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EFEITO DA ZIGOSIDADE DO EVENTO MIR162 EM HIBRIDOS DE MILHO

por
AUGUSTO KOLLING BRATZ
(Sob Orientacdo da Professora — Dra. Renata Pereira Marques IF - Goiano — Campus RioVerde)
RESUMO

Os hibridos de milho Bt em sua maioria contém apenas uma copia do alelo do gene
transgénico, sendo uma planta hemizigota para o transgene. A adicdo de outro alelo,
homozigoto para a transgenia, € uma abordagem recente que incrementa a concentracdo de
proteina Bt na folha e pode até reduzir as injdrias causadas por Spodoptera frugiperda, porém
pouco ainda se conhece sobre o custo adaptativo de um alelo transgénico adicional em hibridos
de milho. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da zigosidade de MIR162 em
hibridos de milho. Para isso, foram utilizados dois hibridos de milho, cada um com trés versdes
isogénicas: 1) convencional, 2) hemizigoto para MIR162 e 3) homozigoto para MIR162.
Levando-se em consideracdo os experimentos e as biotecnogias avaliadas, foi possivel inferir
que os hibridos de milho em homozigose ndo diferem dos hibridos em hemizigose e
convencional e que a zigosidade nos hibridos transgénicos Bt ndo prejudicou nem causou
aumento de produtividade de grdos de milho comparando-se os hibridos e suas versdes,
concluindo-se que o efeito foi neutro.

PALAVRAS-CHAVE: Zea mays, Expressao de alelos, Transgenia em hemizigose, Transgenia

em homozigose.



EFFECT OF ZIGOSITY OF EVENT MIR162 IN CORN HYBRIDS
por
AUGUSTO KOLLING BRATZ
(Sob Orientacdo da Professora — Dra. Renata Pereira Marques IF - Goiano — Campus RioVerde)

ABSTRACT

Most Bt corn hybrids contain only one copy of the transgenic gene allele, being a plant
hemizygous for the transgene. The addition of another allele, homozygous for transgenesis, is
a recent approach that increases the concentration of Bt protein in the leaf and can even reduce
injuries caused by Spodoptera frugiperda, but little is still known about the adaptive cost of an
additional transgenic allele in corn hybrids. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the effect of MIR162 zygosity in maize hybrids. For this, two corn hybrids were used, each
with three isogenic versions: 1) conventional, 2) hemizygous for MIR162, and 3) homozygous
for MIR162. Taking into account the experiments and biotechnologies evaluated, it was
possible to infer that homozygous corn hybrids do not differ from hemizygous and conventional
hybrids and that zygosity in transgenic Bt hybrids did not harm or cause an increase in corn

grain productivity comparing hybrids and their versions, concluding that the effect was neutral.

KEYWORDS: Zea mays, Allele expression, Transgenics in hemizygosity, Transgenics in

homozygosity.



1. INTRODUCAO

O milho apresenta varios fatores limitantes para a obtengdo do méaximo potencial produtivo,
incluindo o ataque de pragas como um dos agentes do estresse mais importantes (Waquil et al.
2004). Entre os varios insetos-praga que podem atacar a cultura do milho, a lagarta-do-
cartucho-do-milho (Spodoptera frugiperda) (Smith 1797) é considerada uma das mais
importantes, podendo causar perdas consideraveis a producdo, variando de acordo com o

ambiente, hibrido e estadio de desenvolvimento e nutricional das plantas atacadas (Cruz 1995).

A maioria dos eventos transgénicos de milho Bt expressam proteinas inseticidas para o
controle de insetos lepiddpteros, como a lagarta-do-cartucho que causa a desfolha do milho
(Niu et al. 2014). Devido sua importancia na reducdo da produtividade do milho e de outras
culturas hospedeiras, diversos avangos tecnoldgicos foram realizados no melhoramento
genético e possibilitaram o uso da biotecnologia para desenvolver hibridos transgénicos
resistentes (Miguel et al. 2014). Embora os transgenes fornegam eficiéncia geral no controle, o
namero de casos de resisténcia para lagarta-do-cartucho a vérias proteinas Bt tem aumentado
devido praéticas inadequadas de manejo e variabilidade genética da praga (Storer et al. 2010,

Farias et al. 2014, Omoto et al. 2015).

A continuidade da tecnologia Bt traz um grande desafio para 0 manejo de resisténcia a
inseto devido a alta ado¢édo de hibridos resistentes a lagarta-do-cartucho, levando ao abandono
de importantes praticas integradas do manejo de pragas (Bialozor 2017). Portanto, fatores como
ndo utilizacdo de areas de refugio; sobrevivéncia de individuos heterozigotos; ambiente
favoravel e alta temperatura para o crescimento populacional da praga; cultivo de duas safras
de milho seguidas (Storer et al. 2010) e a utilizacdo de eventos com expressdo de proteinas em
doses baixas (Farias et al. 2014, Storer et al. 2010) podem contribuir para 0 aumento da

frequéncia de populacGes de insetos resistentes aos genes.



