado - OGM visa conhecer e controlar os riscos que esses organismos
podem oferecer ao ambiente e a vida. Essa segurancga s6 é alcangada por
meio da aplicacdo adequada da analise de risco/seguranca e da gestédo do
risco. A avaliacédo de risco de OGMs deve ser baseada em dados cientificos
soélidos e deve ser aplicada caso a caso.

Nesse processo, foi realizado o estudo em campo de uma planta de milho
transgénico expressando o gene SbMATE, isolado de sorgo, que confere
tolerancia ao aluminio. Normalmente, a toleréncia a estresses abidticos é uma
caracteristica que confere uma vantagem adaptativa as plantas transgénicas
sob condigdes de estresse e pode aumentar a sua habilidade competitiva
quando comparado com a sua linhagem isogénica. Especificamente neste
caso, a estratégia utilizada para o desenvolvimento da planta transgénica
com altos niveis de tolerancia ao aluminio utilizando gene SbPMATE, que
codifica um transportador de citrato da familia MATE (Multidrug and Toxic
Compound Extrusion) ativado pelo aluminio no apice radicular de genétipos
tolerantes de sorgo (Magalhaes et al., 2007), ndo confere a planta nenhuma
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caracteristica de invasao voluntaria em ambientes naturais ou sua persisténcia
em campos agricolas (Ellstrand; Hoffman, 1990; Ellstrand, 2001; Lu, 2008).
Assim, podemos dizer que a presenga do gene SbDMATE nao ira modificar as
caracteristicas do milho como uma planta domesticada.

Sera descrita a metodologia utilizada nesse experimento, baseada na
Resolugdo Normativa 6 (RN-6) da CTNBio para avaliar a produtividade do
milho geneticamente modificado com o gene SbMATE, sob diferentes teores
de saturacdo de aluminio no solo (Brasil, 2008).

Material e Métodos

Metodologia para a primeira avaliagao em
campo de um milho geneticamente modificado
tolerante ao aluminio — Milho SODMATE

Para uma avaliagdo, em campo, de uma planta geneticamente modificada
precisamos seguir a legislacao brasileira de biosseguranca. A Lei Nacional
de Biosseguranca - Lei n° 11.105 estabelece como o pré-requisito basico
para se trabalhar com OGMs e seus derivados, tanto em contengao como em
liberagcdes em campo, o Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB)
(Brasil, 2005), que é emitido pela CTNBio apds a andlise da solicitagéo,
segundo a Resolugdo Normativa 01 (RN-1) (Brasil, 2006). No presente
trabalho, foi necessario submeter apenas o pedido de CQB para a area onde
foi realizada o estudo em campo do milho expressando o gene SbBMATE, pois
os laboratérios do Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo ja
possuiam CQB.

Ainda, respeitando a Lei de biosseguranca vigente no Pais, apds receber
o certificado em Biosseguranga da area a ser realizada o experimento
de campo do OGMs, outro pedido de autorizagdo deve ser submetido a
CTNBio, que € o pedido de Liberagédo Planejada no Meio Ambiente (LPMA),
seguindo a Instrucdo Normativa de numero 6 (RN-6) que estabelece normas
de biosseguranga para condugao de experimentos em campo para avaliar
caracteristicas agronémicas e de biosseguranca de uma planta transgénica
expressando o gene SbMATE levada pela primeira vez ao meio ambiente.
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A

— Informagdes requeridas para o pedido da primeira liberagao no

meio ambiente do milho-SbMATE.

A-1: Informagdes sobre a instituicao

Nome da Instituicdo Responsavel,
Endereco para contato com a CIBio;
Nome, cargo e endereco do Responsavel Legal e do Técnico Principal;

Parecer da CIBio, incluindo comentarios sobre a capacidade do
Técnico Principal para gerenciamento dos trabalhos, a adequagéo do
planejamento experimental contido na proposta, escolha do local e
plano emergencial de seguranca;

Declaragdo: “A informacdo aqui fornecida é, no limite de meu
conhecimento, completa, acurada e verdadeira” (nome e assinatura
do Responsavel Legal e data); Endosso da CIBio: “A CIBio avaliou
e endossa esta proposta” (nhome, data e assinatura do presidente da
CIBio);

Nome e assinatura do Responsavel Legal e data.

