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Resumo — Entende-se por planta geneticamente modificada ou transgénica
aquela que tenha recebido um ou varios genes exdgenos em seu genoma por
outros métodos que nao fecundagao ou cruzamento. Esta classe de planta,
que teve o seu codigo genético alterado pela introdu¢cdo de uma ou mais se-
quéncias de DNA provenientes de outra espécie, vegetal ou de microrganis-
mo, deve passar por rigorosas analises que comprovam suas caracteristicas
agronébmicas e de seguranga, tanto para o meio ambiente, como para os
seres vivos. Este conjunto de praticas ou processos denomina-se biossegu-
ranga. A biosseguranga de uma planta transgénica, além de estudos feitos
em regime de contencao, passa por liberagcdes 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 agrondmico do milho SbMATE transformado com um gene
isolado de sorgo, responsavel pelo aumento da tolerancia ao aluminio (Al)
nessa espécie. Os resultados mostraram que os hibridos transgénicos de mi-
Iho expressando o gene SbMATE tiveram comportamento similar as suas ver-
sbes isogénicas convencionais, isto €, nao houve aumento da produtividade
em relagao ao parental ndo transgénico em solos acidos com concentragdes
toxicas de aluminio. Os resultados sao restritos ao evento estudado, sendo
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necessario avaliar outros eventos transgénicos, pois em sorgo ja foi demons-
trado que o gene SbMATE aumenta a produgdo de gréos quando cultivado
em solos acidos com concentragdes téxicas de aluminio.

Termos para indexagao: Biossegurangca de OGM; Resolu¢cdo Normativa 8;
avaliagéo agronémica, gene SbMATE
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Biosafety and Agronomic Evaluation of
Genetically Modified Maize SbMATE-RNS.

Abstract — A genetically modified plant is a plant that, during its development,
received one or more exogenous genes in its genome without fertilization
or crossover. Any plant with its genetic code modified by introducing one or
more DNA sequences from another species must undergo rigorous analysis
to prove its agronomic and safety characteristics for both the environment and
living things. These set of practices or processes are called biosafety. Also, the
biosafety of a transgenic plant involves planned releases into the environment
to obtain agronomic, physicochemical, and environmental data, aiming to pre-
pare a dossier before approval for commercialization. In sorghum, the gene
SbMATE is responsible for increasing the plant tolerance to aluminum. The
present work evaluated the agronomic performance of transgenic maize that
code for SOMATE. The results showed that the transgenic hybrids expressing
the SbMATE gene did not present agronomic superiority concerning conven-
tional isogenic versions. It means that there was no increase in productivity
relative to the non-transgenic parental in acidic soils with toxic concentrations
of aluminum. However, the present result was restricted to one event; thus,
it is necessary to evaluate other transgenic events since it has already been
shown that the SbOMATE gene increases the grain yield of sorghum grown on
acidic soils with toxic aluminum.

Index terms: Biosafety of GMOs; RN 8; agronomic evaluation, SbOMATE gene.
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Introducao

A transformacgao genética é definida como a transferéncia ou introdugéo
de um ou varios genes exdégenos em um organismo sem que haja a fecun-
dagédo ou o cruzamento. Os organismos transformados geneticamente re-
cebem o nome de transgénicos ou organismos geneticamente modificados
(OGMs), ou seja, organismos que tiveram seu cédigo genético alterado pela
introducdo de uma ou mais sequéncias de DNA provenientes de outra espé-
cie. Portanto, vegetais transformados geneticamente sdo conhecidos como
plantas transgénicas. Ja os genes inseridos sdo denominados transgenes.

Apods a obtengdo de um OGM, esses devem passar por rigorosas analises
que comprovam sua seguranga para 0s seres vivos e para 0 meio ambien-
te, cujo conjunto de praticas denomina-se biosseguranca. A biosseguranca
de um OGM tem sido aplicada como sinénimo de aspectos relacionados a
manipulagdo em regime de contengéo e liberagdes planejadas ou comerciais
desses organismos. Esse € um conjunto de praticas e de agbes técnicas re-
lacionadas a seguranga do OGM que visa conhecer e controlar os riscos que
esses organismos poderiam oferecer ao ambiente e a vida. Essa seguranca
s6 é alcangada por meio da aplicagao adequada de analise de risco/seguran-
¢a e da gestéo do risco. A avaliagao de risco de OGMs deve ser baseada em
dados cientificos consolidados e aplicados caso a caso.