Quando as plantas possuem um transgene hemizigoto, apresenta a dose genética de meio
“n”, enquanto individuos com locus homozigotos podem atingir doses com o dobro de “n”, ou
seja, quando o evento é homozigoto, é possivel atingir uma alta expressdo do transgene, o que
pode ser até quatro vezes maior em comparagdo com plantas hemizigotas (James et al. 2002),

o que pode ser denominado de controle “redundante”.

A maioria dos hibridos de milho OGM desenvolvidos por empresas de melhoramento séo
hemizigotos para transgenia (James et al. 2002), portanto, os hibridos contém um alelo
transgénico e um alelo alternativo nulo de substituicéo, o que representa hibridos que estdo em
hemizigose (Guadagnuolo et al. 2006). Com relacdo a adicdo de alelos para hibridos, é possivel
obter resultados inesperados. Hibridos homozigotos podem ter efeitos positivos, mas também
negativos devido aumento da concentracdo de proteina na planta, como por exemplo, causar o
silenciamento génico transcricional, pds-transcricional e, até ser mesmo letal, ou ter o mesmo
desempenho que os hemizigotos (James et al. 2002). Apesar desses efeitos negativos em alguns
casos, essa nova abordagem pode constituir uma estratégia alternativa eficaz e promissora para
0 manejo de lagartas resistentes, permitindo a expressao de proteinas em altas doses e beneficiar
seu uso na eficiéncia de controle em eventos transgénicos que atualmente tem apresentado

menor eficiéncia no controle a campo.

Com relacdo a tecnologia transgénica avaliada no presente trabalho, objetivou-se verificar
se ha um custo adaptivo para a planta na produtividade de graos, quando adiciona-se um alelo

a mais de MIR162.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) é uma graminea anual, com grande adaptacéo a diferentes ambientes
e pertence ao grupo de plantas com metabolismo C4. O gréo desta espécie é um fruto, que se
denomina cariopse, e que possui um pericarpo fundido com o tegumento da semente (Embrapa
Milho e Sorgo 2009).

Segundo Fornasieri Filho (2007), o milho pertence a familia Poaceae, onde é a Ginica espécie
cultivada do género. Outras espécies do género Zea, chamadas de teosinto, e as espécies do
género Tripisacum sdo formas selvagens parentes de Zea mays.

No Brasil, a cultura do milho pode ser considerada de extrema importancia, tanto em
aspecto econdmico quanto no social. No aspecto econémico, se destaca por ocupar a segunda
posicdo em maior area cultivada e ser responsavel pela segunda maior produgdo de gréos no
pais (Fornasieri Filho 2007).

Sua importancia social baseia-se unicamente, em trés evidéncias. A primeira, por ser o
principal componente béasico da dieta da populacdo, principalmente na classe pobre da
populacgéo; a segunda, por ser cultivado por produtores rurais pequenos; a terceira, por ser um
importante e principal componente da ragcdo animal (corresponde cerca de 60 a 70% do custo
na racdo de suinos e aves) (Fornasieri Filho 2007).

Na atualidade, o0 milho é uma planta que esta completamente domesticada, pois ndo se
desenvolve de forma selvagem e ndo pode sobreviver na natureza, sendo completamente
dependente dos cuidados do homem. Sua domesticac@o ocorreu ha cerca de 4 mil anos atras, a
partir do teosinto, uma planta aparentemente sem relevancia das terras altas mexicanas (Galinat
& Lin 1988).

Entre os cereais que sdo cultivados no Brasil, o milho é o mais significativo, cuja
produtividade é de aproximadamente 131,9 milhdes de toneladas do grdo, em uma area em

torno de 78,5 milhdes de hectares que sédo referentes a duas safras (Conab 2023). O Brasil € 0
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terceiro maior produtor de milho, perdendo apenas para os Estados Unidos e China (Fornasieri
Filho 2007).

Nestes ultimos anos, a cultura do milho no Brasil, vem sofrendo muitas modificaces
tecnoldgicas importantes, resultante de incrementos expressivos em produtividade e producéo.
Entre as tecnologias empregadas, destacam-se a utilizacdo de sementes de cultivares
melhoradas (variedades e hibridos), altera¢cBes no espacamento e na densidade de semeadura
de acordo comas caracteristicas da cultivar, além da conscientizacdo dos produtores da utilidade
de melhorar a qualidade dos solos, desejando uma maior producdo. Ocorrem ainda, importantes
mudangas no complexo de produg¢ao, salientando o aumento do cultivo de milho “safrinha” ¢ o
aumento do conjunto de semeadura direta (Fornasieri Filho 2007).