A-2: Informac¢oes sobre o OGM de origem vegetal

Informar a espécie do vegetal a ser liberada (incluir, quando apropriado,
nome cientifico, subespécie, cultivar, etc.);

Informar as alteragdes genéticas introduzidas e suas consequéncias;
Informar o vetor utilizado e a metodologia de transformacgéo;

Apresentar a sequéncia do ADN/ARN exégeno, indicando os
elementos regulatorios presentes;

Indicar um ou mais marcadores (fenotipico, citogenético ou molecular)
que possibilite identificar o OGM de origem vegetal;

Informar os niumeros dos processos aprovados na CTNBio dos quais
a atual proposta é um prosseguimento;

Descrever as caracteristicas genéticas do OGM de origem vegetal
que possam afetar sua sobrevivéncia no meio ambiente;
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Informar a existéncia de espécies sexualmente compativeis no local
de liberacéo e as medidas adotadas para contengéo do fluxo génico;

Descrever como sera monitorada a sobrevivéncia do OGM de origem
vegetal no local de liberagéo planejada.

A-3: Informagbes sobre a liberagdo planejada de OGM de origem
vegetal

Titulo da proposta;
Informar o objetivo da proposta;

Fornecer o enderecgo do local proposto para a condugao da liberacéo
planejada;

Informar os procedimentos para o transporte do OGM de origem
vegetal ao local da liberacao planejada, indicando a sua procedéncia;

Descrever o protocolo experimental para a liberagdo planejada e o
monitoramento durante a condug¢ao do experimento;

Incluir procedimentos de biosseguranga, condigbes de isolamento,
praticas agrondbmicas e procedimentos de descarte e de
armazenamento;

Informar a dimensdo da area total da liberagdo planejada e da area
ocupada pelo OGM;

Informar a quantidade de OGM de origem vegetal a ser liberado;
Informar a data prevista para o inicio da liberagao planejada;
Informar a data prevista para a conclusao da liberagao planejada;

Descrever os procedimentos para a supervisdo da area da liberagao
planejada e os procedimentos de seguranga que deverdo ser
conduzidos pelos responsaveis.

A CIBio devera listar o pessoal responsavel pelo desenvolvimento
do experimento e descrever o treinamento recebido pelos membros
da sua equipe, juntamente com a carta de informe de plantio do
experimento.
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Informar se havera transferéncia ou envio de material para analise ou
armazenamento em outra unidade e qual sera o destino;

Informar se existe a possibilidade de a liberagdo planejada afetar as
caracteristicas ou abundéancia de outras espécies, e como isto sera
monitorado;

Caso o OGM de origem vegetal permanega no ambiente apds o
experimento de liberagdo planejada, deve-se informar duragéo e
possiveis consequéncias, bem como as medidas utilizadas para reduzir
populacdes ou restos do OGM de origem vegetal, e 0 monitoramento
a ser efetuado;

Informar as medidas a serem tomadas para remog¢do do OGM de
origem vegetal, caso ocorra algum perigo evidente no decorrer do
experimento de liberagdo planejada.

A-4: Mapas e croquis para a liberagao planejada no meio ambiente de
OGM de origem vegetal

Nome do Municipio e do Estado;
Nome da propriedade e do proprietario;

Endereco completo da propriedade e numero de telefone, fax e
endereco eletrbénico;

Croquis, indicando nome da rodovia principal de acesso a propriedade,
referéncia a cidade mais proxima, identificacdo da entrada da
propriedade, quildmetro de referéncia para a entrada da propriedade
e rodovia secundaria/vicinal;

Apresentar o mapa da area credenciada no CQB, incluindo a dimenséao
dos mapas e a escala utilizada neles, que devem ser coerentes com
o OGM, tendo em vista os comunicados de isolamento publicados
pela CTNBio; informar a escala cartografica (nominal e gréfica), a
orientagcdo pela rosa dos ventos e as coordenadas geograficas da
area experimental; indicar as benfeitorias; identificar os limites da area
credenciada no CQB; identificar as areas de protecdo permanente e
reserva legal; indicar curvas de nivel com espagamento equivalente a
2 metros de altitude em terrenos com declividade entre 2% a 5%, ou,
a critério técnico, em casos de declividade superiores a 5%, indicando
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os pontos de irrupgcado de vertentes; indicar rede hidrografica (rios,
cérregos, lagos naturais ou artificiais e agudes); indicar profundidade
maxima e minima do lencgol freatico; informar a localizagdo do
experimento com as coordenadas geograficas dentro da area
credenciada no CQB. Caso haja necessidade de alterar o local, desde
que dentro da mesma éarea credenciada no CQB e atendendo as
normas da CTNBiIo, o requerente devera informar o local exato em até
15 (quinze) dias apds a instalagao do experimento;