No Brasil, a Lei Nacional de Biosseguranga, Lei n°® 11.105, de 25 de margo
de 2005 (Brasil, 2005), trata dos OGMs e seus derivados e estabelece nor-
mas de seguranga e de fiscalizagéo para o seu uso. Dentro do escopo dessa
lei, foi recriada a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo), a
qual compete propor uma Politica Nacional de Biosseguranga, acompanhar o
desenvolvimento e o progresso técnico e cientifico da biosseguranca relacio-
nada aos transgénicos e seus derivados em areas afins, bem como emitir pa-
receres técnicos prévios conclusivos sobre os produtos geneticamente mo-
dificados e seus derivados, com base no conhecimento cientifico disponivel.

A Legislacao Brasileira de Biosseguranca estabelece parametros ambien-
tais que devem ser avaliados, como protecdo de espécies ameagadas; pre-
servagao ou melhoria da qualidade da agua e dos solos; protecao as espécies
benéficas a agricultura e protegao dos recursos genéticos do Pais. A toleran-
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cia a estresses abidticos &€ uma caracteristica que confere uma vantagem
adaptativa as plantas transgénicas sob condi¢bes adversas e pode aumentar
a habilidade competitiva quando comparadas com a sua linhagem isogénica.
No entanto, os riscos associados a liberagao destas plantas no meio ambien-
te envolvem questdes relacionadas ao aumento do seu potencial de invasao
voluntaria em ambientes naturais ou sua persisténcia em campos agricolas
(Ellstrand; Hoffman, 1990; Elistrand, 2001; Lu, 2008). As estratégias atuais
utilizadas para o desenvolvimento de plantas transgénicas com aumento da
tolerancia a estresses abidticos estdo baseadas no uso de genes regulato-
rios ou metabdlicos. Muitos destes genes podem afetar varios aspectos do
desenvolvimento e da adaptacao das plantas ao meio ambiente (Khan, 2011).
No presente caso, o milho transgénico esta expressando o gene SbMATE de
sorgo. O gene SbMATE codifica um transportador de citrato da familia MATE
(Multidrug and Toxic Compound Extrusion), ativado pelo aluminio no apice
radicular de gendtipos tolerantes de sorgo (Magalhaes et al., 2007). O citrato
na rizosfera forma compostos nao téxicos com o aluminio, minimizando sua
toxidez as raizes das plantas.

A seguir, descreve-se o estudo da biossegurangca de uma planta de mi-
Iho geneticamente modificada com o gene SbMATE, que confere tolerancia
ao aluminio. Este é o segundo estudo de biosseguranca desse milho GM. A
primeira foi uma pesquisa segundo a Resolugdo Normativa n°® 6, de 6 de no-
vembro de 2008 (Brasil, 2008), descrito em publicagédo anterior (Vasconcelos
et al., 2018). Este presente estudo baseia-se na Resolugdo Normativa n° 8,
da CTNBio, de 3 de junho de 2009 (Brasil, 2009).

Material e Métodos

Estudos de campo

Para a conducédo, em campo, de experimento com plantas geneticamente
modificadas € necessario seguir a legislagéo brasileira de biossegurancga, Lei
n® 11.105 de 2005 (Brasil, 2005). A Lei de Biosseguranca Brasileira estabe-
lece os requisitos basicos para se trabalhar com OGMs e seus derivados,
no Brasil, tanto em contengdo como em liberagbes no meio ambiente. Apds
cumprir todos os requisitos da Lei, a Embrapa Milho e Sorgo conduziu o ex-
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perimento em campo para avaliar as caracteristicas agronémicas e de bios-
segurancga de hibridos de milho transgénicos expressando o gene SbMATE,
sob dois niveis de saturagdo de aluminio.

Todos os procedimentos de biosseguranga aprovados pela CTNBio, para
essa Liberacao Planejada no Meio Ambiente (LPMA), segundo a RN8, foram
seguidos como descrito has normas aprovadas para esse experimento - pro-
cesso n° 01200.000768/2016-65, segundo a Resolugdo Normativa de nime-
ro 8, de 3 de junho de 2009.

O experimento foi conduzido na area especificada para experimentos em
solos com e sem saturagéo de aluminio, cuja extensdo de CQB foi solicitada
a CTNBio - processo n° (01200.005373/1996-16 CQB), (Figuras 1, 2, 3 e 4),
segundo a Resolugao Normativa n° 1, de 20 de junho de 2006 (Brasil, 2006).