De acordo com o Ministério da Agricultura (2009), existem varias cultivares de milho que
sdo adaptadas para as condi¢des do nosso pais. No entanto, a escolha de uma cultivar para um
determinado local, deve suceder de acordo com as caracteristicas desse local, da variedade, tais
como: condi¢des climaticas, caracteristicas do solo, disponibilidade de agua, data estimada da
sementeira e da colheita, destino da cultura para gréo ou forragem.

A cultura do milho tem alto potencial produtivo devido as suas caracteristicas fisioldgicas,
ja tendo sido atingido produtividade superior a 16 t.ha, em concursos de produtividade
dirigidos por 6rgdos de extensdo rural e assisténcia técnica e por empresas produtoras de
semente. Todavia, o nivel médio brasileiro de produtividade € muito menor, por volta de 4.311
kg/ha, mostrando que os diferentes métodos de producio de milho deverdo ser ainda bastante
aprimorados para se obter um acréscimo significativo na produtividade e na renda do produtor

que a cultura pode permitir (Embrapa Milho e Sorgo 2009).

Segundo Farias et al. 2001, os fatores responsaveis por essa baixa produtividade sao
muitos, mas com certeza, as pragas e doengas tém uma boa atuacdo para que acontega esse

baixo potencial, especialmente nos Gltimos anos com o cultivo de milho "safrinha", que



apresenta condicdes para a continuidade e desenvolvimento das pragas devido ao

prolongamento da planta de milho na &rea, ao longo de todo ano.

2.2. Produgédo mundial

De acordo com a Formigoni, a produ¢cdo mundial de milho teve um incremento de cerca de
66% desde a safra 1999/2000, passando de 608 milhdes de toneladas para o presente 853
milhdes de toneladas (safra 2022/23). Isso corresponde em um crescimento médio mundial da
producao de milho de 2,5% ao ano.

A producdo mundial de milho para a safra 2022/23 deve cair em relagdo ao recorde do ano
passado, refletindo redugbes na Ucrania, EUA, UE e China, parcialmente compensadas por
aumentos no Brasil e na Argentina. A safra global 2021/22 de milho foi elevada de 1.210,5
milhdo de toneladas para 1.215,6 milh&o de toneladas. Para 2022/23, espera-se queda de 2,9%.

A safra de milho dos EUA foi projetada em 367,3 milhdes de toneladas, recuo de 4,3% em
relacdo a anterior, com base na estimativa de uma menor area plantada e produtividade mais
baixa, decorrente de problemas climaticos. O atraso no plantio deste ano nos principais estados
produtores e a probabilidade de que o progresso até meados de maio permanec¢a bem atras do
normal também influenciaram essa queda na produtividade. O consumo mundial do cereal foi
projetado em 1,18 bilh&o de toneladas, acréscimo de 2,4 milhdes detoneladas em relacéo a safra
anterior. Os estoques finais globais de milho foram estimados em 305,1 milhGes de toneladas,
recuro de 1,4%, refletindo os declinios esperados para a China e os Estados Unidos, que foram
parcialmente compensados por aumentos para Brasil e Ucrania. Espera-se que o consumo de
milho nos EUA em 2022/23 recue 2,2% em relacdo ao periodo anterior. O milho usado para
etanol deve ficar inalterado, devido as expectativas deconsumo estavel de gasolina no pais. Ja
0 consumo para racao deve cair 4,9% em relacdo ao ano passado, refletindo perspectivas de

uma safra menor, precos medios recebidos pelos produtores mais altos e um declinio no rebanho



bovino americano. No caso da Ucrania, a estimativa é de queda de 30,3%, ou 4,0 milhdes de

toneladas no consumo do cereal para essa temporada em relacdo a anterior (Conab 2023).

2.3. Producéo no Brasil

Nos ultimos anos vem sendo observada uma tendéncia de substituicao da cultura do milho,
em especial, pela soja. Soja e milho ¢ a preferéncia do produtor, e corresponde por cerca de
89% dos grdos produzidos do pais. A perspectiva para a producdo do grao total é de 129,15
milhGes de toneladas (safra 2023/24). Para a safra verdo estima uma colheita de 26,39 milhdes
de toneladas (Conab 2023).