Caracterizagdo da area circunvizinha a propriedade: descricdo dos
cultivos vizinhos, e quando possivel, apresentagdo de croqui de
localizagdo; indicar as vias de circulagdo da area; informar tipo do
bioma, conforme mapa oficial do IBGE; informar tipo de vegetagéao,
conforme mapa oficial do IBGE;

Fornecer um mapa de apresentagéo ou, na impossibilidade, a distancia
das Unidades de Conservacdo, em um raio de 5 km no entorno da
estacao experimental;

Os mapas de apresentacdo deverdo vir acompanhados com texto
de descricdo complementar da zona de avaliagdo, contendo as
seguintes informagdes: dados climatoldgicos (frequéncia de ventos
anormalmente fortes e tempestades, pluviometria media por més,
temperaturas medias por més); dados pedoldgicos (descri¢ao do tipo
de solo, com énfase ao horizonte A);

Metodologia experimental

O experimento foi conduzido na area com CQB (Figura 1), que foi dividida

em 64 parcelas contendo diferentes saturagdes de Al (Figura 2). As parcelas

foram estratificadas em trés niveis de saturacdo de Al, sendo eles: solo

corrigido (saturagéo de Al entre 0 e 2%), saturag&o intermediaria (entre 8 e
10%) e solo com alta saturagéo de Al (entre 20 e 40%). Em cada parcela foram
plantadas 4 linhas de 5 m espacadas de 0,7 m representando uma area de 5
m x 2,8 m. Uma semente foi plantada a cada 20 cm ao longo da linha. Toda
a area do experimento foi cercada e sinalizada com placas identificando o
plantio de OGMs, com entrada restrita para pessoas autorizadas e treinadas.
O local foi constantemente vigiado.
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Figura 1. Mapa da Fazenda da Embrapa Milho e Sorgo mostrando a area credenciada

com CQB para condugéo do experimento.
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calcario gesso

Tratamentos  Kg/14m®  Kg/14m®

lam Tl 0,000 0,000

T2 0,000 0,000

T3 0,000 0,000

t4 te tl t2 t15 tle t1l t3 2,8m T4 0,000 0,000

t7 tia t9 t12 t7 te t10 ta 2,8m TS5 2,900 0,000

t15 ta t11 t10 t14 t5 t3 t8 2,8m TR 4,900 0,000

t12 tle ts t3 t12 t2 t13 t1 2,8m T7 4,900 0,000

30,4m
ts t3 t10 t4 t8 t10 t6 t12 2,8m T8 24,900 0,000

tE 12 t13 t14 t5 t7 t1 t14 2,8m T3 0,000 4,480

t11 ts t16 t1s ta ts ti16 ta 2,8m Ti0 0,000 4,480

tl t7 t2 ta t1s t1l t1i3 t2 2,8m Til 0,000 4,480

Tiz 0,000 4,480

13 4,900 4,480
Lam T14 4,900 4,480
Tis 4,300 4,480
Ti6 4,900 4,480

14m S5m 5m Sm Sm  2m  Sm 5m 5m 5m 1l4m

l:lAHEADE BORDADURA COM MILHO MAQ-TRANSGENI CO 3528m” e drea total da liberacio plangjada

l:lAREADo E TO COM MILHO T Enico 2632m de bordadura com milho ndo-transgénico

896m? de milho transgénico

Figura 2. Delineamento Experimental da Liberagéo Planejada da Area 1.