Delineamento experimental e coleta e analises de dados

O ensaio proposto teve como objetivo a liberagcédo planejada no meio am-
biente de uma planta de milho geneticamente modificada, ou seja, avaliar
o evento transgénico de milho com o gene SbMATE quanto aos aspectos
agrondémicos.

A area experimental foi constituida de duas subareas caracterizadas quan-
to a saturagéo de Al toxico: solo corrigido (0% de saturagado de Al) e solo com
40% de saturagao de Al na camada superficial de 20 cm. Foram testados 12
hibridos simples, sendo seis transgénicos e seis isogénicos convencionais.
Cada parcela foi constituida por duas linhas de 5 metros com espagamento
entre linhas de 0,7 metro e 0,2 metro entre plantas. Para garantir o estande
ideal, foram plantadas 36 sementes por linha de 5 m, mantendo 25 plantas
por linha apds o desbaste. O delineamento experimental foi em blocos casua-
lizados, com quatro repeticdes. A manipulagdo das sementes, o plantio, a
conducgéo do experimento, a colheita, o descarte e 0 monitoramento segui-
ram as normas de Biosseguranca da CTNBio descritas no pedido de LPMA
— RN8

O experimento de LPMArecebeu a fiscalizagdo do Ministério da Agricultura.
Foi entregue aos fiscais uma copia da LPMA aprovada pela CTNBio para fis-
calizagao. Apos a fiscalizagado, constatou-se que todo o experimento estava
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dentro das Normas de Biosseguranca aprovada pela CTNBio, ndo havendo
nenhuma autuacgao.

O experimento foi colhido, e os dados de produtividade foram obtidos.
Apos a colheita do experimento, a area foi dessecada e monitorada durante
seis meses sem irrigagao.

Resultados e Discussao

Seis hibridos experimentais contendo a linhagem L3 transgénica expres-
sando o gene SbMATE foram avaliados junto com os seus pares isogénicos
(Tabela 1). As anadlises de variancia revelaram diferencas estatisticas signi-
ficativas entre os hibridos para producdo de graos e interacdo gendtipo x
ambiente. Na média geral, a toxidez de aluminio reduziu a produtividade de
gréos em torno de 20%, resultando em uma perda de 2.000 kg ha-1. Os hi-
bridos expressando o gene SbMATE, que confere tolerancia ao Al em sorgo
nao foram mais produtivos em comparagdo com 0s nao transgénicos, em
ambas as condigbes de solo, com e sem saturacéo de Al (Tabela 2). Esses
resultados nao diferem dos dados obtidos na LPMA anterior, onde a linhagem
parental transgénica (L3T) ndo apresentou diferenga significativa em relagao
a sua isogénica convencional em solo corrigido e sob estresse de Al. Esse
resultado pode ser explicado, em parte, pelo uso de um promotor constitutivo,
em que a alta exsudagéo de citrato pode ter causado um desbalanceamento
energético na planta. Tais consequéncias foram mais evidentes em condi-
¢des de campo, causando uma reducgao na performance dos hibridos trans-
génicos em comparagao com seus isogénicos nao transgénicos.
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Figura 1. Localizagdo geografica da area experimental, Embrapa Milho e Sorgo
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Figura 2. Area experimental com trés niveis de saturagao de aluminio (Al). A) Imagem
de satélite da area extraida do Google Earth. B) Niveis de saturagéo de Al de 0 a 20
cm e de 20 a 40 cm de profundidade, cujo retangulo preto realga as duas areas que
foram plantadas com os hibridos experimentais (0% Al e com 40% de saturagdo de
Al). Dados extraidos da publicagdo Menezes et al. (2014).
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Figura 3. Delineamento experimental.
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Figura 4. Croqui da area experimental da LPMA incluindo os tratamentos e a bordadu-
ra, representado as areas controle (0% Al) e com 40% de saturagéo de Al.

Tabela 1. Descricao dos hibridos simples utilizados e os tratamentos.