De acordo com o 6rgdo de pesquisa americano, a producdo do Brasil, deve ter um
decréscimo de 5%, em relacdo a safra anterior (2022/23), resultado da queda na produtividade.
A estimativa da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) é que a producdo de milho na
safra de verdo serd menor do que a safra anterior (2022/23), situando-se entre 15% e 20%, em
decorréncia a baixa cotacdo dos precos desse cereal. Porém, ha expectativas de melhoria de

precos para o milho até o primeiro trimestre de 2023, quando se inicia a safrinha (Conab 2023).

2.4. Manejo de resisténcia de insetos em hibridos transgénicos

Desde a liberacdo comercial de plantas geneticamente modificadas, com o algoddo
transgénico nos EUA em 1996, tem havido a preocupacao de que a exposicdo em larga escala
de populagbes-alvo de pragas a proteinas Bt em culturas transgénicas poderia causar resisténcia
a insetos, diminuindo a serventia dessa tecnologia para o manejo de pragas (Roush 1994, Gould
1998). Em relacdo a evolugdo de resisténcia em espécies de pragas, ha relatos de campo de
resisténcia de S. frugiperda ao milho transgénico em Porto Rico, Brasil, Argentina e Estados

Unidos (Farias et al. 2014, Huang et al. 2014).



Muitos fatores contribuiram para a e rapida evolucédo da resisténcia na lagarta-do-cartucho,
como a alta taxa reprodutiva e multivoltinismo da espécie, e devido a préticas agricolas que
impOdem alta pressdo de selecdo, como muitos ciclos de safra por ano, juntamente com o
aumento de adocdo de cultivares e hibridos Bt (Farias et al. 2014, Huang et al. 2014, Storer et
al. 2010).

Avancos em biotecnologia tém permitido o desenvolvimento de hibridos de milho Bt que
expressam mais de uma proteina inseticida na mesma planta (piramidacdo génica), as quais
frequentemente representam modos de acdo Unicos e independentes (Moar & Anikumar 2007).
Assim, caso essas premissas sejam atendidas, a piramidacdo de genes Bt pode retardar o
estabelecimento de populagdes de insetos resistentes em campo (Head & Greenplate 2012). A
estratégia de piramidacdo de genes Bt é geralmente caracterizada pelo aumento no nivel de
resisténcia contra as pragas-alvo (Storer et al. 2010, Head & Greenplate 2012). No Brasil, 0s
principais eventos transgénicos piramidados, como PowerCore™, Agrisure® Viptera3, VT
PRO3® e Leptra®, combinam pelo menos duas classes de genes Bt visando ao controle de S.
frugiperda (International Service For The Acquisition Of Agri-Biotech Applications - Isaaa
2019).

Outra estratégia de manejo de resisténcia de insetos (MRI) é a utilizacdo de eventos de alta
dose que expressam uma quantidade suficiente da proteina Bt para causar mortalidade de mais
de 95% dos individuos heterozigotos resistentes. A expressao em alta dose deve ser combinada
com o cultivo de areas de reflgio com hibridos convencionais ou ndo Bt para retardar a
evolucéo da resisténcia (Huang & Buschman, 2011). A estratégia de alta dose combinado com
refugio estruturado € uma estratégia recomendada para retardar a resisténcia de S. frugiperda
as proteinas Bt, a qual permite o acasalamento de individuos homozigotos resistentes de campos
Bt com populagdes homozigotas suscetiveis de campos ndo Bt (Andow 2008, Huang&

Buschman 2011). O resultado do acasalamento dos individuos resistentes e suscetiveis sdo



individuos heterozigotos, que mantém a suscetibilidade a eventos transgénicos de alta dose

(Horikoshi et al. 2016).

2.5. Estratégia de manejo de resisténcia de insetos através da zigosidade de

hibridos transgénicos

A sustentabilidade das tecnologias Bt é um desafio para 0 Manejo de Resisténcia de Insetos
devido a expressdo continua das proteinas transgénicas nos tecidos das plantas, que causam alta
pressdo de selecdo sobre as pragas-alvo e contribuem com a evolucdo da resisténcia em suas
populacdes (Andow 2008). Assim, algumas nao adog¢Ges como de areas de reflgio (Shelton et
al. 2000) e utilizacdo de eventos com expressdo de proteinas em baixa dose (Farias et al. 2014,
Storer et al. 2010) contribuem com o aumento da frequéncia de genes resistentes em populacoes
de insetos. Portanto, novas estratégias de Manejo de Resisténcia de Insetos devem ser
pesquisadas a fim de proporcionar maior durabilidade das tecnologias transgénicas quanto a
eficiéncia de controle das pragas-alvo.

Novas abordagens em Manejo de Resisténcia de Insetos tém sido investigadas
recentemente, como a acdo aditiva do alelo transgénico para o controle de lagartas com o
objetivo de a proteina transgénica ser expressa em alta dose, isto é, em concentracdes suficientes
para causar a morte de mais de 95% dos individuos heterozigotos (Huang & Buschman 2011).