Os materiais genéticos foram pares de hibridos isogénicos de milho
derivados dos cruzamentos entre as linhagens L3 convencional e L3 contendo
o transgene SbMATE (L3TT) com a linhagem L53, altamente sensivel
ao Al, e suas linhagens isogénicas introgredidas com o gene ZmMATE,
denominadas de NILs. As NILs foram obtidas por retrocruzamento assistido,
que apresentaram o dobro da tolerancia ao Al em solugdo nutritiva quando
comparada com a L53 (Guimarées et al., 2014). Assim, os hibridos testados
foram L3xL53, L3TTxL53, L3xNILs e L3TTxNILs. O hibrido BRS1010 foi
utilizado como testemunha intercalar.

Plantio - As sementes foram contadas e manipuladas nos laboratérios
do Nucleo de Biologia Aplicada, que possuem CQB, sendo acondicionadas
em sacos de papel individuais, rotulados, identificados e organizados em
bandejas que foram embaladas em sacos plasticos. As sementes foram
transportadas em carro préprio da empresa até a area de plantio, que foi
realizado manualmente, por pessoas devidamente treinadas nas normas de
Biosseguranca. Apds o plantio, todos os restos culturais foram recolhidos
e enterrados a profundidade maior que 50 cm, em local apropriado para
descarte de OGM.
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Isolamento temporal e espacial - Foram adotados isolamentos reprodutivos
temporal e espacial, sendo mantida distancia de 10 metros de outros plantios
de milho e respeitando-se o intervalo de florescimento de 40 dias entre as
datas de florescimento do evento de milho transgénico em relacéo aos outros
plantios de milho.

Bordadura - Foram plantadas 22 linhas de bordadura espagadas de 0,70
m nas partes superior e inferior do experimento, sendo que a legislagao
solicita 20 linhas. No sentido longitudinal do experimento, foram instalados
20 metros de bordadura com plantas espagadas a 0,20 m, totalizando pelo
menos 100 plantas por linha nas duas extremidades do experimento. Esse
procedimento foi realizado em fungéo da adequacgao as praticas agrondmicas
e de conservacgao de solo e d4gua. Nas bordaduras foram utilizados genétipos
convencionais isogénicos aos utilizados nos experimentos. Mais detalhes
podem ser visualizados na Figura 3, onde a area experimental esta ressaltada
por linhas pontilhadas.

Colheita - As espigas empalhadas foram colhidas manualmente em
09/02/2015, sendo devidamente identificadas e acondicionadas em sacos
plasticos. O material foi transportado para o Galpdo de OGMs, que também
possui CQB, para debulha, pesagem e quantificagao da umidade dos graos.

Praticas agrondmicas - O experimento foi irrigado, sendo realizadas
adubacdes, controle de pragas e de plantas daninhas conforme as demandas.
As adubacbes foram manuais, e as pulverizagdes foram realizadas com
pulverizador costal. As visitas a area eram didrias, com imagens monitoradas
por drone nas datas de 16/10, 21/10, 29/10, 07/11, 17/11, 25/11 e 02/12 de
2014.

Descarte - Espigas, palhas e grdos que haviam sido removidos da area
experimental para mensuragdo foram acondicionados em sacos plasticos
reforcados e transportados de volta a area cercada. Todos os restos
culturais foram descartados em uma trincheira de aproximadamente 1 m de
profundidade e enterrados.

Os dados coletados nos experimentos de liberagdo planejadas no meio
ambiente irdo fazer parte do dossié de liberagao comercial. A condugao dos
experimentos seguindo a legislagdo especifica de Biosseguranga brasileira
constitui parte fundamental para a regulamentagao dessa planta de milho
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com tolerancia aumentada para ambientes com alto teor de aluminio, como
o cerrado brasileiro.

Todo experimento de LPMA recebe a fiscalizagdo do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa). Os fiscais do Mapa recebem
uma copia da LPMA aprovada pela CTNBio para fiscalizagao.

Medidas de Biosseguranga

Aseguir serdo descritas as medidas adotadas na condugéo do experimento
em campo do milho SODMATE.

Toda a area do experimento foi cercada e sinalizada com placas
identificando o plantio de OGMs.

Entrada restrita a pessoas autorizadas e treinadas.

O local foi constantemente vigiado por funcionarios da empresa e da
vigilancia.

Isolamento temporal: foi mantida distancia de 10 metros de outros plantios
de milho, respeitando-se o intervalo de florescimento de 40 dias entre as
datas de florescimento do evento de milho transgénico em relagcéo aos outros
plantios de milho.