Tratamentos

T1

T3
T5
T7
T9
T

enotipos
(Transgénicos)

L3T x 521236

L3T x 262841-1-8-2
L3T x 262841-1-4-1
L3T x 202841-1-1-2
L3T x 228-3

L3T x 2841

Tratamentos

T2
T4
T6
T8
T10
T12

enotipos
(Nao transgénicos)

L3 x 521236

L3 x 262841-1-8-2
L3 x 262841-1-4-1
L3 x 202841-1-1-2
L3 x 228-3

L3 x 2841
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Tabela 2. Analise de variancia

FV GL QM F
Blocos 3 18032736.45
Genotipos 1 11992548.29 6.46 P=.045
Ambientes 1 101094202.07 54.46 P=.0014
GxA 1 1856152.34 1.12
GxA 22 6924350.32 4.19 P=.00001
GxA sem Al 1 4539326.98 2.74 P=.00724
GxA com Al 1 9309373.66 5.63 P=.0
Residuo 51 1654447.18
CV(%) 15.68
Herdabilidade 0.85

A Figura 5 apresenta a média de produtividade dos gendétipos nos ambien-
tes com e sem saturacdo de aluminio no solo. J4 a Figura 6 apresenta uma
correlagdo entre a média de producao de grdos dos hibridos transgénicos
(circulos vermelhos) e nao transgénicos (circulos pretos).

De maneira geral, houve uma tendéncia dos hibridos transgénicos terem
uma produtividade inferior aos convencionais.

Assim, podemos considerar que os objetivos da LPMA foram alcangados,
uma vez que os resultados foram coerentes com os resultados obtidos na
LPMA anterior.
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sem aluminio (Al) no solo.

Na auséncia de Al, as versdes transgénicas dos materiais 2,3,4 e 6 apre-
sentaram menor produtividade. Ja na presenca de Al, as versdes transgéni-

cas dos materiais

1, 3, 4, e 5 apresentaram menor produtividade.

12000 -
-1s]
= 1 =0.6078
I 10000 - Bl ®
: & o
=] 2000 - 2 ..""
g L JIE
T o
=7:] 6000 A i
7] e el .
=
] 4000 - L
[
=
2
= 2000 T T T T T 1
e 6000 7000 800D 9000 10000 11000 12000

Produgdo de graos sem Al (kg ha?)

Figura 6. Produgéo de grdos dos hibridos transgénicos (circulos vermelhos) e ndo
transgénicos (circulos pretos) em diferentes niveis de saturagéo de aluminio (Al) no

solo.
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Durante o processo de domesticagdao do milho, as caracteristicas clas-
sicas observadas em plantas voluntarias foram perdidas. Exemplos dessas
caracteristicas sdo adaptagbes especiais para maior dispersdao de semen-
tes, sementes sem protecdo, rapido crescimento vegetativo, germinacao
descontinua, producgéo prolongada de sementes, alta producéo de sementes
em condigbes favoraveis, entre outras (Backer, 1991). A presenga do gene
SbMATE néo ira modificar as caracteristicas de planta domesticada apre-
sentadas pelo milho. Isso porque o crescimento e a dispersao de plantas em
ambientes agricolas ou naturais sdo regulados por varios fatores ambien-
tais bidticos e abidticos, tais como inseto e doenga, salinidade, seca, baixas
e altas temperaturas, irradiacdo UV, andxia, condigdes nutricionais do solo,
dentre outros (Khan, 2011). Portanto, o potencial de uma planta de milho
transgénica com tolerancia ao aluminio, conferida pela expressdo do gene
SbMATE, se tornar persistente ou invasiva é extremamente baixo, ou seja, a
insercéo desse gene em milho segura para o meio ambiente.

Medidas de Biosseguranga - Monitoramento

Como medida de biosseguranga, apos o termino do experimento, fez-se
o monitoramento da area durante seis meses, sem irrigagcéo, para verificar o
aparecimento de plantas voluntarias de milho, resultante de sementes que
por ventura cairam no solo durante a coleta do experimento. Esse monito-
ramento foi feito semanalmente para verificar a germinagdo de plantas de
milho, e quando havia germinagéo de plantas, essas eram arrancadas e en-
terradas na vala de descarte. Apos esse periodo de monitoramento, a area
foi liberada, e foi enviado para CTNBIo o relatério de biosseguranca dessa
LPMA executada segundo a Resolugdo Normativa 8, de 3 de junho de 2009.

Como conclusao da Liberagdo Planejada no Meio Ambiente, o relatério
enviado a CTNBio foi analisado pela comissdo que aprovou o relatério, e as-
sim encerrou-se o processo n° 01200.000768/2016-65 da LPMA.
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Conclusao

Hibridos simples transgénicos de milho expressando o gene SbMATE, em
condi¢des de saturagdo de aluminio tiveram comportamento similar ou infe-
rior as suas versodes isogénicas convencionais com base na produtividade de
graos. Esses resultados sao restritos ao evento estudado, devemos avaliar
outros eventos transgénicos, uma que esse alelo, em sorgo, demonstrou su-
perioridade na produgéo de grdos quando cultivado em solo acido.
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