Quando uma planta estd com o transgene em hemizigose, apresenta dosagem genética de
n/2; enquanto individuos com o locus em homozigose podem chegar a dosagem de 2n, ou seja,
guando o evento esta em homozigose é possivel atingir uma maior expressdo do transgenes,
podendo ser até quatro vezes maior em relagcdo a planta hemizigota (James et al. 2002). Essa
estratégia pode ser uma alternativa no manejo de lagartas resistentes, permitindo a expressao
em alta dose das proteinas, o que também pode facilitar a reutilizacdo de eventos que atualmente

ja nao possuem mais eficiéncia de controle (Moraes 2017).
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A maioria ou totalidade dos transgénicos de milho atualmente utilizados sdo hibridos em
hemizigose, isto é, possuem apenas um alelo contendo o evento transgénico. De acordo com
Guadagnuolo et al. 2006, para a obtencdo do hibrido transgénico sdo cruzadas duas linhagens,
sendo uma delas homozigota para o transgene e a outra sem transgenia, denominada de
linhagem convencional. Nos hibridos homozigotos pode haver efeitos deletérios devido a
zigosidade dessas plantas transgénicas, e pode-se ter efeito positivo de aumento na
concentracdo da proteina transgénica na planta; efeito neutro por resultar no mesmo efeito de
um hibrido hemizigoto; ou efeito negativo por causar silenciamento génico pos transcricional,

e até mesmo efeito letal para a planta homozigota (Hood et al. 2012, James et al. 2002).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local da instalacédo dos ensaios

Os experimentos foram conduzidos na Estagcdo Experimental de Pesquisa da Syngenta
Seeds Ltda., localizada cera de 10 Km da cidade de Uberlandia-MG que possui latitude de
18°55'08"S e longitude de 48°16'37"0 e altitude de 887 metros. O municipio de Uberlandia
possui clima tropical e, no inverno, a ocorréncia de chuvas é menor comparada ao verdo. A
temperatura média anual é de 22,3°C e a média de pluviosidade é de 1.342 mm (Climate-

Data.Org 2021).

Tabela 1: Dados climatologicos de Uberlandia-MG no ano de 2023 (Inmet 2023)

Janeiro  Fevereiro  Marco Abril  Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro
Temperatura 4 5 238 236 232 217 211 213 233 255 254 23,9 23,8
média (°C)
Temperatura ) 4 20,4 202 199 168 158 156 171 19,8 207 203 20,4
minima (°C)
Temperatura ;4 28,2 28 28 2711 268 27,3 296 31,6 30,9 28,6 28
maxima (°C)
Chuva (mm) 239 209 217 96 30 10 4 13 58 150 220 247
U”g;i‘;de 80% 79% 80%  72% 63% 58%  50%  41% 44% 60% 76% 80%
Dias
Chuvosos (d) 17 16 17 10 4 1 1 2 6 13 17 19
Horas de sol 88 8.9 8.4 8,9 9,0 9.3 9,7 10,2 10,1 10,0 9,0 8,8

(h)
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3.2. Delineamento do ensaio

Adotou-se o delineamento em blocos ao acaso com os tratamentos em esquema fatorial
2x3, com quatro repeticdes, sendo avaliados dois hibridos comerciais, sob 3 versdes isogénicas:
convencional, hemizigoto para MIR162 e homozigoto para MIR162. Cada parcela foi composta
por quatro linhas de cinco metros, espacadas em 50 cm e com 64 plantas por parcela, o que
representa uma populagdo de 64.000 plantas ha™*. A semeadura foi realizada entre os meses de
fevereiro — Experimento 1 (18/02/2023) e marco — Experimento 2 (03/03/2023), seguindo as

recomendacdes de adubacéo de acordo com a necessidade da cultura e fertilidade do solo.

3.3. Avaliagdes

Como avaliaces quantitavivas foram considerados as avaliacGes de florescimento
(dias) - realizada quando 50% da parcela estava florescida, altura de plantas (cm) e de espigas
(cm) - realizado 7 dias antes da colheita. Apds a maturacao fisiologica das plantas dos dois
experimentos, realizou-se a colheita das duas linhas centrais da parcela, onde foram computados
os valores de peso de grdos (gramas). Os resultados aqui apresentados sdo oriundos de
avaliaces conduzidas individualmente para cada experimento e, adicionalmente, uma analise
conjunta foi realizada para examinar globalmente os dados relacionados a produtividade de
grdos. As varidveis consideradas nesse contexto foram submetidas a analise de variancia,
destacando-se os fatores "biotecnologia”, "hibridos" e a interacdo entre "biotecnologia” e

"hibridos".