Bordadura: foram instaladas bordaduras de isolamento de 20 linhas
de milho convencional. A bordadura de isolamento instalada ao redor do
experimento seguiu os mesmos procedimentos de plantio, manejo e descarte
das areas experimentais, sendo descartadas apds o término da polinizagao.

Todo o material residual de laboratério e/ou de campo, derivado do
experimento, foi eliminado em area de descarte apropriada para OGMs, e o
material transgénico foi enterrado em profundidade suficiente para evitar a
emergéncia.

Para transporte, todo material coletado que precisar ser removido para
analise posterior, como solo, sementes e fragmentos foliares, devera ser
embalado em embalagens de papel apropriado para evitar o escape. O
transporte sera feito de acordo com a legislagao de biosseguranca.
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As praticas agrondmicas recomendadas a cultura do milho serdo adotadas
para o controle de pragas e doengas, e 0 manejo dos experimentos sera
realizado de forma compativel com o experimento.

Apos o término do experimento de LPMA, a area experimental devera ser
monitorada, por um periodo de 4 meses com irrigagdo ou de 6 meses sem
irrigacao. Todas as plantas de milho emergentes durante esse monitoramento
foram arrancadas e descartadas conforme descrito anteriormente.

Comunicagbes a CTNBio e ao Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (Mapa)

Foram comunicadas por escrito a CTNBio e ao Mapa as coordenadas
geograficas exatas do experimento e a data exata do plantio do experimento,
dentro da area detentora do CQB, 15 dias apds o plantio.

Foi comunicado por escrito a CTNBio e ao Mapa, até 15 dias apds a colheita,
o término do experimento, data a partir da qual se iniciou 0 monitoramento.

Foi enviado a CTNBiIo, apos seis meses de conclusao da LPMA, o relatério
dessa liberacao planejada no meio ambiente.

Monitoramento da area experimental

Apos finalizagdo do experimento, ou seja, a colheita final e o descarte
dos restos culturais em vala prépria dentro da area de CQB, iniciou-se o
processo de monitoramento da area. Esse monitoramento pode ser feito com
irrigacado durante quatro meses ou sem irrigacao durante seis meses. Para
o monitoramento, foram efetuados sitas semanais e anotag¢des no livro de
campo de todas as plantas germinadas.

Resultados e Discussao

Os ambientes foram constituidos por trés niveis de saturagdo de Al: solo
corrigido (0 e 2% de saturagdo de Al), saturagéo intermediaria (8 a 10%) e
solo com alta saturacao de Al (20 a 40%), e os hibridos testados apresentaram
diferentes combinacgdes de genes de tolerancia ao Al: o gene nativo de milho
ZmMATET1, presente nas NILs e ausente na L53 e o transgene de sorgo
SbMATE transformado na L3: L3xL53, L3TTxL53, L3xNILs e L3TTxNILs.
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No geral, houve uma tendéncia de redugéo na produgao de graos de todos
os hibridos, em fungdo do aumento da saturacao de Al no solo (Figura 3), o
que seria esperado conforme apresentado por Carvalho Jr. et al. (2015). Em
solo corrigido, ndo houve diferenga estatistica na producao de graos entre os
hibridos transgénicos e convencionais. Na faixa intermediaria de saturacao
de Al, foi observada uma perda de produtividade do hibrido transgénico em
relagdo ao convencional, derivado do cruzamento com a L53. Por outro
lado, os hibridos derivados dos cruzamentos com as NILs aumentaram
significativamente a produtividade em relagdo aos cruzamentos com a L53.
Esse aumento na produtividade foi conferido pelo gene ZmMATE1, que
aumentou a tolerancia ao Al nas NILs em solug&o nutritiva (Guimaraes et al.,
2014). Esses hibridos atingiram uma estabilidade de produgao comparavel ao
desempenho agrondémico deles em solo corrigido e a testemunha BRS1010,
reforcando que a tolerancia ao Al foi responsavel pela estabilidade de
producédo. Em solo com alta saturagao de Al também nao foram observadas
diferencgas significativas entre os hibridos avaliados (Figura 3).
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Figura 3. Produgéo de graos de hibridos de milho derivados dos cruzamentos entre
L3 convencional e sua isogénica expressando o gene SbMATE (L3TT) com a linha-
gens L53 e suas isogénicas para o QTL de tolerancia ao Al (NILs) em diferentes niveis
de saturagao de aluminio (Al) no solo.
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Resultados anteriores confirmaram que os hibridos com a linhagem
L3 transgénica (L3TT) apresentaram toleréncia ao Al em solugédo nutritiva
significativamente superior aos hibridos derivados da L3 convencional, sendo
que L3xL53 foi o hibrido mais sensivel ao Al em soluc¢ao nutritiva com {39} uM
de Al (Mitre, 2014). De forma geral, o aumento da tolerancia ao Al em solugao
nutritiva conferido pela superexpressdo do gene SbMATE nao resultou em
ganhos na producao de graos em condicdes de campo com diferentes niveis
de saturacao de Al. Ao contrario, houve uma redugéo significativa na produgao
de grédos de L3TTxL53 em comparagéo com L3xL53 em solo com saturagao
intermediaria ao Al. Nesse nivel de saturagao de Al no solo, os cruzamentos
com as NILs, que possuem o alelo superior do gene ZmMATE1, tiveram
uma performance superior em relagdo aos respectivos hibridos isogénicos
sem o referido alelo. Apesar de o aumento na tolerancia ao Al em solucao
nutritiva conferido pelo alelo superior do gene ZmMATE1 ser menor que a
superexpressao do SbBMATE (Mitre, 2014), o alelo nativo do milho resultou
em ganhos expressivos na produg¢ao de graos no campo, em detrimento a
presencga do transgene, pelo menos em solo com saturagéo intermediaria de
Al