3.4. Andlise estatistica

As analises dos dados foram desenvolvidas no software R (R CORETEAM 2016). As
analises foram feitas para cada experimento separadamente e e em andlise conjunta, avaliando
por fim os dados de produtividade de graos. As médias dos caracteres avaliados de acordo com

os hibridos de milho foram comparadas pelo teste F a 1% de propabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Altura das plantas esta relacionado com a cultivar ou hibrido utilizado, porém sua altura
é determinada pelo seu cddigo genético, ou seja, qualquer efeito adverso que cause qualquer
variacdo em sua altura nos seus estagios de desenvolvimento esta causando a planta um estresse,
afetando assim sua produtividade. Além de influenciar no sombreamento, estiolamento e
sobreposicdo de plantas que sdo pontos importantissimos no processo de producdo. A
mensuracdo da altura de plantas, como fator na andlise estatistica ndo apresentou diferencas
significativas nas andlises feitas. Com o experimento 1, apresentando maior média geral entre
0s experimentos. Com relacdo a altura da planta, o experimento 1 apresentou a maior média
geral entre os experimentos com 244,9 cm (Tabela 1). Ja o experimento 2 apresentou menor

média geral, com 237,96 cm (Tabela 2). Ndo houve diferenca estatistica entre os experimentos.

Tabela 1 - Analise de variancia para altura de plantas e espigas no Experimento 1. Uberlandia,
MG, 2023.

Variavel Fator Df MeanSQ Pvalue Média Geral CV%
Bloco 3 9,06
Altura de B,iot_ec 2 7,17 0,89 M
plantas _ Hibrido _ 1 0,17 0,96™ 2449 3,2
Biotec x hibrido 2 20,67 0,72"™
Residuo 15 60,59
Bloco 3 76,33
Altura de B,iot_ec 2 14,29 0,85
espigas _ Hibrido _ 1 48,17 0,47M™ 146,2 6,4
Biotec x hibrido 2 48,29 0,59
Residuo 15 88,87

Df — Graus de liberdade, CV — Coeficiente de variacdo, Pvalue - Probabilidade de obter resultados no minimo tdo extremos quanto os que
foram observados, dado que a hip6tese nula HO é verdadeira, MeanSQ - Média , Média geral (kg).

Tabela 2 - Analise de variancia para altura de plantas e espigas no Experimento 2. Uberlandia,
MG, 2023.

Variavel Fator Df MeanSQ Pvalue Média Geral CV%
Bloco 3 52,71
Altura de B,iot_ec 2 29,54 0,71
olantas _ Hibrido _ 1 3,37 0,85m™ 237,96 3,89
Biotec x hibrido 2 291,38 0,06™
Residuo 15 85,84
Bloco 3 55,67
Altura de B,iot_ec 2 62,27 0,59 ™
olantas _ Hibrido _ 1 0,17 0,97 131,83 8,10
Biotec x hibrido 2 155,17 0,29
Residuo 15 114,10
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Df — Graus de liberdade, CV — Coeficiente de variacdo, Pvalue - Probabilidade de obter resultados no minimo tdo extremos quanto os que
foram observados, dado que a hipétese nula HO é verdadeira, MeanSQ - Média , Média geral (kg).

A emergéncia do florescimento masculino acontece em torno de 56 dias apds a
semeadura e o surgimento do florescimento feminino acontece em torno de 59 a 77 dias
Segundo Paterniani & Viégas 1987. Este periodo entre o florescimento masculino e o
florescimento feminino € a transi¢do da fase vegetativa para a fase reprodutiva e pode variar
consideravelmente, dependendo do gendtipo e das condi¢cGes ambientais (Silva et al. 2006).

Os estédios fenoldgicos surgiram pela necessidade de especificar, de maneira clara e
objetiva, as etapas de desenvolvimento das plantas, facilitando uma melhor descri¢éo do ciclo
(Bergamaschi 2006). Assim, o uso de uma escala baseada nas mudancas morfoldgicas da planta
e nos eventos fisiologicos que se sucedem no ciclo de vida do milho oferece maior seguranga e
acertividade nas acOes de manejo da cultura (Fancelli 2002). As linhagens masculinas
apresentaram destaque em ambas as épocas de semeadura (fevereiro e marco). Entretanto,
tivemos diferencgas significativas no florescimento feminino entre hibridos no experimento 1
(Tabela 3) e ndo se repetindo no experimento 2 (Tabela 4).

Tabela 3 - Andlise de variéncia para florescimento no Experimento 1. Uberlandia, MG, 2023.

Variavel Fator Df MeanSQ Pvalue Média Geral CV%
Bloco 3 0,56
Florescimento B,iot.e ¢ 2 0,67 0,24™
masculino _ Hibrido _ 1 0,67 0,23™ 61,02 1,1
Biotec X hibrido 2 0,67 0,24"™
Residuo 15 0,42
Bloco 3 0,49
Florescimento B,iot.e ¢ 2 1,29 0’44Zi
feminino _ Hibrido _ 1 26,04 0,00 62, 8 19
Biotec x hibrido 2 3,79 0,11
Residuo 15 1,49

Df — Graus de liberdade, CV — Coeficiente de variacdo, Pvalue - Probabilidade de obter resultados no minimo tdo extremos quanto os que
foram observados, dado que a hipétese nula HO é verdadeira, MeanSQ - Média , Média geral (kg).

Tabela 4 - Anélise de variancia para florescimento no Experimento 2. Uberlandia, MG, 2023.

Variavel Fator Df MeanSQ Pvalue Média Geral CV%
Bloco 3 0,15
Florescimento B,iot_ec 2 0,29 0,74
masculino _ Hibrido _ 1 0,04 0,84 69,04 1,41
Biotec x hibrido 2 0,79 0,45m
Residuo 15 0,95
Bloco 3 0,15
Florescimento Biotec 2 1,54 0,07
feminino Hibrido 1 2,04 0,06 70,04 1,00
Biotec x hibrido 2 0,04 0,92
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Residuo 15 0,49

Df — Graus de liberdade, CV — Coeficiente de variacdo, Pvalue - Probabilidade de obter resultados no minimo tdo extremos quanto os que
foram observados, dado que a hipétese nula HO é verdadeira, MeanSQ - Média , Média geral (kg).

Embora os experimentos tenham sido tratados independentemente, verifica-se diferenca
na produtividade de grdos entre os Experimentos 1 e 2. A maior média de produtividade de
gréos ocorreu no Experimento 1, com 7.334,20 kg (Tabela 5), enquanto no experimento 2 a
maior média de produtividade foi de 6.135,14 kg (Tabela 6), ambos nas versdes convencionais.
Diferente do estudo realizado por Eghrari et al. (2019), que avaliou lesdes foliares causadas por
S. frugiperda em hibridos homozigotos e hemizigotos de milho, onde o rendimento de gréos
dos hibridos homozigotos foi maior que o do hibrido convencional e semelhante aos hibridos
hemizigotos, revelando que os alelos adicionais Bt foram benéficos para o rendimento de gréos
de milho devido a maior prote¢do as injarias causadas pelas lagartas.

Tabela 5 - Andlise de variancia para produtividade de grdos no Experimento 1. Uberlandia,
MG, 2023.

Variavel Fator Df MeanSQ Pvalue Média Geral CV%
Bloco 3 2.870.925,33
Produtividade B’iot_ec 2 1.382.142,88 0,25™
de Grios _ Hibrido _ 1 108.183,13 0,73™ 7.334,20 13,00
Biotec x hibrido 2 548.170,28 0,56
Residuo 15 906.162,56

Df — Graus de liberdade, CV — Coeficiente de variacdo, Pvalue - Probabilidade de obter resultados no minimo tdo extremos quanto os que
foram observados, dado que a hip6tese nula HO é verdadeira, MeanSQ - Média , Média geral (kg).

Tabela 6 - Analise de variancia para produtividade de grdos no Experimento 2. Uberlandia,
MG, 2023.

Variavel Fator Df MeanSQ Pvalue Média Geral CV%
Bloco 3 855.965,16
Produtividade B’iot_ec 2 662.263,56 0,44™
de Grios _ Hibrido _ 1 2.648.842,15 0,08" 6.135,14 14,34
Biotec x hibrido 2 684.333.61 0,43™
Residuo 15 773.569.22

Df — Graus de liberdade, CV — Coeficiente de variacdo, Pvalue - Probabilidade de obter resultados no minimo t&o extremos quanto os que
foram observados, dado que a hipétese nula HO é verdadeira, MeanSQ - Média , Média geral (kg).

Tabela 7 - Anélise de variancia para produtividade de graos entre 0s experimentos 1 e 2

Variavel Fator Df MeanSQ Pvalue Média Geral CV%
Bloco 3 1.869.575,8
Experimento 1 17.251.901,1 0,000 ***
Biotec 2 1.976.047,4 0,112
Hibrido 1 843.199,6 0,324
Produtividade de Biotec_ X Hibrido_ 2 1.150.708,8 0,270
Grios Exper!mento X Bl_otgc 2 68.359,1 0,922 6.734,7 13,6
Experimento x Hibrido 1 1.913.825,7 0,142
Bloco x Experimento 3 1.857.314,6
Experlmer)to_x Biotec x 2 81.795,1 0,907
Hibrido
Residuo 30 839.865,9
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Df — Graus de liberdade, CV — Coeficiente de variacdo, Pvalue - Probabilidade de obter resultados no minimo tdo extremos quanto os que
foram observados, dado que a hipétese nula HO é verdadeira, MeanSQ - Média , Média geral (kg).