Uma hipotese que pode explicar tais resultados é que a superexpressao
constitutiva do SBMATE pode ter culminado em uma perda de carbono
pela alta exsudacao de citrato, causando um maior gasto energético pela
planta e uma consequente perda na sua performance agrondmica em
condigdes de campo. A redugao na produtividade de graos pode ter sido mais
expressiva sob condi¢gdes de estresse, considerando que a presenga do Al
pode ter induzido um aumento na exsudagao de citrato, como ocorre com
0 gene SbMATE nativo (Magalhaes et al., 2007), aumentando ainda mais o
desbalango energético para a planta. Essa hipétese ainda precisa de mais
estudos para ser comprovada.

Em contrapartida, o alelo superior do ZmMATE1 possui uma expressao
induzida pela presenca do Al e restrita ao apice radicular (Maron et al., 2010;
Guimaraes et al., 2014), em que a protegéo a toxidez pelo Al se faz necessaria.
E importante ressaltar que esses dados da ineficiéncia do transgene SOMATE
em milho sao validos apenas para o evento que foi avaliado em condi¢des
de campo, ndo devendo ser extrapolado ao gene. Carvalho Jr. et al. (2015)
demonstraram que a substituicdo alélica do SBMATE conferiu um ganho
de 0,5 t/ha em hibridos de sorgo cultivados em solos acidos, indicando
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que a tolerancia ao Al pode ser convertida em ganhos de produtividade em
condigdes de campo.

Ajustes no controle da expressdo do SOMATE seriam necessarios para
otimizar a obtengdo de um numero maior de eventos de milho transgénicos,
para a selegdo daqueles mais competitivos em condicées de campo. No
entanto, a existéncia de um alelo superior, que aumenta a tolerancia ao Al
em milho, sinaliza fortemente para as vantagens em utilizar cruzamentos
naturais para aumentar a tolerancia ao Al em cultivares de milho, que pode
trazer ganhos no desempenho agrondmico da cultura.

Conclusao

Osresultadosndodemonstraramumasuperioridade agronémicade hibridos
de milho expressando o gene SbMATE, em relacao as versfes isogénicas
convencionais. Estudos com maior nimero de eventos transgénicos, em que
seriam selecionados aqueles mais competitivos, em condi¢des de campo,
poderiam mostrar a superioridade desse gene SbMATE, cujo alelo superior
ja demonstrou aumentar a produg¢do de grédos em sorgo cultivado em solo
acido. Assim, podemos concluir que esses resultados podem ser restritos ao
evento selecionado e ndo ao gene.
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