Buntin 2008 e Moraes et al. (2015), avaliaram o efeito da infestacdo natural de S.
frugiperda na produtividade de hibridos convencionais e suas versdes transgénicas com
diferentes eventos Bt, e observaram que os hibridos convencionais sofreram maiores injarias
de S. frugiperda que os OGM. Porém, a maioria dos hibridos convencionais tiveram
produtividade de grdos semelhante a dos hibridos transgénicos, demonstrando que o nivel baixo
de ataque de lagartas néo foi suficiente para evidenciar as diferencas na produtividade de gréos.

Wagquil et al. (2002), comparando hibridos de milho Bt e convencional sob infestagdo
artificial, mostraram que hibridos Bt tiveram nimeros menores de lagartas nas plantas, as quais
foram menos danificadas pelo ataque e com produtividade de graos 32% maior que os hibridos
convencionais.

Nos campos de producdo de sementes de hibridos de milho homozigotos e hemizigotos
transgénicos, os hibridos transgénicos homozigotos podem reduzir as aplicagdes de inseticidas,
pois as linhagens parentais possuem genes de resisténcia a lepiddpteros. Por outro lado, na
obtencdo do hibrido hemizigoto transgénico, o qual possui uma linhagem parental
convencional, quando é atingido o nivel de dano de lagartas realiza-se pulverizacbes com
inseticidas.

Os hibridos homozigotos mesmo na influéncia de pressao de outras pragas e doengas no
campo em geral ndo apresentaram efeitos negativos quanto a adicdo dos alelos Bt,
comportando-se como 0s hemizigotos quanto a suscetibilidade as doencas. Esses resultados
podem ser considerados positivos, pois a incidéncia de doencas é fundamental na reducéo da
produtividade de graos da cultura do milho, e ndo seria desejavel para a implementagdo dessa
estratégia de manejo de lagartas de S. frugiperda resistentes se a adi¢do dos alelos transgénicos
causasse maior suscetibilidade as doengas ou reducfes em produtividade por conta de maior

custo metabdlico e energético as plantas para a producdo das proteinas transgénicas.
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Tem alguns estudos que mostram que a homozigose do transgene pode ser positiva em
alguns casos, favorecendo um aumento na concentracao da proteina codificada na planta; efeito
que em outros casos foi neutro, confirmando o mesmo desempenho dos hemizigotos. Porém,
h& casos com efeitos negativos, proporcionando o silenciamento génico transcricional e pos-
transcricional, e até ser letal as plantas (Hood et al. 2012, James et al. 2002). Nos estudos de
Siebert et al. (2012) e Eghrari et al. (2019), os autores analisaram hibridos de milho
convencionais e transgénicos com as proteinas CrylF, Cry1lA.105 e CrylAb2 piramidadas e
singulares, e confirmaram que ha eficiéncia das plantas transgénicas no controle de lagartas de
S. frugiperda sob infestacdo natural, o que demonstra ndo ter havido efeitos negativos na adicao
dos alelos, e em alguns hibridos houve aumento significativo da expressao das proteinas nas
versdes homozigotas em relacdo as hemizigotas.

Nos Experimentos 1 e 2, as produtividades de graos nao diferiram entre os hibridos; ndo
houve diferenca de produtividade entre os hibridos em homozigose e hemizigose; e na
comparacao entre os transgénicos e convencional, verificou-se média de produtividade pouco
menor nos transgénicos em relacéo ao convencional na primeira safra. Guadagnuolo et al. 2006,
relataram que na auséncia de pressdo de selecdo em que beneficia a transgenia, torna-se um
fator neutro na influéncia da capacidade produtiva da planta.

De acordo com os resultados aqui obtidos, a adicdo de alelos transgénicos em hibridos
de milho ndo reduziu a produtividade de graos em funcéo da energia necessaria para a producao

de maiores concentracOes das proteinas transgénicas Bt nas plantas.
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5. CONCLUSAO

Levando-se em consideracdo 0s experimentos e as biotecnogias avaliadas, pode-se
inferir que os hibridos de milho em homozigose ndo diferem dos hibridos em hemizigose e
convencional Portanto, a zigosidade nos hibridos transgénicos Bt ndo prejudicou nem causou
aumento de produtividade de grdos de milho comparando-se os hibridos e suas versdes,
concluindo-se que o efeito foi neutro e pode ser promissor seu uso futuramente em escala

comercial.
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